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Altalanos genetika

Deak Veronika

Ez a jegyzet a felsGoktatas alapképzéseiben részt vevd, a genetikaval - a kozépiskolai
tanulmanyok utdn - el6szor ismerkedd hallgatok szamara késziilt. A tananyag olyan
képzésekhez igazodik, melyekben az altalanos genetikai tanulmanyok megel6zik a
molekularis bioldgiai és bioinformatikai eszkéztar megismerését, ezért ez a tananyag
a biokémiai és sejtbiologiai alapok ismeretében elsajatithat6. A konyv célja, hogy a
genetikai alapok ismertetésével hozzasegitse az olvasdt a genetika nyelvezetének és
klasszikus eszkoztaranak megismeréséhez. A hangsulyt az altalanos szabalyszer(isé-
gek, mechanizmusok, 6sszefliggések atadasara helyezi. A genetikai szemlélet formala-
sa céljabdl szamos, tudomanytorténeti szempontbdl klasszikus kisérletet mutat be,
ezaltal is hangsulyozva a modellszervezeteken végzett alapkutatas erejét és fontossa-
gat. Minden tudomanytertiletre, igy a genetikara is igaz, hogy fejlédése nem all meg.
Ebben a jegyzetben is taladlkozunk letisztultabb és kevésbé letisztult témakorokkel,
ezért tobb helyen a ,mai ismereteink szerint” hangsulyozasaval taldlkozhat az olvasé.
Terjedelmi korlatok miatt a genetika tudomdanytertletének csak kiragadott szegmen-
seivel foglalkozunk. Ezt némileg ellensulyozzak a konyvben fellelhet6 internetes hi-
vatkozasok, melyek segitségével az érdekl6d6k szamos hasznos oktatasi és kutatasi
elektronikus anyagban bongészhetnek.
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1. Bevezetés

Mindennapos megfigyelés, hogy az egerek egér utédokat, az emberek pedig ember ut6-
dokat hoznak létre. Ami ebben ddbbenetes, az az, hogy mind az egér, mind az ember
fejlédése egyetlen sejtbdl, a spermium altal megtermékenyitett petesejtbdl 1étrejové
zigbotabol indul. A zigotdk az egér és az ember esetében kisértetiesen hasonlitanak is
egymasra. Minden tobbsejtl él6lény, novények és allatok egyarant, fejlédési folyama-
ton mennek keresztiil, melynek soran egy sejtbdl kialakul a feln6tt egyed. Az egyedfej-
16dés soran a nagyszamu sejtosztdédasnak, illetve a differencialédasnak koszonhet6en
kulonféle sejttipusok jonnek létre, melyek morfoldgiailag és biokémiailag is eltéréek
(egyedi megjelenéssel és funkcidval birnak, példaul vérsejtek, idegsejtek, izomsejtek
stb.). A sejtek szovetekbe és szervekbe szervezddnek, melyek felépitése és funkcidja az
adott fajra jellemzdé. Egy szervezet bioldgiai sajatsaga tehat egy fejlédési folyamat 1épé-
seinek a végeredménye.

A megtermékenyitett petesejtnek tartalmaznia kell a fejlédési programra vonat-
koz6 informdcidkat. Ez az informaci6 az ivarsejteken (gamétakon) keresztiil jut a szii-
16kb6l az utédokba. Barmi legyen is ennek az informdacidnak a fizikai természete, barmi
legyen a generacidrol generaciora torténd atjutdsanak modja, az informéacié hordozo-
janak négy fontos tulajdonsaggal rendelkeznie kell:

e Képesség nagyszamu, kiilonféle struktura kialakitasara

A fejl6dési programra vonatkozo informaciéhordozonak rengeteg forma (sejt-,
szovet-, szervtipus, kiillonféle biokémiai folyamatok) 1étrehozasara kell képes-
nek lennie, hogy meghatarozza egy komplex szervezet minden részletét.

o Képesség a sokszorozodasra (replikaciora)

A zig6tabdl kifejlodott ivarérett egyed oOriasi szamu gamétat hoz létre, melyek
alkalmasak arra, hogy 1étrehozzak a kovetkezd generaciot. Az informaciéhor-
doz6 struktura hii masolasara van tehat sziikség, mivel a masolatoknak sok-sok
generacion keresztiil kell atadddniuk és megdérzddnitik.

o Képesség a valtozasra (mutabilitas)

Egy faj egyedei nem teljesen azonosak (gondoljunk a kiilonféle foldrajzi rasz-
szokra az ember esetében). A jelenkori eur6pai ember 6se tobb tizezer évvel
ezeldtt vandorolt at Afrikabol Eurazsiaba, igy a vandorlas kortli idoben feltehe-
téen az afrikai el6dokre hasonlitott. A késébbiekben sok-sok ponton megvalto-
zott a fejl6dési programra vonatkozd informacio, melynek legszembet{indbb ko-
vetkezményei a kiils6 jegyekben (bor, haj) bekovetkezd eltérések. Az informa-
cibhordoz6 struktdra tehat valtozasra, azaz mutaciék kialakulasara képes.

Az evolucids elmélet szerint a ma €16 fajok kézos 6si fajokbol keletkeztek, ka-
rakterek sokasdganak megvaltozasa soran. Az egérnek és az embernek példaul
kb. 75 milli6é évvel ezel6tt élt a k6zos 6se. A multban bekdvetkezé mutaciok val-
tozast okoztak a genetikai informacidban, és ezek a valtozasok generaciorol-ge-
neraciora atoroklédtek. Egy mutacié okozhat kisebb eltéréseket (példaul bér-
szin) és bizonyos strukturakban bekovetkez6 nagyobb valtozasokat is (példaul
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olyan tulajdonsagok, melyek kiillonboznek az egérben és az emberben). Tébb
mutdci6 felhalmoz6dasa eredményezheti egy teljesen 4j struktira kialakuldsat
is (példaul a gerincesek végtagja).
o Képesség az informacio Kifejezésére

Ahhoz, hogy egy auto elkésziiljon, nem elég a tervrajz, szlikség van a gyari gé-
nyekben jelen van olyan gépezet, mely a genetikai informacié alapjan a bioldgiai
struktirak sokasagat 1étrehozza. Az informacié tehat leforditédik. Tovabba az
informacio leforditasa az é161ény életének meghatarozott szakaszaban torténik
meg, és csak a szervezet bizonyos részein, mig mas részein nem. Példaul a he-
moglobin (a vérben talalhato6 oxigénszallité fehérje) kémiai szerkezetére vonat-
koz6 informaci6 a magzati kor meghatarozott szakaszaban atforditasra kertil a
csontveldszovetekben, ugyanakkor az idegsejtekben nem.

A genetika mint tudomdanyteriilet kialakulasat Johann Gregor Mendel morvaor-
szagi szerzetes és apat munkassagahoz kotjiik (1.1. abra). Taldn nincs még egy tudo-
manyteriilet, melynek kezdeteinél ennyire sziklaszildrdan egyetlen személy allna.
Mendel 1865-ben publikalta az eredményeit, melyeket veteményborsé vonalak kont-
rollalt keresztezéseivel ért el. Koranak elképzeléseivel ellentétben Mendel arra a he-
lyes kovetkeztetésre jutott, hogy a fejlédésre vonatkozo6 informacidkat a sziil6ktdl az
utdédokba diszkrét faktorok kozvetitik. Ma ezeket a diszkrét faktorokat géneknek ne-
vezzlik. A ,gén” terminoldgia 1909-b6l Wilhelm Johannsen-t6] szarmazik. Egy orga-
nizmus teljes genetikai dllomanya az adott é161ény genomja. A genetika tudomanyte-
riilete a genetikai informacié miikodésével foglalkozik.

1.1. abra: Johann Gregor Mendel apati 61tozékben (posztumusz portré)

A Mendel altal leirt 6roklédési faktorok fizikai természetére vonatkozo6 ismeretek
csak a 20. szazad elején kezdtek felhalmoz6dni. Mint kés6bb latni fogjuk, fokozatosan
vilagossa valt, hogy egy él6lény tulajdonsagait meghatarozo, a sziil6ktdl az utédokra
atoroklédo faktorokat a sejtmagban talalhaté kromoszémak tartalmazzak. Bizonyitast
nyert, hogy a kromoszémak szétosztasa az ivarsejtek képz6désekor (a meiodzis soran)
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parhuzamba allithat6 a Mendel altal leirt 6rokl6dési faktorok viselkedésével. A geneti-
kai anyag kémiai szerkezete, és a genetikai informacié kifejez6désének molekularis
hattere csak a 20. szazad kozepétdl kezdett ismertté valni. Ennek ellenére mar a korai
genetika eszkoztaraval is igen eredményesen lehetett tanulmanyozni sokféle bioldgiai
tulajdonsagot, napjainkban pedig a kisérleti lehetdségek 6riasi tarhaza all rendelke-
zésre. Mivel az €16 szervezetek szinte minden strukturalis és funkcionalis aspektusat a
gének hatarozzak meg, ezért egy adott bioldgiai sajatsag hatterében all6 gén vagy gé-
nek azonositasa és szerepiik felderitése igen jelentds 1épés az egyes bioldgiai folyama-
tok megértésében. Ma a genetikusok nemcsak az 6rokl6dési mechanizmusokkal, ha-
nem mindenféle biol6giai mechanizmusokkal foglalkoznak, és barmely, biol6giai rend-
szerrel foglalkozd szakembernek jaratosnak kell lennie a genetika tudomanyteriiletén.

Adott biologiai sajatsag genetikai analizisének kulcsa a jelleget érint6 mutaciok
(genetikai informacidban bekovetkezd 6rokl6doé valtozasok) hatasanak vizsgalata. Mar
a korai genetikai munkaban felismerték és kihasznaltdk a kutatok azt, hogy egy él6-
lényt rontgen sugarzassal, vagy bizonyos kémiai anyagokkal kezelve nagy szdmd mu-
tacio keletkezik. Sok mutacié okoz lathato valtozast az él6lényekben. Némely esetben
a lathato valtozashoz a kromoszémak szerkezetében bekovetkezd valtozasokat (meg-
hatarozott szakaszok Kkiesése vagy megduplazédasa) tudtak kotni. Az egyes mutans
valtozatokkal (un. torzsek) végzett kontrollalt, j6l megtervezett keresztezések segit-
ségével olyan kulcskérdésekre kaptak valaszt példaul, hogy két fiiggetleniil izolalt mu-
tacié kilonbo6zd vagy azonos géneket érint-e, vagy hogy két vagy tobb mutacié kombi-
nalasanak (egy egyedben valé megjelenésének) milyen fejl6dési és élettani vonatkoza-
sai vannak. Az efféle indukalt mutacidkkal végzett kisérletes technikak igen hatékony
modszernek bizonyultak egy adott él61ény fejlédési, fizioldgiai, biokémiai itvonalainak
megértésében. Vegylink egy példat! Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) az egyik
jol ismert genetikai modellszervezet. Az 1920- 30-as években olyan muslica mutanso-
kat izolaltak, melyeknél az antenna labszeri struktdrava fejlédott. Mas mutaciok extra
szarnypar megjelenését okoztak, igy a muslica két szarny helyett négy szarnnyal ren-
nyez6 mutaciok tanulmanyozasaval sikertilt feltarni példaul, miként fejlédnek a végta-
gok. Az 0j ismeretek ravilagitottak arra is, hogy a kiilonféle él61ényekben a szarnyak,
antennak és labak egy fejlédésbioldgiai alapprogram valtozatai, és az evoluicié soran
képesek egymasba atalakulni.

Az 1920-as évektdl nagyjabol az 1950-es évekig tarto idészakban végérvényesen
bizonyitast nyert, hogy a genetikai informacié hordozé6ja a DNS (dezoxiribonuklein-
sav). A DNS kémiai szerkezetének feltarasa (1953), és a genetikai informacio kifejez6-
désének egyre mélyebb megértése driasi mértékben novelte a genetikai analizis ma-
gyarazoéerejét az elmult évtizedekben. Rengeteg ismeretanyag halmozodott fel a gének
kifejez6désének szabalyozasarol, vagyis arrdl, hogy egy biokémiai szignal alapjan a ge-
netikai informacié mely része, milyen iddszakban, az é161ény mely sejtjeiben, hogyan
és miért fejezodik ki.

Fontos hangsulyozni, hogy egy €16 szervezet életében nincs olyan iddszak, amikor
a genetikai informaci6 kifejez6dése sziinetel. A sejteket felépitd és a kiilonféle sejtfunk-
ciokat végzd molekulak folyamatosan képzodnek. Ennek egyrészt az az oka, hogy az
éldleny fizioldgiai allapota folyamatosan valtozik, masrészt az, hogy a molekulak élete
véges, igy sziikség van a potlasukra. Az egyes sejtek élettartama is véges, tehat egy ko-
zel allando6 sejtszammal rendelkezd szervezetnek osztddassal kell az elpusztult sejtjeit
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potolnia, és az Uj sejt molekularis 6sszetételét a funkcidjanak megfelelden ki kell alaki-
tania. Mindezek miatt a DNS replikacidja, az ezzel jar6 mutaciok képzdédése, és a gene-
tikai informacio kifejez6dése egy él61ény teljes életében folyamatosan zajlik. Ezért a
bioldgiai folyamatok genetikai hatterének tanulmanyozasa nem csupan az egyedfejlo-
dés soran (a zigotatol a kifejlett egyed kialakuldsaig), hanem az egyed teljes élethosz-
szaban igen nagy jelent6ségli. Latni fogjuk djra és ujra, hogy a genetikai analizis ma-
gyarazoereje utolérhetetlen a bioldgiai problémak hatterének feltdrasaban. A genetika
nem csupan egy teriilet a biol6gian beliil. A genetikai megkdozelités olyan modszer, mely-
nek segitségével egy él6 szervezet csaknem minden tulajdonsaga vizsgalhato.

1.1. A genetikai informaciéo molekularis alapja

Egy él6lény feléptilése és élettani miikddése legnagyobbrészt fehérjék altal torténik -
egyszeriien szdélva: minden, amit a sejtben latunk, fehérje vagy annak terméke. A fehér-
jék szintézisére vonatkozé informdaciét a DNS tarolja. A DNS két molekularis fonal altal
kialakitott kettds helikalis struktdra (dupla hélix). A fonalak gerincét cukormolekula
(dezoxiribdz) és foszfat csoport alkotja, ezek egymassal valtakozva kovetkeznek egy-
mas utadn a lancban. Minden cukor-foszfat csoporthoz egy nukleotid bazis tartozik. A
DNS-ben négyféle bazis fordul el4: adenin (A), timin (T), guanin (G) és citozin (C). A
DNS kettds hélixében a cukor-foszfat gerinc a hélix kiils6 részén talalhato, a nukleotid
bazisok pedig a hélix belsejében helyezkednek el. A két szalhoz tartozé bazisok szigoru
szabalyok szerint paronként kapcsoldédnak hidrogén-hidakkal egymashoz. A bazisok
kémiai tulajdonsagaibol és térkitoltésiikb6l adéddan az adenin timinnel, a citozin pedig
guaninnal parosodik. A part alkotd bazisokat egymassal komplementernek mondjuk.
Ez a molekularis struktira valoésitja meg az 6rokitéanyag sziikséges funkcioit:

e Nagyszamu struktura kialakitasara alkalmas informaciét tartalmaz
Habar csak négyféle nukleotid bazis vesz részt a DNS szerkezetének kialakita-
saban, ezek egy 6rokl6dési egység (gén) hosszaban barmilyen sorrendben elhe-
lyezkedhetnek, és a gének bazisokban kifejezett hossza is valtozo lehet. Példaul
tegyiik fel, hogy egyik gén esetében a bazisok sorrendje egy szakaszon
... TACGGACCT..., egy masik génnél ugyanezen a szakaszon ...GCATACGATC...
nukleotid sorrend talalhat6. Ha az emlitett gének 6sszesen 100 bazispar hosz-
szusaguak (val6jaban ennél sokkal hosszabbak), akkor a lehet6ségek szama 4100
(kortlbeliil 60 jegyli szam). Még ha figyelembe is vessziik azt, hogy a kiilonb6z6
szekvencidk nem jelentenek minden esetben eltér6 genetikai informaciot (lasd
kés6bb a kodszotar redundanciajat, 7.6. szakaszt), ez akkor is 6riasi szamu Kkii-
16nb06z0, azaz eltérd informdacidtartalmu szekvenciat jelent.

e Képesség a sokszorozodasra (replikaciora)

Mivel A csak T-vel, C csak G-vel parosodik, a kettds spiral egyik szalanak bazis-
sorrendje tokéletesen meghatarozza a komplementer szal szekvenciajat. A DNS
megkett6zddésekor a kettds spiral mindkét szala mintaként szolgal az j szal
szintéziséhez. A folyamatban az eredeti kettds spirallal teljesen megegyez6 két
koépia dupla hélix képzodik.

e Mutabilitas
A DNS megkett6z6désekor nem megfelel6 bazis is beépiilhet, vagy kieshetnek ba-
zisok, illetve beépiilhetnek Gjak. Ha ilyen esemény torténik, akkor a képz6dott j
szal szekvenciaja, majd a kovetkezo replikaciokor a réla masolt szal szekvenciaja
eltér az eredeti szalétol, azaz oroklodo valtozas, mutacio keletkezik.
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e A genetikai informacio atforditasa

A négyféle bazisbol kialakitott szekvencia alapjan a sejtnek meghatarozott el-
sddleges szerkezettel (aminosavsorrenddel) rendelkez6 fehérjéket kell el6alli-
tania. A DNS-molekula bizonyos szakaszai szignalként miikddnek a tekintetben,
hogy az adott sejtféleségben mely életszakaszban, milyen fizioldgias kortilmé-
nyek kozott, mely géneket sziikséges fehérjévé forditani. Hogyan hasznalja egy
sejt masinéridja a bazisok szekvencidjat mind a fehérjék aminosavsorrendjét
meghatarozd, mind pedig a fehérjeszintézis helyére és idejére vonatkozé infor-
macioként? A kés6bbiekben ezekre a kérdésekre is valaszt kapunk.

Egy protein aminosavsorrendjének meghatdrozdsa

A nukleotid szekvencidban tarolt genetikai informacié aminosavsorrenddé torténd at-

forditasa két egymast kovetd mechanizmussal torténik: ez a transzkripcié és a transz-

lacio.

e TranszKkripcio

A DNS-ben kédolt genetikai informacid a transzkripcié (atiras) soran hirvivg
RNS-sé (messenger, mRNS) irédik at. Az RNS (ribonukleinsav) szintén cukor-
foszfat gerincbdl és nukleotid bazisokbdl épiil fel, akarcsak a DNS, de alapvetd
szerkezeti kiillonbségiik, hogy az RNS-ben a cukor rib6z (és nem dezoxiribéz),
tovabba hogy az RNS timin bazis helyett uracilt tartalmaz. Az mRNS - a DNS-sel
ellentétben - egyszalu polimer. A transzkripcié soran a DNS kettds szala lokali-
san szétcsavarodik, és altalaban csak az egyik szal szolgal mintaként a komple-
menter egyszali mRNS szintéziséhez. A DNS-r6l atir6d6 mRNS-molekulat
transzkriptumnak nevezziik. Ez az Un. elsddleges transzkriptum a transzkrip-
ciot kovetéen mdédosulhat (eukariétak esetében), s ezeket a médositasokat szo-
kas érésnek is nevezni. Az egyik legfontosabb ilyen mddositds az eredeti
transzkriptum meghatarozott szakaszainak (az intronoknak) a kivagasa, igy
ezek a szakaszok nem forditédnak 4t aminosavsorrenddé. Az érett mRNS a DNS
»,munkakoépidjanak” tekinthetd, mely harom fontos feladatot lat el:

e Megnoveli a genetikai informacié képiaszamat egy sejtben az adott id6-
pillanatban. Egy képia DNS-rél szamos mRNS-masolat képzddik, s egy
mRNS-molekulat a sejt transzlaciés apparatusa tobbszor is felhasznal-
hatja az adott fehérje szintézisére.

e Szallitja a genetikai informaciot a sejtmagban 1évd DNS-tdl a sejt citoplaz-
majaba, ahol a fehérjeszintetizal6 apparatus talalhaté (eukariota szerve-
zeteknél).

e Az mRNS stabilitasa és féléletideje szabalyozza, hogy az adott fehérjébol
mennyi termel6djon.

e Transzlacié

Egy aminosav lanc szintézise a mRNS nukleotid szekvencidja alapjan a transzlacio6
(atforditas) soran torténik. Hogyan hatarozza meg a négyféle bazis sorrendje,
hogy a fehérjéket alkoté huszféle aminosav milyen sorrendben épiiljon be a
peptidlancba? A mRNS informaciétartalma a transzlaci6é soran harom nukleotid-
javal kertl leolvasasra. Ezeket a harmas csoportokat (tripleteket) kodonoknak
nevezziik. Mivel harom nukleotid pozicidban a négyféle nukleotidbdl 43 variacié
lehetséges, a lehetséges kodonok szama 64. Ebbdl az kovetkezik, hogy egy amino-
savat tobb kodon is kddolhat. Példaul az AUC, AUU és AUA kodonok mindegyike
leucin aminosav beépitését hatarozza meg. Léteznek un. STOP kodonok is (pél-
daul UAG), melyek a transzlacio befejez6 szignaljai.
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A fizikai megfeleltetést a kodon és a hozza tartozé aminosav kozott a kis méretd,
specidlis térbeli szerkezet tRNS (szallito, transzfer RNS) molekulak végzik. A
tRNS szekvenciajanak kitiintetett része tartalmazza a kodonnal komplementer,
un. antikodon tripletet. A tRNS masik kitlintetett részéhez az adott kodonnak-
antikodonnak megfelel6 aminosav kapcsolédik. Ha a tRNS-hez kapcsoldédik a
megfeleld aminosav, akkor azt a tRNS-t toltottnek nevezziik. Az aminosavak 0sz-
szekapcsolasa az mRNS altal meghatarozott kédsorrend szerint a riboszomak
segitségével zajlik. A riboszomak fehérjékb6l és RNS-ekbdl allo
szupramolekularis gépezetek (rRNS, riboszomalis RNS). A riboszéma végigcsu-
szik az mRNS-lancon, és az egyes kodonokndl a komplementer antikodonnal
rendelkezd toltott tRNS altal szallitott aminosavat beépiti a késziil6é polipeptid
lancba. Ez addig folytatédik kodonrél kodonra, amig a transzlacio végét jelzé
STOP kodon nem kovetkezik. Itt a riboszdéma levalik az mRNS-r4l. A felhasznalt,
mar nem toltott tRNS-molekuldk recirkulalnak, azaz ajra hozzajuk kapcsolédik
az antikodonnak megfelel6 aminosav. Egyszerre tobb riboszéma is haladhat az
mRNS mentén.

A polipeptidtél a fehérjéig

A transzlaci6 soran keletkez6 aminosavszekvencia a polipeptid lanc, mely egy fehérje
elsddleges szerkezetének felel meg. A bioldgiailag aktiv fehérjék kialakulasahoz a
polipeptidlanc meghatarozott térszerkezet vesz fel. Ez a folyamat a folding. (A kifeje-
z€és magyar megfeleldje, a hajtogatddas, nem hasznalatos).

Génszabdlyozds

Egy é161ény teljes élete soran (a zigdta allapottdl a halalig) sziikség van a genetikai in-
formacié kifejez6désének térbeli és idébeli szabalyozasara. A szabalyozott miikodés-
hez sziikséges informdacidkat a genom tartalmazza. A genomot kitevd DNS legnagyobb
része regulacios funkcioval rendelkezik. Minden esetben a sejt fiziologiai allapota, il-
letve a sejtet érd kornyezeti hatasok hatdrozzak meg, mely génekrdl képzddjon
transzkriptum.

1.2. A genetikai analizis megkozelitésmodjai

A biolégiai rendszerek tulajdonsagai igen hatékonyan vizsgalhatéak genetikai bonco-
lassal. A genetikai boncolas kifejezés arra utal, hogy egy biologiai struktura vagy folya-
mat részekre bonthato, nem szikével, hanem atvitt értelemben, a jelleget érinté valtoza-
tok, mutdnsok altal, felfedve a vizsgalt tulajdonsag kialakitasanak hatterében all6 géne-
ket. Az alkalmazott modszerek, illetve a megkozelitési modok szerint kétféle technika
hasznalatos: az elérehalad6 (forward) és a forditott (reverz) genetikai analizis.

1.2.1. Elorehalado genetikai analizis

A forward genetikai vizsgalatok a kérdéses tulajdonsagot érintd valtozatok (morfold-
giai vagy élettani) izolalasaval kezdddnek. A bioldgiai valtozatok a genetikai vizsgala-
tok nyersanyagai.

A forward genetikai vizsgalatra felhasznalhatok a természetben el6fordulé valtoza-
tok. Egy fajon beliil, annak populacidiban, az egyes egyedek k6zott szamos tulajdonsag-
ban természetes mddon el6forduld valtozatok vannak jelen. Becslések szerint a szexu-
alisan szaporodo fajok populacidiban a fehérjek6dol6 gének egyharmadaban van jelen
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olyan variacio az egyedek kozott, mely a fehérje aminosavsorrendjében 1év valtoza-
sokat jelent. Ezeket a természetes variacidkat genetikai polimorfizmusoknak nevez-
zik. Példaul egy rovarpopulacié egyedei kozott eltérés mutatkozhat egy
rovarolOszerrel szembeni érzékenységben. A valtozatok vizsgalata elvezethet odaig,
hogy azonositjadk azt a gént, amely az élettani kiilonbség hatterében all. Tovabbi vizs-
galatokbol kidertilhet, hogy a rovar6ldszert hatastalanit6 meghatarozott enzim valto-
zatairél van szo.

Forward genetikai analizist a leggyakrabban olyan - a kérdéses tulajdonsagot
érint6 - abnormalis valtozat felhasznalasaval végeznek, mely ritka, a faj egyedeinek
nagy részére nem jellemzo. A ritka abnormalis megjelenésii egyedet mutansnak, a tu-
lajdonsag tekintetében normalis, atlagos megjelenésii egyedeket pedig vad tipusnak
nevezziik. Legtobbszor laboratériumi kériilmények kozott — nagy energiaju sugarzas-
sal vagy bizonyos kémiai anyagokkal - ndvelik a mutaciok képzédésének esélyét. Egy
tulajdonsag kialakulasa tobb ponton, tobb okbdl, tobbféleképpen megvaltozhat. Ennek
oka az, hogy a legtobb tulajdonsag kialakitdsa egymast kovetd molekularis 1épésekbdl
all, kovetkezésképpen tobb gén termékének egyiittes munkajatdl fiigg. Minél tobbféle
rendellenes megjelenésii mutanst sikeriil talalni egy jelleg vizsgalata soran, annal tébb,
a vizsgalt folyamat hatterében all6 gént azonosithatunk.

Egy klasszikus példaval, az ecetmuslica szemszinének kialakuldsaval szemléltetjiik
a forward genetikai boncolas alapjait. A vizsgaland6, azaz a ,boncolas alatt all6” tulaj-
donsag a példaban a légy szemszine. A kérdés az, hogy hany, mely gének terméke, és
milyen mddon alakitjak ki a normal (téglavords) szemszint? A kutatok begyftijtottek
olyan mutansokat, melyek kiilonleges: tlizvoros, barna, fehér szemszinnel rendelkez-
tek. Ugy talaltak, hogy az egyes mutdnsokban mas-mas gén érintett (ennek moédjat a
kés6bbiekben targyaljuk). Megallapitottak azt is, hogy a tlizvoros és a barna megjele-
nést okozé génvaltozatok kombindaciodja (egy egyedben val6 elé6forduldsa) fehér szem-
szin kialakulasahoz vezet. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a téglavoros szemszin kiala-
kulasahoz kétféle pigmentanyag sziikséges, a tlizvoros és a barna. A tlizvoros szemi
mutansban nem termelddik a barna pigment, a barna szemszini mutansban pedig nem
termelddik a tlizvoros pigment. Ha egyik pigmentanyag sem termelddik, a légy fehér
szemi. Ezekre a kovetkeztetésekre néhany jol megtervezett keresztezéssel, a genetikai
torvényszerliségek ismeretében jutottak. Arra is rajottek, hogy van egy harmadik gén,
melynek hibaja - fiiggetleniil a masik két gént6l - fehér szemszin kialakulasahoz vezet.
E jelenség magyarazhato ugy, hogy a pigment termel6dés uitvonalaban e harmadik gén
terméke a masik kettd ,alatt” (downstream) hat, befolyasolhatja példaul a szinanyagok
lerakddasat. A génvaltozatok tovabbi kombinalasaval a vizsgalt biokémiai Utvonal
egyre precizebben feltarhato. Az analizis utols6 stadiuma az egyes génvaltozatok DNS-
szint(i vizsgalata. A DNS-valtozas okozhat a fehérje szerkezetében bekovetkezd valto-
zast, vagy befolyasolhatja példaul a fehérje termel6désének mértéket.

1.2.2. Forditott genetikai analizis

A forditott genetikai analizis egy ismert genetikai valtozas hatasat vizsgalja. Els6 1épés-
ben a DNS-t meghatarozott helyen és m6édon molekularis genetikai eszkozokkel meg-
valtoztatjak, majd ennek kovetkezményeit tanulmanyozzak az él6lény felépitésének
kiilénbo6z6 szintjein.
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1.3. A genetikaban alkalmazott modszerek

A gének tanulmanyozasa hatékony eszkoz a biolégiai rendszerek megismerésében. A
legfontosabb modszereket az alabbiakban foglaljuk 6ssze:

A vizsgalt folyamatot érinté mutaciok izolalasa

Minden mutans gén felfedi a vizsgalt folyamat egy komponensét, és az egyiitte-
stiik pedig megmutatja, hogy mely fehérjék vesznek részt az adott folyamatban.
A vad tipus és mutansok kontrollalt keresztezésébdl szarmaz6 utédok
analizise

Ezzel a mddszerrel azonosithatjuk a géneket, meghatarozhatjuk kromosz6ma-
lis elhelyezkedéstiket, és az 6rokl6dési mintazatokat.

A sejt biokémiai folyamatainak genetikai analizise

Az élet alapvet6en kémiai reakciok 0sszessége. Evvel a modszerrel arra keres-
stik a valaszt, hogy miként befolyasolja a sejt milikodését egy adott génmutacio,
és ebbdl az informaciobol kovetkeztetlink a gén eredeti funkcidjara.
Mikroszkopos eszk6zok

Ezzel a mddszerrel vizsgalhaté a kromoszémak szerkezete. Az Gjabb technikak-
kal megjelolhet6k a gének vagy azok termékei, ezaltal mennyiségiik, sejtbeli lo-
kalizaciojuk mikroszkdppal vizualizalhaté.

A DNS direkt vizsgalata

A molekularis szintli vizsgalatok nagy részéhez sziikséges, hogy a vizsgaland6
DNS-szakasz nagy mennyiségben rendelkezésre alljon. A rekombindans DNS-
technolégia (génklonozas) eszkoztarat széles korben alkalmazzak DNS-mole-
kulak felszaporitasara. Ez esetben in vivo (él6 szervezetben, baktériumokban)
torténik az adott DNS-fragment felszaporitasa. Bizonyos korlatozasokkal hasz-
nalhaté DNS-sokszorositasra a polimeraz lancreakcié (PCR, polimerase chain
reaction), amely in vitro (é16 szervezetet nem igényld, kémcsében zajld) modszer.
A gén analizisének fontos pontja a DNS szekvencia meghatarozasa. A DNS szek-
venciajanak analizisét szamos él6lény esetében a teljes genomra kiterjesztették.
Ezzel Uj tertilet jott 1étre a genetikan beliil, a genomika, mely teljes genomok
strukturajat, funkcidjat, evoluciodjat vizsgalja. Az 6sszehasonlité genomika kii-
16nb6z6 fajok teljes genomjanak 6sszehasonlitasaval foglalkozik. A genomika
tertiletéhez szorosan kapcsolodik a bioinformatika, hiszen ilyen nagy mennyi-
ségli adat tarolasa és elemzése komputeres eszk6zok nélkiil elképzelhetetlen.
Probak alkalmazasa

A genetika tertiletének legfontosabb makromolekulait (DNS, RNS, fehérjék) spe-
cifikus jelolékkel, un. probakkal lehet vizualizalni. Ezek a prébak specifikus kol-
csonhatas révén csak a keresett makromolekuldahoz kétédnek a vizsgalt biol6-
giai mintaban. A probakat valamilyen médon megjeldlik (példaul radioaktiv ato-
mok vagy fluoreszcens részek beépitésével), hogy a szamunkra fontos molekula
konnyen észlelhetévé valjon.
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1.4. Genetikai modellszervezetek

»Ami igaz a coliban, igaz az elefantban” - jelentette ki Jacques Monod, Nobel-dijas tu-
dos, az operonelmélet leiréja.

Bar ez a megallapitas csak részben allja meg a helyét, jol kifejezi azt, hogy az él6
szervezetek miikodése, f6leg molekularis szinten, sok hasonlésagot mutat. Mivel tech-
nikai vagy etikai ok folytan szamos él61ény nem vizsgalhato, a genetikai (és molekularis
biolégiai, biokémiai) ismereteink nagy része viszonylag kisszamu modellszervezet ta-
nulmanyozasabdl szarmazik. A modellszervezetek altal feltart mechanizmusok zéme
altalanos, azaz érvényes a rokon fajok nagy csoportjara. Egyetlen szervezetben nem
vizsgalhato minden biolégiai kérdés, ezért van sziikség tobb, az egyes nagyobb taxond-
miai csoportokat képviseld modellszervezetre. ElI6nyos, ha a valasztott él61ény kis test-
méretl, konnyen fenntarthatd, rovid a generacios ideje, sok utédot hoz létre és a kont-
rollalt keresztezések konnyen kivitelezhet6ek. Ezen okok miatt az eml6sok genetikaja-
nak tanulmanyozasara elényo6sebb az egér, mint példaul az elefant.

A tudomanytorténet elsd genetikai modellszervezete a Mendel altal tanulmanyo-
zott veteményborso (Pisum sativum). Segitségével Mendel az él6vilag nagy részére al-
talanosan érvényes orokl6dési szabalyszerliségeket tart fel.

Tovabbi genetikai modellszervezetek
e Virusok (és ezek egy csoportja, a bakteriofagok)
Vizsgalatukbol szarmazik a DNS fizikai és kémiai szerkezetére vonatkozé isme-
reteink nagy része, tovabba a DNS replikacié és a mutacié képzddés alapvetd
mechanizmusainak feltarasa.
e Prokariotak
Ezek egysejtes szervez6désli haploid életformak. A legfontosabb modell a cso-
portban az Escherichia coli baktérium.
e Eukariéotak
ElesztSk (Saccharomyces cerevisiae)
Fonalas gombak (Neurospora crassa)
A baktériumok, élesztdk, fonalas gombak fontossaga viszonylag egyszert,
konnyen tanulmanyozhat6 biokémiai rendszeriik miatt kiemelkedd a gene-
tikaban.
Soksejtli szervezetek. Bizonyos folyamatok (a sejtek, szovetek, szervek dif-
ferencidlddasa, a testrészek kialakulasa) csak e modellszervezeteken tanul-
manyozhatdak. Legfontosabb soksejtli eukariota modellszervezetek az alab-
biak:
Ludf( (Arabidopsis thaliana)
Ecetmuslica (Drosophila melanogaster)
Laboratoriumi fonalféreg (Caenorhabditis elegans)
Zebradanid (Danio rerio)
Egér (Mus musculus)
Alegfontosabb genetikai modellszervezetek teljes genom szekvencidja ismert.
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1.2. dbra: Genetikai modellszervezetek (felsé sor balrdl jobbra: fdgok, kukorica,
laboratdriumi fonalféreg, zebraddnid; alsé sor: baktériumok, egér, muslica, ludfil).

1.5. A gének és a kornyezet, geno- és fenotipus

Hogy kiilonbséget tehesstlink az 6roklédé gének és a fejlédés soran létrejovo sajatsagok
kozott, a kutatok megalkottak a genotipus és a fenotipus fogalmat. A genotipus leirja
a gének 6sszességét, amit egy egyed 6rokolt, mig a fenotipus leirja az egyed morfolégi-
allando6 az élet folyaman, mig a fenotipusok legnagyobb része valtozik. Ha két egyed
génjei megegyeznek, azonos genotipusuk van, ha a megjelenésiik egyezik meg, azonos
fenotipusroél beszéliink. A gyakorlatban altaldban részleges fenotipikus leirassal foglal-
kozunk (példaul a szem szinének leirasaval), és nem az egyed 0sszes génjérdl beszé-
liink, hanem annak egy géncsoportjarél (példaul a szem pigmentjeit kialakit6 gének-
rél). Amikor geno- vagy fenotipust emlitiink, dltaldban mindig csak részleges geno- és
fenotipust kell ezen érteni, ami csak az éppen vizsgalt néhany jelleget vagy gént fog-
lalja magaban.

Dontben a gének szabjak meg azt, hogyan nézzen ki egy adott é161ény. Ez a geneti-
kai determinaltsag. A sziil6k az ivarsejtjeikben tovabb adjak az utédaiknak azokat a
specidlis ismereteket, amelyek segitségével a kornyezet anyagaibol hozzajuk hasonld
él6lényeket hozhatnak létre. A ,specialis ismeretek” gének formajaban vannak jelen a
megtermékenyitett petében. A gének és a petesejt egyiittes informacidi alapjan alakul
ki a faj egy egyede. Nincs olyan kérnyezet, melyben egy oroszlan 16 utédokat hozna
létre. Az erd6ben, ugyanazon kérnyezetben, a makk mindig tolgyfava, a mohaspéra pe-
dig mohava fejlédik. A genetikai program gy képzelhet6 el, mint egy tervrajz. Anal6-
giaként mondhatjuk, hogy ugyanazon épitéanyagokbdl kiilonb6z6 tervrajz alapjan
mas-mas épiilet épithetd. Tehat a gének okozzak és tartjak fenn a kiilonbséget a fajok
kozott, és a fajon belill az egyedek kozott. Azonos kornyezeti hatasok mellett A terv
(genotipus) alapjan A él6lény, B terv (genotipus) alapjan pedig B él61ény fejlédik.

A gének azonban nem 6nmagukban hatarozzak meg egy szervezet miikodését, a
kornyezetnek is jelentds szerepe van ebben. Elméletileg két azonos genotipusu egyed
fejlédhet kiillonb6zéképpen eltérd kornyezetben, illetve két eltéré genotipus fejlédhet
azonos modon is a kdrnyezettol fliggéen. A valdsagban az egyedek altalaban sem gén-
jeikben, sem kornyezetiikben nem egyeznek teljes mértékben.
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1. példa

A muslica szemének fejl6dését a genotipus mellett a kdrnyezet is jelentésen befolya-
solja. A vad tipusu legyek 6sszetett szemét alkoté facettak szdma a tartasi h6mérséklet
fliggvényében (15 és 30 °C kozott) 1000-700 kozott valtozik (1.3. abra). Ha megvizsga-
lunk két szemmeéret mutanst, melyek szeme az alacsonyabb facettaszam miatt kisebb,
tehat ugynevezett résszemiek (ezeket infrabar és ultrabar mutansoknak nevezték el),
akkor azt tapasztaljuk, hogy az infrabar genotipus esetén a facettaszam 180-280 ko-
z0Ott, az ultrabar genotipusnal pedig 190-60 kozott valtozik a h6mérseéklet fliggvényé-
ben (1.3. abra).
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1.3. dbra: A vad tipusu és két szemméret mutdns muslica reakcionormdja

A genotipus, a kdrnyezet és a fenotipus 6sszefliggéseit grafikusan abrazolva kapjuk
areakcionormat.

A fenti példaban a vad tipusu muslicak reakcionormaja minden vizsgalt hOmérsék-
leten (azaz Kkornyezetben) eltér a mutansok reakcibnormajatél, vagyis a
reakconormak nem atfeddéek. Ugyanakkor, van olyan kérnyezet (16 °C), melyben a
két mutans ugyanugy fejlédik, tehat az infrabar és ultrabar mutansok reakciénormaja
atfedd. Ebbdl kovetkezik, hogy genotipust a fenotipussal azonositani csak jol defi-
nialt kornyezetben lehet. A genetikai vizsgalatokban lehet8ség szerint kertilni kell az
atfed6 reakcionormaval rendelkezd mutansok alkalmazasat. E16nydsebb a nem atfedd
reakcionormaval rendelkez6 torzsek vizsgalata, mert esetlikben a fenotipusbdl egyér-
telmien kovetkezik a genotipus.
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2. példa

A kozonséges cickafark (Achillea millefolium) névényen vizsgaltak az egyes genotipu-
sok reakcionormait. Hét kiilonb6z6 genotipust névényt dugvanyozassal szaporitottak
(Iényegében klonoztak, igy a genotipusuk biztosan azonos), és minden genotipust ha-
romféle kornyezetben (harom kiilonb6z6 tengerszint feletti magassagban) neveltek. A
novények magassagat vizsgaltak mint fenotipust. A hét genotipus reakcionormai nagy-
mértékben atfedtek. Ez a kisérlet is alatdmasztja, hogy a természetben a reakciénor-
mak a leggyakrabban atfeddk, illetve példazza, hogy a genotipust csak szigoruian kortiil-
irt kdrnyezetben lehet a fenotipussal azonositani.

1.5.1. A fejlodési zaj

Lathattuk, hogy a tulajdonsagok a gének tervrajza alapjan, de a kérnyezettel kdlcson-
hatasban bonyolult egyedi fejlédéstorténet soran alakulnak ki. Ebben némi szerep még
a véletlennek is jut. Ezt a véletlenszeri hatast fejlddési zajnak nevezziik. Példa erre az,
hogy a vad Drosophila két szemében is lehet kisebb eltérés a facettdk szdmaban, holott
azonos a genotipus és azonos a kornyezet.
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2. Egygénes oroklodés

Egy gén felfedezése mérfoldkdnek szamit a biolégiai folyamatok vizsgalataban. A gén
(gének) azonositasat kovetéen tovabbi kutatasok soran felderithetd, hogy pontosan
mely lépésben és hogyan vesz részt az adott gén egy adott tulajdonsag kialakitdsaban.
A génazonositas egyik leggyakoribb modja az egygénes 6rokl6dési mintazat azonosi-
tasa. Ebben a fejezetben ezzel az 6roklédési mintazattal foglalkozunk. Az ilyen 6rokls-
dési mintazat viszonylag egyszeriien detektalhat6 meghatarozott médon kivitelezett
kontrollalt keresztezésekkel. Az analizisben kézponti szerepiik van a mutansoknak,
vagyis az olyan egyedeknek, melyek a vizsgalat targyat képezo6 tulajdonsadg normalis
formajatdl eltérést mutatnak. Egy tulajdonsag normalis formajat vad tipusnak nevez-
zUk (ez a ,vadonban”, vagyis a természetben fellelhet6 egyedek leggyakoribb megjele-
nési formaja). A genetikai analizis Utja a kovetkezd: 1) a vizsgalt tulajdonsag tekinteté-
ben vad tipusu egyedet (példaul piros viragi névényt) parositanak a faj olyan egyedé-
vel, mely e tulajdonsagban mutans megjelenési format mutat (példaul piros helyett fe-
hér viragn); 2) e keresztezés utddait egymas kozott parositjak; 3) a masodik parositas
utodai kozott megallapitjak a vizsgalt tulajdonsag két megjelenési formajat mutaté (eb-
ben a példaban piros és fehér viragt) egyedek aranyat. Meghatarozott arany (errdél ké-
s6bb lesz sz0) esetén megallapithat6 az egygénes 6roklédés. Ez esetben a vad tulajdon-
sag egy gén vad tipust formaja altal meghatarozott, a mutans tulajdonsag pedig ugyan-
ezen génnek egy masik formaja altal, melyben az adott gén teriiletén egy mutacids ese-
mény folytdn megvaltozott a DNS-szekvencia. E gén mutans valtozata tehat lehetévé
tette, hogy a vizsgalt tulajdonsag (itt a viragszin) kialakitasaban részt vevd egyetlen
gént azonositsunk. Mas széval egy mutans génvaltozat rairanyitja a figyelmet egy bio-
l6giai folyamat hatterében all6 elemre, azaz egy génre. Tovabbi - példaul a viragszint
tekintve a vad tipustdl eltérd megjelenésii - mutansok analizisével szamos tovabbi ,vi-
ragszin-gén” azonosithat6 hasonl6 genetikai boncolassal.

Minden génazonositasi munka kiindulasi lépése az adott kutatas kézéppontjaban
allo biolégiai folyamatban érintett mutansok megtalalasa, izolalasa. Ezt nevezik a kuta-
tok a mutanspark létrehozasanak. Ez leggyakrabban vizualis sziiréssel (screening)
torténik egy adott faj egyedeinek nagyszamu csoportjabol. Egy tulajdonsag kialakulasa
(példaul egy novényben a virag fejlédése) sokféleképpen megvaltozhat. Minél tobbféle
rendellenesen fejl6dé mutanst sikertl talalni egy vizsgalat soran, annal tobb, a vizsgalt
folyamat hatterében all6 gént azonosithatunk.

Az egygénes 0roklédésre vonatkozd ismeretek alkalmazasa nemcsak az alapkuta-
tasokban, hanem az alkalmazott genetikai kutatasokban is nagy szerepet kap. Példaul
szamos emberi betegség hatterében egyetlen gén mutdns valtozata all. Az egygénes
oroklodési mintazat felismerése csaladfaanalizissel torténik, tovabbi munkaval mole-
kularis szinten azonosithat6 a gén, szerepének pontos megismerése pedig elvezethet
Uj terdpias eszkozok kidolgozasahoz. A mezdégazdasagi agazatokban szintén fontos az
egygénes oroklddésre vonatkozo ismeretek alkalmazasa. Példaul gyakran el6fordul,
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hogy egyetlen gén megvaltozasa jobb taplalkozastani tulajdonsagok, vagy a betegsé-
gekkel szembeni nagyobb ellenalloképesség kialakulasahoz vezet. llyen el6nyds muta-
ciokat sok esetben felhasznalnak a termesztett névényfajtak és a tenyésztett allatfajtak
nemesitése soran.

Az egygénes 0roklédés szabalyszerliségeit Gregor Mendel tarta fel az 1860-as évek-
ben. Mendel Agoston-rendi szerzetes volt a morvaorszagi (ma a Cseh Koztarsasag te-
riilete) Briinn (Brno) varosaban. A kolostor kertjében végezte kisérleteit vetemény-
bors6 novényekkel. A mendeli analizis a mai napig alkalmazott kisérleti megkdozelités
prototipusanak tekinthetd. Mendel munkassaganak zsenialis vonasa, hogy ugy végzett
genetikai analiziseket, hogy nem ismerte a gének molekularis természetét, nem tudta,
hogy a gének hogyan befolyasoljak az egyes tulajdonsagok kialakulasat, hogyan ad4d-
nak at sejtrdl sejtre. Ma mar tudjuk, hogy a gének nagy része fehérjéken keresztiil végzi
feladatat. Azt is tudjuk, hogy a gének a kromoszémak részei, melyek precizen masoléd-
nak és adddnak at az utddsejtekbe. Ahhoz, hogy az egygénes 6roklédés alapjait meg-
értsiik, el6szor tekintsiik at Mendel erre vonatkoz6 munkassagat, majd pedig a gének
és a kromoszémak viszonyara vonatkoz6 mai ismereteket.

2.1. Mendel elso torvénye: egyenlo szegregacio

Mendel a kisérleteihez Pisum sativum (veteménybors6) novényeket hasznalt. Prakti-
kus valasztas volt ez a részérdl, hiszen ez a ndvény viszonylag kdnnyen szaporithatd,
és sokféle valtozatat be lehetett szerezni a kertészetekbdl. Ezek a valtozatok szolgaltat-
tak a mutansparkot a genetikai vizsgalatokhoz. Fontos kiemelni, hogy Mendelt nem a
borséndvény meghatarozott tulajdonsagai érdekelték, nem végzett genetikai bonco-
last, hanem egy sokkal altalanosabb kérdést tett fel, nevezetesen azt, hogy milyen sza-
balyszeriiségek szerint jutnak at generaciordl generaciora az egyes tulajdonsagokat
meghatarozo6 6roklédési faktorok.

Mendel hét tulajdonsag 6rokl6dését vizsgalta. Minden egyes tulajdonsag esetében
két, egymastdl jol megkiilonboztethetd format szerzett be (lasd ezeket zarojelben az
alabbi felsoroldsban). Ma ugy mondjuk, hogy minden egyes tulajdonsag esetében két-
két fenotipust vizsgalt. A Mendel altal vizsgalt sajatsagok:
borsoszem szine (sarga vagy zold)
borsészem alakja (sima vagy rancos)
hiively szine (sarga vagy zold)
hiively alakja (felfajt vagy becsipett)
virag szine (lila vagy fehér)
novény magassaga (magas vagy alacsony)
viragos hajtas elhelyezkedése (axialis vagy terminalis)

Nous W=

Mendel kisérleteihez tiszta vonalakat hasznalt. Ez azt jelenti, hogy a széban forg6
fenotipus tekintetében az adott vonal egyedeinek utodai ugyanazt a fenotipust mutatjak,
elmeéletileg végtelen szamu generacidn keresztiil. Példaul a sarga szemi vonal esetében
az utédok sok-sok generacion keresztiil mindig sarga szem( magvakat hoznak.
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A borsdéval végzett kontrollalt keresztezések meglehetdsen nagy munkaval jarnak.
A novény himnds virdgokkal rendelkezik (Pillang6sviraguak csaladja), igy két tiszta vo-
nal keresztezése gy kivitelezhetd, hogy az egyik novény viragaibol a portokokat még
pollenérés elott el kell tavolitani (ez lesz az anya a keresztezésben), majd a masik no-
vény (apa a keresztezésben) pollenjeit finom ecsettel at kell helyezni az el6z6 novény
bibéjére. Onmegtermékenyitéshez pedig egyszeriien hagyni kell a polleneket egy vira-
gon belill a sajat bibére szérodni.

Mendel mind a hét tulajdonsagparra vonatkozdan elvégzett egy tobb generacids ke-
resztezési sort, az alabbiak szerint:

» egy tulajdonsagban két eltéro fenotipusu tiszta vonalat keresztezett egymassal; ezt
sziil6i generacionak nevezte (P, parental=sziild); a keresztezést mindkét iranyba el-
végezte, vagyis egyik esetben az egyik, masik esetben a masik fenotipusd névényt
valasztotta anyanak

» megvizsgalta az utédok fenotipusat a vizsgalt jelleg tekintetében; az els6 utédnem-
zedéket F1-nek (F, filial=utdd) nevezte el

» az F1 nemzedék egyedeit onmegtermékenyitéssel tovabb szaporitotta

» megvizsgalta a kovetkez6 generacio, azaz az F2 utédok fenotipusat

A keresztezések eredményeit a 2.1. tablazat foglalja 6ssze, egy konkrét keresztezést
pedig a 2.1. dbra szemléltet.

2.1. tabldzat: Hét tulajdonsdgpdr ordklédési mintdzata Mendel kisérleteiben

F2 fenotipus

Sziil6i fenotipusok F1 F2 .
arany
1. sarga x z6ld szem mind sarga 6022 sarga; 2001 zold 301:1
2.sima x rancos szem mind sima 5474 sima; 1850 rancos 2,96:1
3. zold x sarga hiively mind zold 428 z6ld; 152 sarga 282:1
4. felfujt x becsipett hiively mind felfajt 882 felfujt; 299 becsipett 295:1
5.lila x fehér sziromlevél mind lila 705 lila; 224 fehér 3,15:1
6. magas x alacsony szar mind 787 magas; 277 alacsony 2,84:1

magas
7. axialis x terminalis mind 651 axialis; 207
< "y 3,14:1
viragos hajtas axialis terminalis

A reciprok keresztezésekbdl szarmazé F1 utédok mindig ugyanazt az eredményt
adtak, tehat fliggetleniil a keresztezés iranyatol, az dsszes vizsgalt jelleg tekintetében
az F1 generacio minden tagja az egyik sziil6 fenotipusat mutatta (példaul sarga mag-
szint). Az F1 6nmegtermékenyitésébdl szarmazé F2 generdciéban mindkét sziil6i
fenotipus megjelent: 34 aranyban az egyik (amelyik fenotipust az F1 6sszes egyede mu-
tatta, példaul sarga magszin) és % aranyban a masik (amelyik fenotipus az F1 genera-
cibban nem mutatkozott, példaul zold magszin). Az a sziil6i fenotipus, amelyik eltiint
az F1-ben, Gjra megjelent az F2-ben, ami arra utal, hogy e fenotipus kialakitasaért fele-
16s genetikai elem jelen volt, de nem fejez6dott ki az F1 egyedekben.

© Deak Veronika, BME www.interkonyv.hu

www.interkonyv.hu © Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

22 Altaldnos genetika
P tisztan tenyészo kereszt megtermékenyités tisztan tenyészo
sarga (reciprok keresztezés) zold

F,

F, sarga O O F, sargaxzold (&)
onmegter- F : 5 g = :
mékenyités novesztés novesztés kereszt novesztés

megtermékenyités

Y

B K

F, 1:1 (sarga:zold)

Osszesen: Q21 @7 Osszesen: O11 Q@11

2.1. dbra: A sdrga és zold magszin oroklodésének szemléltetése

www.interkonyv.hu © Deédk Veronika, BME

www.interkonyv.hu

© Typotex Kiado

© Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

2. Egygénes 6réklbdés 23

Mendel tovabb vizsgalta az F2 egyedeket is 6nmegtermékenyitéssel. Azt tapasz-
talta, hogy az F2-ben % ardnyban megjelend egyedek (példaul a z61d magviak) tisztan
tenyésztek (tehat a kovetkezd generaciokban is zold magot hoztak). Az F2-ben 3%
aranyban megjelen6 egyedek (példaul a sarga magvuaak) viszont kétféleképpen visel-
kedtek: 1/3-uk tisztan tenyészett (a kovetkezd generadciokban is sarga magot hozott),
2/3-uk pedig - az F1 egyedekhez hasonléan - 3:1 aranyban hoztak utédokat (3/4 sarga,
Y z0ld mag).

Tovabbi informativ keresztezés az volt, amikor Mendel az F1 egyedeket keresztezte
azzal a tiszta vonalu sziilvel, melynek fenotipusa eltlint az F1-ben, majd Gjra megjelent
az F2-ben (példaul a zold mag). Ekkor az utédok 1:1 aranyban mutattak a kétféle
fenotipust (1/2 sarga : %2 z6ld magszind lett) (2.1. abra).

A fentiekben bemutatott 3:1 és 1:1 arany altalanosnak bizonyult, a magszinen kiviil
az 0sszes tobbi, Mendel altal vizsgalt tulajdonsagpar esetén érvényesiilt. Nem tualzas
kijelenteni, hogy a genetika tudomanyanak sziiletése annak volt kdszonhetd, hogy
Mendel tokéletesen atgondoltan végezte a munkajat, precizen feljegyezte az eredmé-
nyeit, felismerte a szamaranyok fontossagat, megismételte a kisérleteket, brilidns mo-
don segitségiil hivta az eredményei értelmezéséhez a matematikat, és modellt épitett.
Modellje helytallonak bizonyult, mert tokéletesen alatdmasztotta és el6rejelezte a ki-
sérletes eredményeket.

Mendel 6roklédésre vonatkoz6é modellje mai terminol6giaval megfogalmazva az
alabbi megallapitasokat foglalja magaba:

1. Egy oroklédési faktor, azaz gén sziikséges egy tulajdonsag kialakitdsahoz.

2. Minden novényegyed két példanyat tartalmazza ennek a génnek, azaz az egye-

dekben minden gén parban van jelen.

3. Egy gén két formajat az adott gén alléljainak nevezziik; a magszin génjének
egyik alléljat Y-nal jeloljiik (a yellow = sarga angol kifejezés kezd6bet(ijébdl), ez
az allél all a sadrga magszin hatterében, a masik allélt pedig y-nal jel6ljiik, ez fe-
lel6s a z6ld magszin kialakitasaért.

4. Egynovény barmely kombinaciéban hordozhatja egy gén két alléljat, azaz lehet:
Y/Y,y/y, Y/y (a / jeljeldli, hogy az altala elvalasztott allélok egy gén valtozatai).

5. A Y/y novények fenotipusa megmutatja azt, hogy melyik génvaltozat dominal
(erdsebb, uralkodik a masik felett). Mivel a Y/y n6vények fenotipusa sarga mag-
szin, ezért a Y a dominans allél, és y a recessziv allél.

6. A génpar tagjai a meidzis soran szétvalva jutnak a gamétakba: a gamétak egyik
fele a génpar egyik tagjat, masik fele a génpar masik tagjat hordozza. Ez Mendel
elsé torvénye, melyet az egyenld szegregacio torvényeként is ismeriink.

Az ivarsejtek tehat minden génnek csak egy alléljat tartalmazzak.
8. Megtermékenyitéskor a gamétak véletlenszerlien fuzionalnak, fliggetlentil attol,
hogy mely allélokat hordozzak.

~

A tovabbiak megértéséhez meg kell ismerkedniink az alabbi fogalmakkal is:
Zigoéta: a him és a néi ivarsejt 6sszeolvadasabol keletkez6 elsd sejt, amelybdl a tobb-
sejtll egyed kifejlédik.

Homozigdta egy génparra nézve az az egyed, amely az adott gén ugyanazon két alléljat
tartalmazza.

Heterozigota egy génparra nézve az az egyed, amely egy gén két kiilonboz6 alléljat
hordozza (egy génben heterozigdta egyedre hasznalatos még a monohibrid kifejezés,
illetve két gén tekintetében heterozigdta egyedre a dihibrid kifejezés).
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24 Altaldnos genetika

Egy egyed lehet homozigéta dominans (példaul Y/Y), heterozigdta (példaul Y/y),
vagy homozigoéta recessziv (példaul y/y). A fenotipus alapjaul szolgal6 allélkombina-
ciét genotipusnak nevezziik (tehat Y/Y, Y/y, y/y genotipusok).

A 2.2 dbra bemutatja, hogy Mendel egyenld szegregaciéra vonatkoz6 térvénye mi-
ként magyarazza a fent ismertetett szamaranyokat. A sziildi tiszta vonalak homozigo6-
tak: egyik szlld Y/Y genotipusd, ami sarga magszin fenotipussal parosul, a masik sziilé
y/y genotipust, ami z6ld magszint hataroz meg. Ezen vonalak egyike csak Y, masika
csak y allélt tartalmazé gamétakat hoz létre (ezért tenyésznek tisztan). Ha e két vonalat
keresztezik egymassal, akkor az F1 utédgeneracié minden tagja heterozigéta (Y/y). Mi-
vel Y a dominans allél], ezért minden F1 egyed sarga szinli magokat terem. Az F1 egye-
dek 6nmegtermékenyitése (jelen esetben egymas kozti keresztezése is) Y/y x Y/y ke-
resztezést jelent (ez egy monohibrid keresztezés). A Y/y genotipusu egyedek
gamétaképzése soran (a borso kétivaru viragaban him és ndivard gamétak egyarant
keletkeznek) a Y és y allélok egyenl6en szegregalnak, azaz a gamétak egyik fele Y, masik
fele y allélt tartalmaz. A him és n6i gamétak random talalkoznak. Ennek megfelelen az
F2 generacioban keletkezd geno- és fenotipusok a kévetkezdk lesznek: ¥4 Y/Y - homo-
zigbta domindns, tisztan tenyész6 sarga magvu; 2/4 Y/y - heterozigéta, sarga magvuy;
¥ - homozigo6ta recessziv, tisztan tenyészo6 zold magvu. Lathatjuk, hogy a 3:1 fenotipus
aranyhoz 1:2:1 genotipus arany tarsul.

Mendel eredményei Mendel magyarazata

tisztan teny€sz0 tisztan tenyészo
sarga zold

P Q X (:} P Y'Y x

| |
O

egyenld szegregéacio

yly
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Onmegter-
mékenyités

x O

keresztezés
A . X yly
tiszta vonalu 4c
z6lddel l
mind y
3 Yy
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2.2. dbra: Egy tulajdonsdgpdr éroklodése és magyardzata
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2. Egygénes 6réklbdés 25

[tt vezesslik be a Y/- (,nagy ipszilon per valami”) genetikai jel6lést, melyben a ko-
téjel barmelyik allél lehet. Ennek a jelolésnek azért van jelent6sége, mert a dominans Y
allél, a masik alléltol fliggetlentil, egységesen sarga fenotipushoz vezet. A monohibrid
keresztezésbdl szarmazoé szamarany tehat kétféleképpen is felirhaté:

o WY/Y 2/4Y/y Yay/y
vagy

e %Y/ Yay/y

Megjegyezziik, hogy az allélok egyenld szegregacidja ugyan csak a heterozigota
egyedek gamétaképzésekor detektalhatd, de természetesen a homozigota egyedekben
is érvényes (12 Y: 12 Y, illetve Y2 y: Y2 y).

Az eddigiek alapjan az is megérthetd, hogy az F1 Y/y heterozigota (sarga magvu) és
a tiszta vonalu y/y (z6ld magvi) novények keresztezésébdl miért és hogyan keletkez-
nek 1:1 aranyban sarga magvu (Y/y), illetve z61d magvu (y/y) utédok (2.2. dbra). Mivel
ay/y szil6 csak y allélt hordoz6 gamétakat képez, ezért az utddok geno- és fenotipusat
az hatarozza meg, hogy a masik, a Y/y heterozigota sziil6 fel6l melyik allélt kapja. Meg-
felel6en nagyszamu utéd esetén a Y/y és a y/y genotipusok az utédpopulaciéban koze-
litenek az 1:1 aranyhoz.

Fontos hangsulyozni, hogy Mendel a fenti munkajaval nem a borsé bizonyos tulaj-
donsagainak genetikai hatterére volt els6sorban kivancsi, mégis azonositott egy olyan
gént, amely a borsoszem szinéért felel (ez az Y gén), valamint a tobbi jelleg tekintetében
tovabbi géneket is. Ez a példa tokéletes volt arra, hogy lassuk: egy biologiai sajatsag
kialakitasanak hatterében all6 gén(ek) azonositasaban az egygénes 6roklédés szaba-
lyainak ismerete, és az egygénes 6rokl6dés tényének felismerése igen jelentds egy ke-
resztezeési kisérletsorban.

Mendel munkassagaval megel6zte a korat, eredményeit koranak tudostarsadalma
nem értette. Az altala leirt szabalyszeriliségeket 1900-ban egymastol fiiggetleniil tjra
publikalta harom kutaté, Carl Correns, Hugo de Vries és Erich von Tschermak. A tu-
domanytorténet ezeket a munkakat Mendel téorvényeinek ujrafelfedezéseként tartja
szamon. Rovid id6n beliil szamos él61ényen tesztelték, és talaltak érvényesnek Mendel
oroklédésre vonatkozé torvényeit.

Ma mar tudjuk, hogy az egyenld szegregacio torvénye a kromoszémak meidzisban

TV

16dés kromoszdémalis alapjait.

2.2. Gének és kromoszomak

Ebben a fejezetben a kés6bbiek megértéséhez sziikséges fogalmakkal ismerkediink meg.
nevezziik. Eukaridta szervezetekben a DNS dont6 része a sejtmagban helyezkedik el.
Ez a sejtmagi DNS meghatarozott egységekre osztott, s ezek az egységek alkotjak a kro-
moszomakat. Az egy fajba tartoz6 szervezetekre meghatarozott szamu és megjelenési
kromoszdomak jellemz6k. A legtobb allat és novényfaj diploid (jele: 2n), ami azt jelenti,
hogy testi sejtjeik két komplett génkészlettel, és ennek megfelel6en két azonos kromo-
szoma szettel rendelkeznek. Az ivarsejtekre egyszeres, haploid (jele: n) kromoszoma
készlet jellemzd. Embernél n=23, és 2n=46.
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26 Altaldnos genetika

Egy él61ény haploid genomjanak bazisparokban (bp) kifejezett mérete a C-érték. A
human genom C-értéke: 3,3x109 bp. Altalanossagban igaz, hogy a nagyobb rendszer-
tani csoportok koézott a komplexitasnak megfeleléen valtozik a minimalis haploid ge-
nom mérete (minél komplexebb a csoport, annal nagyobb a genom mérete). Ki kell
azonban emelni, hogy egyes taxondmiai csoporton beliil - latsz6lag indokolatlanul - tul
nagy az egyes fajok genomméretének a kiilonbsége. Ezt a jelenséget illetik a C-érték
paradoxon kifejezéssel. A méretbeli eltérések egyrészt bizonyos genomrészek meny-
nyiségi kiilonbségeibdl fakadnak (ezek: intergénikus (gének kozotti) szakaszok, a gé-
nekben taladlhat6 nem kédolé szakaszok (intronok), mozgo6 genetikai elemek), tovabbi
oka lehet a poliploidia (t6bbszoros genomkészlet).

A diploid él6lények sejtmagjaban 1év4 azonos megjelenésli kromoszéma-parok tag-
jait homolog kromoszomaknak, vagy egyszertien homoldgoknak nevezziik. A homo-
16g kromoszémak azonosak abban a tekintetben, hogy ugyanazokat a géneket tartal-
mazzak ugyanolyan elrendezédésben, de a DNS-szekvencidjuk nem teljesen azonos, s
a koztik 1évd eltérések adjak az egy fajon belil fellelhet6 genetikai variaciét.
Diploidokban tehat minden gén parban talalhaté. Fontos megjegyezni, hogy a testi sej-
tekben a homoldg parok fizikailag nem allnak parba, hanem a sejtmagon beliil megha-
tarozott, nem feltétleniil egymashoz kozeli territériumot foglalnak el (2.3. dbra).

2.3. dbra: Interfdzisos kromoszémdk dltal elfoglalt territériumok csirke diploid
sejtmagban (az egyes homologokat eltéré fluoreszcens festés jeldli)

A haploid eukaridta szervezetek (példaul gombak, algak) sejtmagja egy
kromoszdmaszettet tartalmaz. A haploidok fontos szerepet toltottek és toltenek be a
genetikai kutatasokban mint modellszervezetek, hiszen genetikai vizsgalatuk egysze-
riibb, mint a diploid szervezeteké.

Minden kromoszoma egy DNS molekulabdél all (kivéve a sejtosztédast megel6z6
megkettdzddott allapotot). Ha a sejtmagi teljes DNS-t agardz gélelektroforézissel ana-
lizaljuk, a savok szama megfelel a haploid kromoszémaszamnak (a homolég parok
DNS-e azonos méretiiknél fogva egy savként jelenik meg). A sejtmagban 1év6 DNS-mo-
lekulak hossza nagysagrendekkel meghaladja a kromoszémak méretét. Az ember 23
kromoszémajat alkoté DNS hossza 6sszesen nagyjabol 1 m (!) hosszusagu. A DNS tehat
tomoren csomagolt allapotban van jelen a kromoszémakban (2.4. abra). A csomagolt
szerkezet kialakitasaban a DNS mellett bazikus oldallancokkal rendelkezé hiszton fe-
hérjek vesznek részt. A hisztonok tébb bazikus oldallanci aminosavat (arginint, lizint,
hisztidint) tartalmaznak, és a pozitiv téltéseknek koszonhetéen elektrosztatikus kol-
csonhatas johet létre a negativ toltésekkel rendelkezd (foszfat csoportok) DNS-mole-
kulaval. A hiszton fehérjék a leginkabb konzervalt (hasonl6 aminosavsorrenddel ren-
delkez0) fehérjék kozé tartoznak, tavoli rokon fajokban is csak csekély eltéréseket mu-
tatnak, hosszisdguk 100 aminosav koriili. A tomoriilés legkisebb egysége a nukleo-
sz0ma, mely hiszton-oktamer (8 hiszton fehérje) koré csavarodott DNS-szakasz.
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1 nukleoszémara 160 bp jut, a DNS kettds hélix két fordulatot tesz a hiszton oktamer
koril, a nukleoszéma atmérdje 10 nm. A nukleoszomak tovabbi, tébbszintd
csavarulasa alakitja ki a kromatint, a kromoszomak anyagat. A nukleoszomakat a (kb.
200 aminosav hossz) H1 nev( hiszton kapcsolja 6ssze 30 nm-es szolenoid tekerccsé,
melyben csavarulatonként hat nukleoszéma helyezkedik el. A 30 nm atmérdjd
szolenoid hurkokat alakit ki egy kozponti fehérje vazhoz (scaffold, vagy magyar atirat-
ban szkaffold) kapcsolodva. A scaffold szerkezete kevésbé ismert, a topoizomerazlII és
mas, un. nemhiszton fehérjékbdl épiil fel. A SAR (= scaffold attachment region) sza-
kaszok azok a részek a DNS mentén, melyek a scaffoldhoz kapcsolédasban vesznek
részt. Két SAR kozotti szakasz nagysagrendileg és nagy altalanossagban néhany tizezer
bp hosszusagu. A gének a SAR-ok kozott helyezkednek el (2.4. abra).

hiszton

o
@ AW oktamer
=A%
T W = 10 nm

{ J«“\g ps of
QPNS hiszton'§
< oktamer §

H1 hiszton
nukleoszéma

30 nm szolenoid

2.4. abra: A kromatin szervezddése

A kromoszomak hossza mentén a kromatin kompaktsaga (azaz a tomoriilés mér-
téke) eltérd. A DNS-sel reagalé festékek ennek megfelel6en kiilonb6z6 intenzitassal
festik a kromoszomak egyes részeit. A leginkabb fest6dott szakaszoknal a DNS szoro-
sabban csomagolt allapotban van jelen, ilyen kromoszémaszakasz példaul a
centromer, ahol a kromatin jellemzden 0sszesziikil. A centromernek fontos szerepe
van a sejtosztodas soran a kromoszomak szegregalodasaban. A szorosan csomagolt
kromatinszerkezetet heterokromatinnak, a lazibb szerkezetet eukromatinnak ne-
vezzik. Bizonyos kromoszomak sajatos régioja a nukleélusz organizator (NOR ré-
gi0). Ezek a laza kromatin szerkezet(i szakaszok riboszémalis RNS-géneket tartalmaz-
nak, melyek folyamatosan, és nagy mennyiségben ir6dnak at. Kornyezetiikben az
rRNS-ek nagy szamban vannak jelen. Ez a funkcionalis egység a nukledlusz (sejtmag-
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vacska) része, ahol a riboszomak 6sszeszerelése zajlik. A kromoszémak tovabbi kitiin-
tetett részei az azok végein talalhat6 telomer szakaszok. A telomerek szerkezeti vé-
delmi szerepe rendkiviil fontos, és a replikaciés mechanizmusuk egyedi (errél késébb
szolunk részletesebben). Bizonyos festési eljarasokkal a kromoszdmak erdsebben és
gyengébben fest6dd keresztirdny savozottsagot mutatnak. Ez a mintazat fontos tam-
pontot nyujt a kromoszémaszerkezeti eltérések vizsgalataban. A savozottsag kro-
matinszerkezeti mintazatot tiikroz.

A gének a kromoszdmak DNS-ének RNS-re atir6dé szakaszai. Egy gén vagy egyéb ki-
tlintetett genomszakasz helyét a kromoszéman az adott gén vagy szakasz l6kuszanak
(latin locus = hely) nevezziik. A gének szama az egyes fajokban ezres nagysagrendd, az
egysejtli gomba Saccharomyces cerevisiae kb. 6000 génnel, az ember kb. 20000 fehér-
jekddolod génnel rendelkezik. (Megjegyezziik, hogy a human genom ezen kiviil tartal-
maz még koriilbeliil 23000 nem fehérjekddolé gént, ezekrdl kiilonféle tipusi RNS-ter-
meék képzddik, valamint koriilbeliil 14000 un. pszeudogént, melyek a fehérjekddolo gé-
nekhez hasonldak, de az evoltcidé soran felhalmozddott mutacidok kovetkeztében nem
funkciéképesek. A legijabb eredmények alapjan a human genomnak kortilbeliil a 80%-
a ir6dik at RNS-re. A folyamatosan frissiilé génszamok megtalalhaték az alabbi inter-
netes oldalon: http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Info/StatsTable.)

A gének kozotti at nem ir6do régiok (NTS, non transcribed spacers) mennyisége,
hossza, DNS-0sszetétele fajonként igen valtozo. Az utébbi id6k kutatdsainak megdob-
bent6 eredménye, hogy eukariétakban az intergénikus régiok nagy részét mobilis DNS-
elemek, Un. traszpozabilis elemek teszik ki. A mozg6 genetikai elemek nagyban hoz-
zdjarulnak a genetikai allomany atrendez6déséhez, az azonban maig sem vilagos, ho-
gyan képesek a genomok ezt toleralni.

Az egyes eukariota genomokra jellemz6 tovabbi érdekes kérdés a génekben 1évd
intronok szama és mérete. Az intronok nemkddol6 szakaszok, melyek a gének kddold
szakaszai kozott helyezkednek el. Az intronok is atirédnak, de poszttranszkripcio-
nalisan kivagédnak az RNS-bdl. Mig az egyes fajokban a gének kdédold szakaszanak
(exonjainak) hossza szembet{inden sziik mérattartomanyba esik (1-3 kbp = kilobazis-
par), addig az intronok szama és mérete igen tag hatarok kozott valtozik. Egy extrém
példa az emberi disztrofin gén (melynek hibaja okozza az izomdisztréfia nevid betegsé-
get): a gén koédold szakaszait 78 darab intron szakitja meg, melyek egylittes hossza
2500 kbp.

2.3. Az egygénes Oroklodési mintazatok
kromoszomalis hattere

Mendel tehat megallapitotta, hogy egy génpar tagjai egyenléen szegregalnak a
gamétaképzbdés soran. A gamétaképzodés hatterében allo szubcellularis események-
r6l Mendel idejében még semmit nem lehetett tudni. Ma mar ismert, hogy a génparok
kromoszémaparokon helyezkednek el, és a kromoszémaparok tagjai szegregalnak a
meiozis soran, az altaluk hordozott génekkel egytitt.

[smételjiik at a sejtosztodas genetikai szempontbol fontos eseményeit! Ahhoz, hogy
megértsiik a gének szegregaciojanak sejtbiologiai hatterét, vildgosan latnunk kell a ha-
sonlosagokat és a kiilonbségeket az eukariota sejtekre jellemz6 kétféle sejtmagi oszto-
dasforma kozott. A mitézis a szomatikus sejtekre jellemz6 osztodasi formanak a sejt-
magot érintd szakasza. Mitozis diploid és haploid sejteknél is lehetséges. Eredménye-
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képpen egy kiindulasi sejtbdl két utddsejt (gyakori kifejezés erre még a leanysejt) ke-
letkezik, melyek genetikai dllomanyuk tekintetében teljesen azonosak egymadssal és a
kiindulasi sejttel. Osszefoglalva a mitdzist a genetikai dllomany szempontjabol: 2n —
2n+2nvagyn—-n+n.

A meidzis a szexudlisan szaporod6 él6lények specidlis diploid sejtjeire, a
meiocitakra jellemz6 sejtmagi osztédasi forma. A meiocitakbdl szarmaznak az ivarsej-
tek: novényekben és allatokban ezek a spermiumok és a petesejtek, gombaknal és al-
gaknal pedig a szexsporak. A 2.5. abra attekintést nyujt az allatok, névények és gombak
életciklusarol, ravilagitva a mitozis és meidzis szerepére.

—a
1
! 3 ?
2n meiocitak 2n
&1 ‘1 v E.' 2
3 0 meiozis meiozis

2n meiocitak 2n

A 4 A 4
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mitozis

2n diploid sejt
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spermium n n petesejt

n n n n szx-
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v
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2.5. dbra: A mitézis és meidzis szerepe dllat, névény és gomba szervezetekben

A diploid meiocitakbdl két egymast kévetd osztddassal keletkezik négy haploid
utodsejt (tetrad). A genetikai allomany szempontjabdl a meidzis négy haploid utodsejt
kialakulasat jelenti egy kiindulasi diploid sejtbdl, két egymast kévet6 osztdédas soran:
2Zn->n+n+n+n.

A mitdzis és meidzis torténéseit leegyszerisitve, a genetikai dllomany szempontja-
bol tekintjik at.

2.3.1. Mitozis

A mitézist megeldzden, a sejtciklus S (=szintézis) fazisaban megtorténik a teljes sejt-
magi DNS-allomany replikacioja, és ezzel a teljes kromatinallomany megkett6zddése.
Ekkor minden egyes kromoszémanak megfelel6 kromatin két teljesen azonos példany-
ban van jelen a sejtmagban. Ismét kiemeljiik, hogy a kromatin allomany a sejtciklus
nagy részében enyhén kondenzalt formaban van jelen. A sejtmagi oszt6das idejére tor-
ténik meg az a nagyfoku kondenzaltsag, melyben a kromatinallomany mikroszképosan
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megfigyelhet6 diszkrét struktiraként, azaz kromoszémakként lathatéova valik. A
mitézisba lépve tehat mar minden egyes kromoszéma megkett6z6dott formaban van
jelen. Az egymadssal teljesen azonos képidkat testvérkromatidaknak nevezzik. A
testvérkromatidak a centromer résziiknél fogva fizikailag 6ssze vannak kapcsolédva. A
két testvérkromatidat ebben az allapotban diad-nak (a kettd sz6 gorog megfelel6jébdl)
nevezziik. A mitdzis soran a testvérkromatidak egymastol szétvalva jutnak az utédsej-
tekbe (2.6. abra).

2.3.2. Meiozis

A mitézishoz hasonléan itt is megtorténik a replikacié az S-fazisban. A kromoszémak
tehat itt is kétkromatidas (diad) formaban lépnek az els6 meiotikus osztodasba.

Az els6 fontos eltérés a meidzis és mitozis kozott az, hogy a meiodzis elsé osztodasa-
nak profazisaban a homol6g kromoszémaparok fizikailag parosodnak. Ekkor tehat ki-
alakul egy két diadbdl (6sszesen négy kromatidabol) allé komplex (szinapszis, tetrad,
bivalens). A homol6gok preciz parosodasat egy DNS-bdl és fehérjékbdl all6 struktira,
a szinaptonémas komplex biztositja. A tetrddok szama megegyezik a homolo6g kro-
moszoémaparok szamaval. Fontos kiemelni mar most (késébb részletesebben is foglal-
kozunk a témaval), hogy ebben a tetrad allapotban torténnek meg a kromatidak kozotti
atkeresztez6dések (crossing over). Az atkeresztez6d6 részek citologiailag is lathatéak
akkor, amikor a tetrad kezd felbomlani, és mar csak az atkeresztez6dd részeken kap-
csolodnak egymadssal a kromatiddk. Azt a pontot, ahol az atkeresztez6dés lathato,
kiazmanak is (a gorog kiazma, kereszt sz6bdl) nevezziik. A crossing over soran a nem-
testvér kromatidak kozott szakaszok cserélédnek ki, s ennek kovetkezményeként uj
allélkombinaciéval rendelkez6 (in. rekombinans) kromatidak jonnek létre. A mecha-
nizmust homoldg rekombinacionak nevezziik. Legujabb ismereteink szerint a
folyamat az osztodas kovetkezd fazisaban zajlik. Az els6 meiotikus osztédas soran a
tetradokat alkoto két diad (azaz két kétkromatidas homoldg) egyike az egyik, masika a
masik utédsejtbe kertl. Itt tehat — a mitozissal ellentétben - a testvérkromatidak nem
valnak szét a centromertiiknél fogva, hanem egyiitt szegregalnak az elsé meiotikus osz-
todaskor. Az els6 osztddas sordn létrejott két utddsejtben minden kromoszémabdl
csak egy darab lesz jelen, mégpedig kétkromatidas, rekombindns formaban. A masodik
meiotikus osztédast nem el6zi meg DNS-replikacid. Az idaig a centromeriiknél végig
egyutt allé testvérkromatidak ebben az osztddasi 1épésben valnak szét, és kertilnek kii-
16n utddsejtekbe. A masodik meiotikus osztodas befejeztével tehat négy darab olyan
sejt keletkezik, melyek az anyasejt diploid kromoszdma szerelvényének a felét tartal-
mazzak, tehat haploidok ((2.6. abra).

Osszefoglalva a meidzist genetikai szempontbdl - az egyszeriiség kedvéért - egyet-
len kromoszdmaparral rendelkezd (2n = 2) diploid anyasejt esetén:

» kiindulas: két homoldg, azaz egy homolég par (két darab egykromatidanak megfe-
lel6 két DNS-molekula)

» replikacié: két diad (két darab, egyenként kétkromatidanak megfelel6, négy DNS-
molekula)

» parosodas: egy tetrad (négy DNS-molekula)

» az els6 osztoédast kovetden: egy-egy didd mindkét utddsejtben (két DNS-molekula
sejtenként)

» a masodik osztodast kovetden: egy homolog (egy db egykromatidanak megfeleld,
egy DNS-molekula)
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2.6. dbra: A mitdzis és meidzis dttekintése

Tekintsiik at, hogyan feleltethet6ek meg a meio6zis szabalyszerliségei Mendel elsé
torvényének! Vegylink egy A/a heterozigéta egyedet. Mi torténik az egyes allélokkal a
meiozis fazisaiban?
kiindulas: egyik homol6g hordozza a ,A”, masik pedig a ,,a” allélt
replikaciét kovetden: egyik diad ,AA”, masik diad ,.aa”
parosodas: ,A/A/a/a” tetrad
els6 osztodast kovetden: egyik sejt ,AA”, a masik pedig ,aa” (a crossing over ezt az
allélkombinaciét mdédosithatja, de ez a végsé aranyokon nem valtoztat)
masodik osztodast kovetden: négy sejt, koziillik kettd ,A”, kettd pedig ,.a”

Tehat egy A/a heterozig6ta genotipusu meiocita meiotikus termékei: %2 A és % a
allélt tartalmazd haploid sejtek, ami megfelel a Mendel altal megfogalmazott egyenld
szegregacié torvényének.

YV VYVVY

Az egygénes 6roklddés szabalyszerliségének ismerete két iranyban is alkalmazhato:
e Utddok fenotipus aranyaibol kovetkeztetiink a sziil6k genotipusara,
e Ismert genotipusu sziil6k utédainak fenotipus aranyait elére jelezhetjiik.

A mezo6gazdasagi nemesitésben mindkét iranyu eljaras altalanosan alkalmazhaté.
Embereknél hasznos annak megallapitasara, hogy az ut6d milyen val6szinliséggel 6ro-
kol egy egygénes betegséget. Tovabbi gyakori probléma, ha egy dominans fenotipust
mutat6 egyed genotipusa ismeretlen (homozigéta dominans vagy heterozigota, sema-
tikusan A/-). llyenkor tesztel§ keresztezéssel (test cross), azaz homozigéta recessziv
egyeddel keresztezve a dominans fenotipusu egyedet az ismeretlen genotipus konnyen
azonosithato:

P:A/-xa/a

e Ha F1-ben minden utéd dominans fenotipusu (4/a genotipus), akkor az isme-

retlen genotipusu sziil6 homozigdta volt.

e HaF1-ben % domindns fenotipus (4/a genotipus) és %2 recessziv fenotipus (a/a

genotipus), akkor az ismeretlen genotipusu sziild heterozigota volt.
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Amennyiben nem all rendelkezésre a teszteld (homozigdta recessziv) sziil, akkor
egyszerlien az ismeretlen genotipus beltenyésztésébdl szarmazo6 utédaranybol kovet-
keztetiink a genotipusra.

A tesztel6 keresztezés alkalmazasat a késdbbiekben is latni fogjuk komplexebb ge-
notipusok elemzésekor.

2.4. Nemi kromoszomakhoz kotott egygénes
oroklodés

2.4.1. Kromoszomalis ivar-meghatarozasi rendszerek

Eddig a ,szabalyos” kromoszomakrol, az tin. autoszoémakrol beszéltiink, amelyek a ge-
netikai allomany nagy részét kiteszik. A legtobb allat és novényfajban a nemek kialaku-
lasaval 6sszefiiggésben allo specialis kromoszémapar is jelen van. Ezeket ivari vagy
szexkromoszémaknak nevezziik. Az ivari kromoszémak az autoszémakkal megegyez6
modon szegregalnak a meidzis soran, de az altaluk hordozott gének esetében az utédok
fenotipus aranya az autoszémalis génekhez képest eltéré.

A legtobb allatfaj és sok novényfaj ivari dimorfizmust mutat (vannak néi ivaru és
him ivara egyedek). A legtobb esetben az ivar kromoszdmalisan meghatarozott (Létez-
nek egyéb szexdeterminacios rendszerek is, melyekre itt nem tériink ki.).

A nemi kromoszomakkal kapcsolatos els§ megfigyelést 1891-ben Hermann
Henking tette. Egy rovar (Pyrrhocoris, poloska) sejtmagban figyelt fel egy paratlan,
erdsen fest6d6 képletre, amelyet X testnek nevezett el. Clarence Erwin McClung is-
merte fel, hogy az X test valéjaban kromoszéma. Innen szarmazik az X kromoszéma
elnevezés. McClung azt is észrevette, hogy a nésténynek eggyel tobb kromoszémaja
van, mint a himnek, és ezt kapcsolatba is hozta a nem meghatarozasaval. Mas rovarok
himjeiben és ndstényeiben azonos szamu kromoszémakat lattak: a himekben egy X és
egy kisebb, mas alaki kromoszémat (ezt az ABC kovetkez6 bet(ijérdl Y kromoszéma-
nak nevezték el), a néstényekben pedig két X kromoszémat. A himekben és ndstények-
ben tehat rendhagyo (egyes fajokban par nélkiili, mas fajokban pedig heteromorf) kro-
moszomak talalhatok.

Nettie Maria Stevens és Edmund Beecher Wilson megfigyelték, hogy az X és az Y
kromoszémak a gaméta képz6dés soran nem jutnak ugyanabba az ivarsejtbe, az egyik
ivarsejtbe X, a masikba Y kertil. A néstény ivarsejtjeinek mindegyike egy X kromoszoé-
mat kap. Ebbd4l arra kovetkeztettek, hogy mivel a nemi jellegek ugyanugy oroklédnek,
mint mas tulajdonsagok, azokat a kromoszémak kozvetitik.

Haromféle, ivari kromoszomakon alapul6, nem-meghatarozast ismeriink:

1. XX-XO0
2. XX-XY
3. 1ZZ-IW

Az XX-X0 nem-meghatdrozds

e andstények két X kromoszoémat (XX) hordoznak

e ahimek egy X kromoszomat (X0-lal jel6ljiik, ahol 0 jel6li a masik ivari kromoszoma
hianyat) hordoznak
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Ivarsejt képzédésekor a ndstényekben minden petesejtbe kertil egy X kromoszoma,
a himekben pedig a spermiumok egyik felébe kertil X, a masik felébe nem. Vagyis az
ivari kromoszdmak tekintetében a petesejtek egyfélék, a spermiumok kétfélék.

Ennek megfelel6en a néstények a homogamétas (egyforma gamétaju), a himek pe-
dig a heterogamétas (kétféle gamétaju) nem. Az utédok nemét a himivarsejt szabja
meg. Ez a rendszer jellemzd sok rovarfajra.

Itt emlitjiik meg, hogy a fontos genetikai-fejl6désbiologiai modellszervezet, a labo-
ratériumi fonalféreg (Caenorhabditis elegans) hermafrodita egyedei XX ivari kromo-
szomaval rendelkeznek, igy az egy egyedben termel6dd him és ndi ivarsejtek is egy X
kromoszémat tartalmaznak. Him egyedek a természetes populdcidban ritkan, de el6-
fordulnak, melyek X0 ivari kromoszémakkal rendelkeznek (A ritka el6fordulas oka az,
hogy az XX kromosz6mak hiba folytdn nem szegregalnak, aminek kévetkeztében XX és
0 ivarsejtek jonnek létre; Ez utébbiak egy normal, X kromoszémaval rendelkez6 ivar-
sejttel fuzionalva hozzak létre az X0 him egyedeket).

Az XX-XY nem-meghatarozads

e andstények XX nemi kromoszémakkal rendelkeznek (homogamétas: a petesejtek
mindegyike X kromosz6mat hordoz)

e a himek XY nemi kromoszémakkal rendelkeznek (heterogamétas: a spermiumok
fele X, masik fele Y kromoszémat hordoz)

Az ut6d nemét a spermium szabja meg. Ez a rendszer jellemzd az emldsokre (az
emberre is), az egyik fontos genetikai modellszervezetre, a muslicara (Drosophila
melanogaster), tovabba a kétlaki névényekre (példaul Fehér mécsvirdg, Melandrium
album).

Az X és Y kromoszoémak citoldgiailag jol megkiilonboztethet6k: az Y kromoszéma
joval kisebb az X-nél. Mindkét kromoszéma tartalmaz homoldg (hasonl6) és nem-ho-
molég (differecialis, megkiilonboztetd) részeket. A nem-homoldg szakaszok olyan gé-
neket hordoznak,amelyeknek nincs megfelel6je a masik nemi kromoszéman. A nem-
homolo6g szakaszokra es6 gének hemizigota (par nélkiili) allapotban vannak a himek-
ben. Az X és Y kromoszdéma a homolog szakaszaik mentén képesek parosodni a meiozis
[. profazisaban, és ennek koszénhet6en kromoszémaparként viselkedve kiilon utédsej-
tekbe szegregalnak. Tehat annak készonhetden, hogy az X és az Y heteromorf kromo-
szomak mendeli modon szegregalédnak az ivarsejt képzés soran, az X és Y kromoszo-
mat hordozd spermiumok fele-fele aranyban jonnek létre.

A ZZ-ZW nem-meghatdrozads
e ahimek ZZ nemi kromoszémakkal rendelkeznek (homogamétas nem)
e andstények ZW nemi kromoszémakkal rendelkeznek (heterogamétas nem)
(Ez a forditottja annak, amit az XX-XY nem-meghatarozas esetén lathattunk.)
Ez a rendszer jellemzi a madarak, lepkék, ezen kiviil a hiill6k, kétéltiiek, halak egy
részének ivari meghatarozottsagat.

2.4.2. Az ivari kromoszomak szerepe emberben a nem
meghatarozasban

Az emberre az XX-XY ivari kromoszémas nem-meghatarozas jellemz6. Hogy pontosab-
ban megeértsiik az ivari kromoszémak szerepét a nemek kialakitasaban, tekintsiink at né-
hany rendellenességet, melyek az ivari kromoszémakkal kapcsolatosak.
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A Turner-szindréomas személyek X0 ivari kromoszémakkal rendelkeznek. A
nékre jellemz6é nemi sajatossagokat mutatnak, de altalaban sterilek. Az Gjsziilott 1a-
nyok kozott 1/3000 gyakorisagban fordul el6 a rendellenesség. Tovabbi jellemzdik:
alacsony novéstiek, vaskosak, hajuk a homlokukba né, gyakran bérred6 huzédik a nya-
kuk mindkét oldalan, szellemi képességeik altalaban normalisak.

Triplo-X-szindromas (XXX) személyek 1/1000 gyakorisaggal sziiletnek. Ez az
ivari kromoszomarendellenesség nem jar silyos abnormalis allapottal, de a szellemi
visszamaradottsag gyakoribb, mint az XX nék kézétt. Altaldban magas, karcsu alkatd,
fertilis nok.

A Klinefelter-szindréoma (XXY) 1/1000 gyakorisagu a fit Gjsziilottek kozott. N6i
masodlagos nemi jellegeket mutatnak, altaldban magasak, arcszdrzetiik ritka, intelli-
genciajuk normalis.

A fentiek alapjan emberben az ivari kromoszémak szerepérdl az alabbi megallapi-

tasokat tehetjiik:

e Az X kromoszéma nélkiil6zhetetlen géneket hordoz mindkét nem szadmara. Az
X kromoszdéma teljes hidnya emberben az élettel 6sszeegyeztethetetlen.

e Egyetlen Y kromoszdéma elegendé a férfiassag kialakulasdhoz, még akkor is, ha
tobb X kromoszdémaval egyiitt fordul el (Isd. Klinefelter-szindréoma). A férfi
nemi jellegeket meghatarozé géneket az Y kromoszéma hordozza.

e Az Y kromoszdéma hidnya ndi jelleget eredményez.

e Mindkét nemi kromoszéma fontos termékenységi géneket hordoz. A nék termé-
kenységéhez két X kromoszoma sziikséges. A férfiak termékenységéhez sziiksé-
ges és elégséges egy Y kromoszéma.

e Az X kromoszdédma hordoz olyan géneket, melyekbdl ketténél tobb karos hatasu
mindkét nemben.

Az ember . férfi-meghatdrozé” génje

A férfi jellegekhez tehat az Y kromoszéma jelenléte nélkiilozhetetlen. El6fordulnak Y
kromoszoma nélkiili, két X kromoszémat hordozé férfiak. Ezekben a férfiakban az Y
kromoszdma egy kis darabja beékelddott az X kromoszdmaba. A férfi jelleghez nem
szliikséges tehat a teljes Y kromoszoma, annak elég egy kis darabja. Ez a kromoszoma
szakasz hordozza az SRY (sexdetermining region on Y vagy sex reversal on Y) gént. Ez a
gén a f6kapcsolo. A SRY hatasara a gonadkezdemény heréve fejlédik. A here az andro-
gén hormont, a tesztoszteront és a Miiller-féle gatlo faktort termeli. A tesztoszteron
jelenlétében a férfi jellegek kifejlddnek, a Miiller-féle gatlé anyag hatasara a ndi szapo-
ritd vezeték visszafejlodik. A SRY hidnyaban a gonadkezdeménybdl petefészek lesz, és
ndi jellegek alakulnak ki. Egérben a SRY gén beliltetése XX embridba him fejlédését
valtja ki.

2.4.3. Az X kromoszoma inaktivacio

Az XX egyedekben az X kromoszdmahoz kotott gének dozisa kétszerese az XY (illetve
az X0) egyedekéhez képest, mely doziskiilonbség kompenzalodik. A déziskompenzacid
az élgvilagban tobbféle mechanizmussal is megval6sulhat az ivari kromoszémakon
1évo6 gének aktivitasanak befolyasolasaval. Eml6soknél a n6stényekben a kompenzacio
az egyik X kromoszéma inaktivalasaval valdsul meg (1asd még a génkifejez6dés szaba-
lyozasarol szo6l6 10. fejezetben). Az inaktivalas a korai embrionalis fejlédés alatt torté-
nik (2.7. abra). Az inaktivalt X heterokromatikus rogként latszik, amelyet Barr-testnek
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neveziink (a himek sejtjeiben nincs Barr-test). Az inaktivacié azaltal vezet az X kromo-
szOéman 1évé gének elcsendesitéséhez (kifejezédésiik, atirasuk csokkentéséhez), hogy
az adott X kromatin erdsen ,,csomagolt”, heterokromatin szerkezetet vesz fel. Véletlen-
szerl, hogy egy adott embriondlis sejtben a kettd kozil melyik X kromoszoma
inaktivalddik, és az erre vonatkozo informaci6 a tovabbi sejtosztédasok soran az utod-
sejteknek atadddik. Ennek az lesz a kovetkezménye, hogy a ndivarti emlds egyedek tes-
tében nagyobb 0sszefliggd sejtcsoportokban (Un. szektorok) egyik vagy masik X aktiv
illetve inaktiv, vagyis etekintetben a néivaru egyedek mozaikosak. A mozaicizmus az
X-hez kotott gének heterozigota genotipusa esetében a fenotipusban is megnyilvanul-
hat. Erre egy latvanyos példa a tekndctarka fenotipust macska. (Voros-fekete foltos;
sokszor fehér bundaszinii szektorok is el6fordulnak a testen, de ennek hatterében
egyéb ok all.) Ha voros-fekete foltos macskat latunk, szinte biztosak lehetiink abban,
hogy az néstény, mely heterozigéta egy X kromoszémahoz koétott bundaszin gén (O,
orange, voros) alléljaira: O/o genotipus. A voros és fekete szektorokat az X kromo-
széma valtakozo inaktivacidja okozza: az XO/(XBarr) szektorok fenotipusa fekete a O
allél miatt, az (XBarr)/Xo szektoroké pedig voros a o allél miatt.

X kromoszoma random inaktivacidja

oﬁo oﬁo oeo o§0
|

Barr-test

~ Mozaikos embri6, majd egyed

2.7. dbra: Az X kromoszéma inaktivdcié mozaikos fenotipust okoz

Emberben az X-hez kotott aed génre (az anhydrotic ectodermal dysplasia kifejezés-
bél, mivel recessziv allélja verejtékmirigy hidnyt okoz) heterozigéta ndékben
(aed/aed+) szintén megfigyelhet6 a szomatikus mozaicizmus.
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2.4.4. A cikk-cakk oroklésmenet

Mendel borsokisérleteiben a reciprok keresztezések mindig azonos eredményt adtak.
Az ivari kromoszémakhoz kapcsolt jellegek esetében a keresztezés iranyatol fiiggben
eltérd utédokat latunk. Az XX-XY nem-meghatarozashoz tartoz6 utéd himek az apjuk-
tol oroklik az Y, az anyjuktol pedig az X kromoszomajukat. Az utéd ndstények egyik X
kromoszdémaja az apatodl, a masik az anyatdl szarmazik. Nézziik meg egy egyszeri pél-
dan, hogyan alakul az utédok fenotipusa attél fiiggéen, hogy milyen volt a sziil6k geno-
tipusa egy X kromoszéman 1évd génben (2.8. abra). A példaban bemutatott X
kromoszémalis gén a white gén (Drosophild-ban). A vad tipusd w+ allél domindns a re-
cessziv w alléllal szemben. A vad allél vad szemszinhez vezet (téglavoros, vagy egysze-
riibben mondva piros), a w allél pedig homozigéta (néstényekben), illetve hemizigota
(himekben) formaban fehér szemszin kialakuldsat okozza. Ha tiszta vonald piros
szem(i nostényt (X w+/X w+ genotipus) - mely a homogamétas nem - keresztezziik
fehér szem( himmel (X w/Y), akkor az 6sszes utdd nemtdl fliggetleniil piros szemfi lesz.
Ebbél kovetkezik, hogy a piros szemszin dominans. Am ha elvégezziik a reciprok ke-
resztezeést, tehat fehér szemii néstényt (X w/X w) kereszteziink piros szem( himmel (X
w+/Y), akkor az utédok az ellenkezd nemii sziil6 fenotipusat mutatjak: a néstények
piros szemiek (X w+/X w), a himek pedig fehér szemtiek (X w/ Y). Ezt nevezziik cikk-
cakk oroklésmenetnek.
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Els6 keresztezés Masodik keresztezés

X Y X X
Q

Fehér szemi Fehér szemi
him nostény

|1
9 | 9

%Fehér szemil %Fehér szemil

him

ndstény

2.8. dbra: Cikk-cakk éréklésmenet a muslica X nemi

kromoszémdjdn lévé white gén példdjdn

A ZZ-7ZW ivari kromosz6malis rendszerben hasonléképpen oroklédnek a Z kromo-
szoman lévd gének. Példaul igy oroklédik az Abraxas araszold lepke sotét-vilagos szine,
vagy a hazitytk kendermagos mintazata. Figyeljiink fel arra, hogy ebben a rendszerben
a homogamétas nem a him nem (ZZ), itt tehat akkor latjuk a cikk-cakk 6roklésmenetet,
ha a him sziil6 mutatja a recessziv jelleget. Ezek a himek a heterogamétas (ZW) néstény

77

utddaiknak kizardlagosan orokitik at a Z kromoszomat, és a rajta 1évo recessziv allélt.
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Torvényszeriiség tehat az, hogy a cikk-cakk 6roklésmenet akkor tapasztal-
hatd, ha a homogamétas sziild recessziv homozigodta, és a heterogamétas sziild
hordozza a dominans allélt.

2.4.5. A kromoszomaelméletet bizonyito Kisérlet

Most mar eleget tudunk ahhoz, hogy megismerjiik azt a nagy jelent6ségli munkat, me-
lyet Thomas Hunt Morgan és egyik tanitvanya, Calvin Bridges végzett, és mellyel két-
séget kizaréan bizonyitast nyert a kromoszémaelmélet, azaz, hogy a gének a kromo-
szomak részei. Megjegyezziik, hogy a Morgan altal létrehozott ,Drosophila-iskola”
(Columbia University, fly room) a mult szazadelén az egyik legnagyobb genetikai fel-
legvar volt. Itt tevékenykedett Bridges mellett Alfred Sturtevant, aki a kapcsoltsagi tér-
képek szerkesztésében végzett Uittdoré munkat, valamint Herman J. Miiller, aki az indu-
kalt mutagenezis teriiletén alkotott nagyot. Morgan a kromosz6mak 6réklédésben jat-
szott szerepének vizsgalataért 1933-ban Nobel-dijat kapott.

Azt, hogy a géneket a kromoszémak hordozzak, kordbban mar mas kutatok is sej-
tették. Egy logikus érvelés szerint a petesejtnek és a himivarsejt kell tartalmazniuk a
géneket, mivel ugyanolyan mértékben jarulnak hozza az utédok fenotipusanak kialaki-
tasdhoz. Morfolégidjuk arra enged kovetkeztetni, hogy a géneknek a sejtmagban kell
lenniiik, mert ennek mérete hasonl6 a kétféle ivarsejtben, egyébként viszont dramaian
kiilonbozik egymastol a két sejtféleség. A sejtmagban pedig a kromoszémak talalhatok.
A bizonyitashoz konkrét kromoszédmakhoz kotott konkrét gének generacidékon torténd
nyomonkovetésére volt sziikség. A Bridges altal végzett kisérletekben az X-kromoszo-
mahoz kapcsolt white gén toltotte be ezt a genetikai marker szerepet (legaldbbis erd-
sen valdszin(isithet6 mdédon, melyet az aldbbi kisérletsor igazolt is).

Bridges a cikk-cakk 6roklésmenet kapcsan figyelt fel arra, hogy ha sok fehér szem
ndstényt és piros szemii himet keresztezett, akkor a nagyszamu piros szem néstény
és fehér szemi him utod kozott 0,1% gyakorisagban megjelentek fehér szem{ nésté-
nyek és piros szemi himek is. Ez utébbiakat ,els6dleges szokatlan utédok”-nak nevezte
el. Hogyan magyarazhato a szokatlan utédok megjelenése? A szokatlan ndstények
olyan fenotipusuak (fehér szemiiek), mint az anyjuk. Az apjukt6l nem kaphattak w+
allélt, mivel ez dominans, és ezért nem lehetne fehér a szemiik. Az sem lehetséges, hogy
csak egy X kromoszomajuk (X0) van, mivel akkor nemi jellegiik nem ndi lenne (ez a
muslica ivarmeghatarozasi rendszerére jellemzd), hanem him. Vagyis, mindkét X kro-
moszomajukat az anyjuktol kellett kapniuk. Bridges ugy okoskodott, hogy az els6dle-
ges szokatlan néstények abban az esetben kaphattak mindkét X kromoszémajukat az
anyjuktol, ha azok a meidzis soran osztodasi hiba miatt nem szegregaltak, és a pete-
sejtbe egy helyett két X kromoszoma kertilt. Ezt a jelenséget nem-szétvalasnak, vagy
nondiszjunkciénak nevezik. Ha a meiozis soran az egyik meiotikus termékbe két ho-
molog kromoszdéma jut (itt XX), akkor a masik termékbe egy sem kertiil (itt 0). Ha ezeket
a petesejteket szabalyos kromoszémakészleti spermiumok termékenyitik meg, akkor
XXX, XXY, X0 és YO kromoszomaju zigotak keletkeznek. Az XXX és YO muslicak nem
életképesek. Az XXY és az X0 genotipusuak életképesek. Az XXY termékeny ndstény, az
X0 steril him. Az els6dleges szokatlan himek val6éban sterilnek bizonyultak, és szemszi-
niik piros, mivel X kromoszémajukat a w+ alléllal apjuktol 6rokolték. Ezek a megfigyelé-
sek a nondiszjunkcio lehet6ségét igazoltak.

A tovabbiakban Bridges azt vizsgalta, hogyan viselkednek az els6dleges kivétel XXY
ndstények az oroklésmenetben. Az XXY ndstény négyféle ivarsejtet képezhet. Az XXY
szétvalhat XX és Y, illetve X és XY kromoszomakra. Ezek a petesejtek a vad tipust himek
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X és Y kromoszomat hordoz6 spermiumaival talalkoznak. Punnett tabla segitségével
megjésolhatjuk a lehetséges utédok genotipusat, nemét, életképességét és szemszinét.
A keresztezés utodai kozott, a cikk-cakk oroklésmenetnek megfelel6en, megjelentek a
vart piros szemi néstények és fehér szemi himek. Ezenkiviil megjelentek ,masodlagos
szokatlan utédok” is: a fehér szem( néstények és a piros szemii himek. Mindkét nem
masodlagos szokatlan utédok fertilisnek bizonyultak. Az utédok megfeleltek a Punnett
tablabol josolt kimeneteleknek. A normalis piros szem(i néstények XwXw+ és XwXw+Y,
a fehér szemii himek XwY és XwYY genotipusuiak. A masodlagos szokatlan utédok ko-
zOtt a fehér szemii néstény XwXwyY, a piros szem( him Xw+Y genotipusu. Két vart kate-
goria (XXX, YY) nem jelent meg, mivel ezek nem életképesek. Mindez igazolja, hogy az
elsd6dleges kivételes utddok nondiszjunkcioval jottek l1étre. Bridges megvizsgalta a ma-
sodlagos szokatlan utédok kromoszémait, és azt talalta, hogy azok sejtjeiben val6ban
XXY és XY kromoszémak vannak. Tovabbi citoldgiai vizsgalatok is alatdmasztottak az
elmélet helyességét.

A genetikai és a citoldgiai vizsgalatok eredményei tehat 6sszhangban voltak egy-
massal, és egylittesen bizonyitottak, hogy a white gén az X kromoszéman van. A felfe-
dezés jelentdsége abban all, hogy ha a gének a kromoszémakon vannak, akkor a kro-
moszomakat alkoté anyagok egyike (DNS vagy fehérjék) a gének anyaga. A témata DNS
mint 6rokitd anyag targyaldsakor folytatjuk.
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3. Gének fliggetlen oroklodése. Mendel
masodik torvénye

Az el6z6 fejezetekben megismerkedtiink egy adott gén 6roklédésének szabalyszer(isé-
geivel. Mit tapasztalunk, ha két vagy tobb gén 6roklédését vizsgaljuk egyszerre? Két
gén Oroklédése lehet egymastol fiiggetlen, vagy két gén oroklédhet kapcsoltan (,egy-
mastol fliggd mdédon”). Most az elsd esettel foglalkozunk, és egyuttal megismerkediink
Mendel masodik torvényével. A kapcsolt 6roklédés egy kovetkezo fejezet témaja lesz.

Tobb gén egyiittes vizsgalatanak legfontosabb alkalmazasa a novény- és allatneme-
sitésben van, de az alapkutatasban a kiilonféle genotipusu laboratériumi torzsek létre-
hozasaban is elengedhetetlen ezen ismeretek alkalmazasa.

Nézziink egy példat a rizs kapcsan! A vilag kiilonbo6zé pontjain keletkeztek olyan
rizs vonalak, melyek egyenként mas-mas gén valamilyen el6nyo6s tulajdonsagu allél-
parjaval rendelkeztek, példaul:
sd1 recessziv allél, mely a n6vénynek alacsony termetet kdlcsonoz, igy az ellenal-

16bb lesz az erds szélnek, s a n6vény relative tobb energiat tud befektetni a
termés létrehozasaba

sel recessziv allél, mely azt eredményezi, hogy a n6vény szélesebb spektrumban
képes alkalmazkodni a fényviszonyokhoz
Xa4 domindns allél, rezisztenciat okoz bakteridlis fert6zésekkel szemben

bph2  recessziv allél, rezisztenciat okoz rovarkartevékkel szemben
Snbl  dominans allé]l, melynek hatasara a novény jol toleralja a nagy es6zések miatti
viz ala mertilést

Felmeriilhet az igény arra, hogy a fenti el6ny06s tulajdonsagokat egyesitsék egyetlen
vonalban. Ehhez elsé 1épésként be kell szerezni mind az 6t tiszta vonalat. ( Emlékez-
zlink ra, hogy tiszta vonal egy adott tulajdonsag tekintetében az az egyed, mely a tulaj-
donsag kialakitasaban részt vevd gén azonos alléljait hordozza, vagyis homozigota.) A
kivant allélkombinacié eléréséhez el6szor paronként keresztezik a vonalakat. Az F1 ge-
neracié mar hordozza mindkét allélt, s mindkett6t heterozigéta formaban, példaul

P sdl1/sdl-sel*/sel* x sd1*/sd1* - sel/sel
P gamétak sd1 - sel* és sd1*-sel
F1 mind sd1/sd1* - sel*/sel

A tisztan tenyész6 dupla mutans vonal (sd1/sd1 - sel/sel) létrehozasahoz az F1
nemzedéket 6nmegtermékenyitéssel tovabb kell szaporitani. Milyen térvényszertisé-
gek érvényesek ekkor? Ez - kissé leegyszer(sitve — attdl fligg, hogy a két, a kereszte-
zésben szerepet jatszo 10kusz azonos vagy kiillonb6z6 kromoszémakon helyezkedik-e
el. Ha az utdbbi eset all fenn, akkor a fliggetlen 6rokl6dés szabalyszeriiségei lesznek
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érvényesek a kétszeresen heterozigota F1 egyedek ivarsejtképzésekor. Mivel az egyik
(sd1) illetve a masik (se1) l6kuszt hordoz6 két homolég kromoszémapar egymastol
fliggetleniil viselkedik a meiozis soran, az altaluk hordozott 16kuszokhoz tartozo6 allél-
parok is egymastdl fliggetleniil szegregalnak az ivarsejtekbe.

Ebben a fejezetben lathatjuk, hogyan ismerhetjiik fel a fiiggetlen 6rokl6dést, illetve
azt, hogy a fliggetlen 6roklddés szabalyszerliségeinek ismerete miként hasznosithaté
torzsek létrehozasaban, akar a mezégazdasagi nemesitésben, akar az alapkutatasban.

Miel6tt ismertetjiik Mendel masodik, a fiiggetlen 6roklédés torvényéhez vezetd ki-
sérleteket, ismerkedjliink meg néhany fontos genetikai jeloléssel!

Ha egy diploid szervezet genotipusanak leirasakor két (vagy tobb) gént tiintetiink
fel, akkor:

e Pontosvesszot tesziink az allélparok kozé, ha a gének kiilonb6z8 kromoszémakon
helyezkednek el, példaul:
A/a; B/b

Egy allélpart, mint azt korabban ismertettiik, egymastol tortvonallal (,perjellel”)
valasztunk el. A perjel 1ényegében egy homoldg kromoszémapar tagjait valasztja el
egymastol. Ennek az esetnek az értelmezése a kromoszomak szintjén:

Egyik kromoszoma Masik kromoszoma
egyik homolog tag ——m——— —mmm——— covilk homolog tag
- . a b y .
masik homolog tag ——— —T— masik homolog tag
LA 10kusz B 1okusz

e Ha a szoban forg6 két 10kuszrol tudjuk, hogy azonos kromoszéman helyezkednek
el, akkor a gének egyik alléljat a perjel egyik oldalara sorba irjuk, a gének masik
alléljat pedig a perjel masik oldalara, példaul:

AB/ab vagy Ab/aB

Vegyiik észre, hogy bar mindkét fenti genotipus A és B gén tekintetében heterozi-
gota, a kétjelolés mégis megmutat egy 1ényeges kilonbséget a két genotipus kozott:
azt, hogy a két gén alléljait milyen kombinaciéban hordozza az egyik, illetve a masik
homolog kromoszoma tag. A fenti két esetet sematikusan, a kromoszomak szintjén
az alabbiak szerint dbrazolhatjuk:
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Egy kromoszoma

Egy kromoszoma

. . A B A b
egyik homolog tag egyik homolog tag

o ‘ b o a B
masik homolog tag masik homolog tag

VAT 10kusz LB lokusz JATIokusz BT lokusz

A tovabbiakban fontos lesz, hogy ezt a jel6lésmddot értelmezni és alkalmazni tudjuk.

e Ha a keresztezés felirasakor nem tudjuk, hogy két gén kiilonb6z6 vagy azonos kro-
moszoman helyezkedik-e el, akkor egy ponttal valasztjuk el a két allélpart, példaul:
A/a-B/b

Ahogy egy génre nézve heterozigéta egyedet (4/a) monohibridnek is nevezhe-
tiink, ugy két génre nézve heterozigota egyed pedig (A/a - B/b) a dihibrid. A
dihibrid keresztezés két tulajdonsdgparra nézve heterozigota egyedek keresztezé-
sét (vagy dihibrid egyed 6nmegtermékenyitését) jelenti.

3.1. Mendel II. téorvénye: a fiiggetlen oroklodés
torvénye

A legtobb keresztezésben, melyet Mendel a veteményborsoéval végzett, két tulajdon-
sagparban kiilénbo6z6 tiszta vonalakbo6l indult ki, vagyis két jelleget vizsgalt egyszerre.
Szerencsés modon, a Mendel altal vizsgalt jellegek hatterében all6 gének egymastol
fliggetleniil 6roklédtek (kiilonb6zé kromoszéman, vagy egy kromoszéman tavol he-
lyezkedtek el a 16kuszok, lasd még a Kapcsoltsagroél szolo 4. fejezetben). Ez tette lehe-
tévé, hogy Mendel felismerje azt a genetikai torvényszertiséget, mely két fliggetlentil
0rokl6do génre érvényes.

Az els6, Mendel altal egyiitt vizsgalt két tulajdonsagpar a borsészem szine (sarga
vagy zo6ld) és a borsdszem alakja (gombolyl vagy rancos) volt. Korabban mar lattuk,
hogy a sarga és a zold szemszin esetén a sarga dominal a zold felett (emlékeztetdiil:
Y/Ysarga x y/y z6ld - F1 Y/y mind sarga), a monohibrid keresztezés (Y/y x Y/y) utodai
kozott pedig 3:1 fenotipusaranyban keletkeznek sarga és zold magok (3 Y/-:1y/y).

A szem alakjanak 6rokl6dését 6nmagaban vizsgalva Mendel hasonl6 eredményt ka-
pott. A dominans fenotipus a gdmbdly(, a recessziv pedig a rancos, és az F2-ben 3:1
gombolyl:rancos aranyt kapott.

Nézziik, mi torténik a két jelleg egylittes vizsgalatakor (3.1. abra)!

A keresztezésbe vitt sziildi tiszta vonalak geno- és fenotipusa:

R/R-y/y x r/r-Y/Y
gomboly, zold rancos, sarga
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W4

F1 nemzedék (az anyai sziilén term6é magok) genotipusa egységesen R/r - Y/y
(dihibrid), fenotipusuk pedig — a dominancidknak megfelel6en - gombolyi-sarga. Ez-
utan Mendel beltenyésztette az F1 magokbol nevelt egyedeket (F1 inter se, vagyis ,egy-
mas kozott”), és megvizsgalta az F2 generaciot is. Az F2 magok fenotipusa négyféle volt,
a kovetkezd aranyok szerint:

9/16 goémboly(i-sarga

3/16 gombolyl-zold

3/16 rancos-sarga

1/16 rancos-zold

X

R/R - yly rir - Y/Y
(kerek, zold) (rancos, sarga)

gamétak R-y rY
FI k’ O ‘_J

Rir+ Yy
(kerek, sarga)

o x O
F, l F,
F, 315 kerek, sarga O 9 arany
108 kerek, zold ) 3
101 rancos, sarga 3

32 rancos, zold (i) 1

556 borsdszem 16

3.1. dbra: Két tulajdonsdagpdr oroklodése Mendel kisérletében

Mendel sok mas tulajdonsagparra is elvégezte a fenti keresztezési sémat, és a
dihibrid F2 9:3:3:1 fenotipusos szamarany altalanosnak, torvényszeriinek bizonyult.
Az eredmények értelmében ez a szamarany egy tovabbi 6rokl6dési mintazat, mely
mogé Mendel egy maig helytall6 elméletet dolgozott ki. Ha az F2 generaciot jra atvizs-
galjuk, csak az egyik, illetve a masik jellegre, akkor mindkét esetben latjuk a
monohibrid F2 3:1 fenotipusos szamaranyt. Mendel ezt zsenialisan felismerte, és meg-
allapitotta, hogy a 9:3:3:1 szamarany két 3:1 szdmardny random kombinacidja.
Agdiagrammal egyszertien szemléltethetjiik ezt a két random kombinal6dé 3:1 szam-
aranyt:
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¥4 -e a gombolytu magvaknak sarga
¥ F2 gombolyu <

Va-e a gombolyt magvaknak zold

%4 -e a rancos magvaknak sarga
Y4 F2 rancos

Y4 -e arancos magvaknak zold

Ez megfelel egy alapvetd statisztikai torvényszeriiségnek: két fliggetlen esemény
egylittes bekovetkezésének valdszinlisége egyenld a kiilon-kiilon vett bekovetkezési
valésziniiségiik szorzataval. igy kapjuk meg a 9/16 : 3/16 : 3/16 : 1/16 aranyt. Mas-
képp fogalmazva: ha két esemény egyiittes bekovetkeztének valoszinlisége megegye-
zik a kiilon-kiilon vett bekovetkezési valoszinliségek szorzataval, akkor a két esemény
egymastol fiiggetlen. Ez a gondolatmenet vezette Mendelt az 6rokl6dés masodik alap-
torvényének megfogalmazasahoz: a kiilonb6z6 génparok tagjai a gamétaképzodés
soran egymastol fiiggetleniil valnak szét (szegregalnak). Mai tudasunk szerint pon-
tositva a torvényt: a kiillonb6z6 kromoszémaparokon (vagy ugyanazon kromoszo-
man egymastdl tavol, 1asd errdl a 4. kapcsoltsadg témakorében irtakat) elhelyezkedd
gének a meiodzis soran egymastol fiiggetleniil szegregalnak.

A 9:3:3:1 ardny a gamétak szintjén is levezethetd. Ezt is szemléltethetjiik
adgdiagrammal:

a R allelt tartalmazo gametak Y2-e I allelt hordoz
a gametak 'z2-e R allelt hordoz <

a R allelt tartalmazo gameétak '2-e y allelt hordoz

a 7 allelt tartalmazo gametak '2-e 1 allelt hordoz
a gametak 'z-e r allélt hordoz

ar allelt tartalmazo gametak 2-e y allelt hordoz

A két génpar tekintetében tehat egy dihibrid egyedben négyféle gaméta keletkezik
egyenld aranyban, ha a két gén szegregalasa egymastol fliggetlen:

W RY

Y R;

Yar;Y

Yary

Vegyiik észre, hogy itt egyszerre alkalmaztuk Mendel els6 és masodik torvényét (1.
- egy génpar tagjai szegregalnak a meidzis sordn, a gamétak egyik fele a génpar egyik
tagjat, masik fele a génpar masik tagjat kapja; II. - két génpar tagjai egymastol fligget-
leniil szegregalnak az ivarsejtképz6dés soran).

A négyféle genotipus a néi és a himivaru gamétakra egyarant jellemz6. A gamétak
random parosodasabdl - elegendden nagyszamu F2 utdd esetén - kirajzolodik a
dihibrid keresztezésekre jellemz6 9:3:3:1 fenotipusos arany. Punnett tablazatban ab-
razolva attekinthet6 formaban tiintethet6k fel a négyféle genotipusi him és ndi
gamétak random fzi6jabdl keletkez6 utdd genotipusok, valamint az egyes genotipu-
soknak megfelel6 fenotipusok (3.2. abra).
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O

X
P R/R ; y/y rir; Y/7Y
(kerek, zold) (rancos, sarga)
gamétak R:y r;Y
F| k’ O ‘_J
Rir; Yy
(kerek, sarga)
o x O
l:I l:‘I
) A
F, 8 gamétak
R:Y Rigup ¥y rs
E 5 1 1
4 4 Rl 4
RR ; YIY | RR ; Yly Rir ; Yly Rir ; YIY
RiY | g
1@ | @ © | ©
R/R : Yly R/R ; yly Rir 5 vh Rir 5 Yly
PRy | ; h b
-4 -
st O0|l@e@| e | O
<
:.i Rir ; Yly R/ir ; yly rir 5 yly r/r ; Yly
s ¥ 45 L 1 1
: ’ 16 16 16 16
4 O Q@ | ©
Rir ; YIY Rir ; Yh rir 5 Yly rir 3 YIY
Y
4 O O
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rancos, sarga

o rancos, zold

3.2. dbra: Egy dihibrid 6réklésmenet szemléltetése Punnett tdblazattal
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A fenti elméletet Mendel tesztelte is. Azt kellett bizonyitani, hogy a dihibrid egyedek
valoban 1:1:1:1 ardnyban hozzak létre a négyféle genotipusti gamétat. Ehhez Mendel
teszteld keresztezést (test cross) végzett, melyben a dihibrid egyedeket tn. tesztel
vonallal (kétszeresen homozigota recessziv) keresztezte. Mivel a teszteld sziil6 minden
gamétaja recessziv allélkombindaciot (r;y) tartalmaz, ezzel nem fedi el a dihibrid altal
létrehozott gamétak allélkombinacioit, tehat az utédok fenotipusa és azok aranya egye-
nesen tiikrozi a dihibrid sziil6 altal létrehozott gamétak allélkombinaciéit. A teszteld
keresztezés és eredménye genetikai szimbodlumokkal (az atlathatosag kedvéért az
egyes sziil6ktol szarmazo allélokat szinkdd jelzi):

P R/r;Y/y x r/r;y/y
dihibrid szul6 teszteld szuld
F1 genotipus fenotipus

YaR/r;Y/y gombolyli-sarga
YaR/r;y/y gombolyl-zold
Yar/r;Y/y rancos-sarga
Yar/r;y/y  rancos zold
A tesztel6 keresztezésben Mendel megkapta a vart 1:1:1:1 fenotipus aranyt, ami
igazolta modellje helyességét.

Az 1900-as évek elején eukariota szervezetek széles spektruman tesztelték és ta-
laltak altalanosan érvényesnek Mendel két torvényét. A 3:1, 1:1, 9:3:3:1, 1:1:1:1 un.
mendeli szamaranyok, melyek két alapvet6 6roklédési torvényszerliséget, az egyenld
szegregacio és a fliggetlen hasadas torvényét igazoljak.

Ezek a torvények nemcsak diploid, hanem szexudlisan szaporodé eukariota haploid
szervezetekben is érvényesek, az alabbiak szerint (3.3. abra):

Haploid szulok A:B < a;b

Ket haploid sejt tuziojabol Asa; B/b
keletkezo atmeneti diploid
sejt, melocita

Meiotikus termekek 1,4-B
(szexsporak genotipusa; a 1,4 :b
szexsporak mitozissal Y,aq:B
hozzak letre a negyfele Yoa b

genotipusu haploid utodot)

3.3. dbra: Mendel mdsodik térvénye szexudlisan szaporodé haploid eukaridtdkra
alkalmazva
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3.2. A fiiggetlen 6roklodés torvényének alkalmazasai

3.2.1. A fiiggetlen 6roklodés torvényének alkalmazasai: geno- és
fenotipusok keletkezésének becslése keresztezésekben

A klasszikus genetikai analizis kétféle iranyban is lehetséges: 1) egy utédnemzedék
fenotipusos aranyaibol kovetkeztetiink a sziil6k genotipusara (és az 6rokl6dés mod-
jara), 2) ismert genotipusu sziil6k keresztezésébdl szarmazé utddok geno- és fenotipus
aranyait elére meg tudjuk becsiilni. Ez utébbira nézve kétféle modszer alkalmazasat
mar megismertiik: a Punnett tabla és az agdiagram (vagy villas eldgazas) mddszerét.
Egy vagy két gén vizsgalata esetén a Punnett tabla jol alkalmazhato, de a szerkesztése
joval id6igényesebb a villas elagazas modszernél akkor, ha ketténél tobb gén 6rokls-
dési mintazatat szeretnénk felirni. Gondoljunk bele, hogy dihibrid sziil6k keresztezé-
sekor a gamétak tipusainak szdma 4 (azaz 22), tehat a Punnett tdbla 16 (azaz 4x4) cellat
tartalmaz. Trihibrid keresztezésnél a gaméta féleségek szama sziilénként 8 (azaz 23), a
Punnett tabla celldinak szama pedig 64 (azaz 8x8). A villas eldgazas mddszerével egy-
szerlibben és gyorsabban irhatjuk fel, allapithatjuk meg a gamétak, illetve az utédok
varhat6 geno- és fenotipus aranyait. Egy dihibrid keresztezéssel szemléltetve (3.4. dbra):

A/a; B/b x A/a; B/b
Szulo1 gameétak Utod genotipusok Utod fenotipusok
LBB - !,;AABB UB- > Y ,A-B-
B > MAB / /
A “AA £ %Bb > U AABb | % A-
b > uAb AN N
ubb > Y;AAbb Yabb = 3/ A-bb
B — 'aaB
2a -~ “BB - Y, AaBB ¥B- =~ ¥, aaB-—
TRb o Yaab ya e
Y2 Aa —\9 “Bb > Y, AaBb Viaa \
ubb  — 1y Aabb Yabb = Y5 aabb
“WBB =~ 1Y,;aaBB
4aa { “Bb > 1l aaBb
Yabb  —> 1/ ;aabb

3.4. dbra: A villas eldgazas modszerének alkalmazdsa utédok geno- és fenotipusanak
becslésére

Minden gén esetében haromféle genotipus keletkezik, tehat a lehetséges genotipu-
sok szama dihibrid keresztezésekben 32, trihibrid keresztezésekben 33 és igy tovabb.
Alehetséges fenotipusok szama pedig - mivel egy gén esetén kétféle lehet —, 22 dihibrid,
23 trihibrid stb. keresztezésekben.

Ha egy keresztezésben tobb gént tekintiink egyszerre, és ezek egymastol fiiggetle-
niil 6roklédnek, akkor egy bizonyos genotipussal rendelkez6 utéd keletkezési valoszi-
nliségét a teljes utddpopulacioban egyszeri statisztikai szamitassal becstilhetjiik. Ek-
kor a fliggetlen eseményeket kiilon-kiilon tekintjiik, és a szorzasi szabalyt alkalmazzuk.
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Példaul a
A/a; b/b; C/c; D/d; E/e x A/a; B/b; C/c; d/d; E/e

keresztezés utodai kozott a/a; b/b; c/c; d/d; e/e genotipusu utdd

Ya x Yo x Yo x Vo x Y4 =1 /756 valdszinliséggel keletkezik,

mert P (A/a x A/a— a/a) =% ;P (b/b x B/b — b/b) = ¥ stb.

Ez a mddszer a geno- és fenotipusok aranyainak el6rejelzésére egyarant alkalmazhato.

Vajon hany utddra van sziikség ahhoz, hogy a kivant geno- vagy fenotipusu egyed
legaldbb egyszer el6forduljon? A fenti példanal maradva, a négyszeresen homozigdta
recessziv utod keletkezésének a valoszinlisége 1/2s56. Ez azonban nem jelenti azt, hogy
256 utdd kozott biztosan lesz egy megfelel6 genotipusu egyed. Gyakorlati szempontbol
a kérdést ugy célszert feltenni, hogy mekkora elemszamu mintara van sziikség ahhoz,
hogy 95%-o0s biztonsaggal megkapjunk legalabb egy darab megfelel6 genotipusu egye-
det (a 95%-os konfidencia-érték altaldnosan alkalmazott a biolégiai tudomanyteriile-
teken). El6szor adjuk meg a nem megfelel6 genotipusu egyedek keletkezésének vald-
szinliségét, ami 1 - (1/256) = 255/256. Ezt a valoszinliségi értéket Kiterjesztve n darab-
szamu mintara azt kapjuk, hogy a ,sikertelenség” valoszintisége: (255/256)". Annak va-
16szinlisége, hogy legalabb egy ,sikeres” minta (a megfeleld genotipust) legyen n darab
minta kozott: 1 - (255/256)". 95%-o0s konfidencia szintnél: 1 - (255/256)"= 0,95. Az egyen-
let megoldasaval n=765 értéket kapunk, vagyis ekkora utédszamban célszeri gondol-
kodnunk ahhoz, hogy megkapjuk a négyszeresen homozigéta genotipusu egyedet.

3.2.2. A fiiggetlen 6roklodés torvényének alkalmazasai: tiszta
vonalak (pure lines) létrehozasa

Egy génre nézve homozigdta egyed az adott gén tekintetében tiszta vonalud egyed. A tiszta
vonalak az alapkutatasban és a gyakorlatban is kiemelked6en fontosak. A tiszta vonalu
egyedek szaporitasakor sok-sok generacion keresztiil valtozatlanul fennmarad az adott
genotipus (és a hozza rendelhet fenotipus), tehat a tiszta vonalak konstans genetikai
forrasok. A legfontosabb genetikai modellszervezetekre 1étrehoztak olyan nemzetkozi
torzscentrumokat (stock center), melyekben fenntartjak, és igény esetén a kutatok ren-
delkezésre bocsatjak az 6sszes mar publikalt valtozat barmelyikét. Hasonl6 torzscentru-
mok léteznek a mezdgazdasagban hasznositott n6vény- és allatfajtakra is.

A tiszta vonalak tobb generacidn keresztiili onmegtermékenyitéssel hozhatok 1étre
(magasabbrend allatok esetében 6nmegtermékenyités nem johet szdba, ehelyett azo-
nos genotipusu egyedek keresztezése torténik). Egy egyszerl példat véve, azaz egy
gént nézve A/a genotipusu egyed 6nmegtermékenyitésekor a kovetkezb generacidoban
a heterozigotak aranya felére, az azt kovetd generacioban negyedére csokken és igy
tovabb. Nyolc generacid alatt a heterozigotak aranya (%2)8 = 1/2s6, vagyis kb. 0,4% lesz
(3.5. abra):
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L. mind 4/a
O
3. 4{4/3%%/4{/::4' \Saa\ﬂtuu

3.5. dbra: Beltenyésztés sordn a heterozigotdk ardnya generdciordl generdciora
csokken, a homozigdtdk ardnya pedig nd

Ha 256 darab fliggetleniil 6rokl6d6é gén mindegyikére nézve heterozigdta egyedet
onmegtermékenyitéssel nyolc generacion keresztiil szaporitunk, akkor a nyolcadik ge-
neracioban atlagosan mindossze egy gén marad heterozigéta formaban (1/2s6) a 256
génbdl. A mddszer tehat eredményesnek tekinthetd tiszta vonalak létrehozasahoz.

Nézzilink egy olyan nemesitési sémat, melynek célja egy négyszeresen homozigota
novényvonal létrehozasa. A négy gént mindeniitt azonos sorrendben irjuk fel. + jel je-
16li a vad allélt minden gén esetén, a mutans allélokat pedig — melyeket homozigéota
formaban egyesiteni kivanunk - 1, 2, 3, 4 szamokkal jel6ljiik. Itt négy olyan tiszta vo-
nalbdl indulunk ki, melyek egy-egy gén kiilonleges (el6nyds) alléljait tartalmazzak, és
a cél a négy el6nyos tulajdonsag egyesitése egy vonalban. Egy lehetséges nemesitési
séma (3.6. abra):

elsd tiszta vonal masodik tiszta vonal harmadik tiszta vonal negyedik tiszta vonal
/1 +4 o ++ i+ X | 22 0+ L+ + 33 4 |+t A+ A+ A4
Fl VA 2/4+ L+ i+ Fl | /4 /4 34 4/+
onmegtermeékenyites onmegtermékenyites
‘ U1:2/2 4+ +/+ | Keétszeres homozigotak | 4+ 3/3 0 4/4 |

kivalasztasa
Mie)

AN v

Ketszeres homozigotak
keresztezese

l

| 1+ 2/+.3/+ . 4/+ ‘

onmegtermeékenyites

l

Negyszeres homozigotak | 11:2/2:3/3 4/4
kivalasztasa e

3.6. dbra: Egy négyszeresen homozigéta névényvonal nemesitési sémdja

Az igy létrehozott, tobb el6nyds tulajdonsagot hordozo tiszta vonalak (superior
pure lines) kényelmesen fenntarthat6k, szaporithaték sok-sok generacién keresztiil.
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3.2.3. Hibrid vigor

A mezd6gazdasagban a tiszta vonalak mellett igen elterjedten alkalmaznak hibrid egye-
deket (3.7. abra). A hibrideket két beltenyésztett vonal keresztezésébdl hozzak létre.
Az F1 hibrid generaci6 (1ényegében sokszorosan heterozigéta) a sziil6i vonalakhoz ké-
pest 1ényegesen jobb paraméterekkel rendelkezik (nagyobb a mérete, a termésho-
zama, az életképessége). A tobbszoros heterozigotasag eme altalanos eldnyeit nevezik
hibrid vigornak. A hibrid vigor hatterében all6 molekularis okok nagyrészt tisztazatla-
nok. Egy lehetséges magyarazata a kovetkezo6: A beltenyésztés soran n6é a homozigota-
sag (sok gén Kkeriil homozigéta formaba), és ez a populacidban jelenlévé karos vagy
hatranyos recessziv allélokra is érvényes lehet. Két fliggetleniil beltenyésztett vonalnal
a véletlen jatéka folytan nem ugyanazoknak a géneknek a karos recessziv alléljai kertil-
nek homozigo6ta formaba, és keresztezésiikkor a legtobb gén heterozigdta allapotba jut,
csokkentve ezaltal az igy létrejott hibridben a recessziv el6nytelen allélok fenotipusos
kifejez6dését. A hibrid vetémag eldallitasi koltsége magas, hiszen évrdél évre fenn kell
tartani a sziil6i beltenyésztett vonalakat, és mindig tjra el6 kell llitani a sziil6i vonalak
keresztezésével a hibrid vetémagot (vagy allatok esetén a hibrid egyedeket). A gazdak
szempontjabol a hibridek tovabbi elénytelen sajatsaga, hogy az F1-t kdvetd generaci-
O0kban mérséklddik, illetve kiegyenlitetlenné valik a hibrid vigor, hiszen az F1 hibrid
meidzisa soran sokféle allélkombinacié jon 1étre, és az utédoknak csak egy kis hanyada
rendelkezik a hibridhez hasonlé mértékli heterozigétasaggal. Példaul egy tetrahibrid
keresztezésben 81-féle (azaz 34) genotipusu utod keletkezik, és e négy gén fiiggetlen
oroklédése esetén az F1-gyel megegyez6 tetrahibrid (A/a; B/b; C/c; D/d) utédok ara-
nya mindossze (¥2)*=1/16 (6%).AA/-; B/-; C/-; D/- genotipus pedig (3/4)* =81/256, azaz
kb. 30%-ban varhato.

4

€ BRED!

|
MAIZE

ING PROGRAM - TAMU

3.7. dbra: Hibrid kukorica (k6zépen) a két beltenyésztett sziiloi vonallal (két szélen)
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3.3. A fiiggetlen 6roklodés kromoszomalis hattere

Akarcsak Mendel elsd torvénye (az allélparok egyenld szegregacidja), a kiilonb6zd kro-
moszomakon 1évd gének fiiggetlen hasadasa is (Mendel masodik térvénye) a kromo-
szomak meiodzisbeli viselkedésével magyarazhato. Jeloljiik a tobb kromoszomat tartal-
mazo diploid sejt kromoszémait 1 (melynek egyik homolég tagja 1’, masik homolég
tagja 1”), 2 (2’ és 2” homoldg par) stb. szamokkal! Miutdn a meidzis soran a homolégok
parba allnak, és az egyenlitdi sikba rendezédnek, a homoldg parok egyik tagja (1') me-
het a sejt egyik polusa felé (mondjuk tgy, hogy ,északra”), a masik tagja (1”) pedig a
sejt masik polusa felé (,délre”), vagy forditva. Ugyanez érvényes minden homolog kro-
moszomaparra. Az 1’ taggal keriilhet ugyanabba az utddsejtbe a 2’ vagy a 2" tag is, és
igy tovabb, ez a fliggetlen vandorlas a tobbi kromoszémaparra is igaz.

Mikroszkoposan a kromoszémak egymastdl fliggetlen szétvalasa, szétosztasa csak
kivételes esetben detektalhat6, mivel a homol6g parok nem kiilonboztethet6k meg egy-
mastodl ezen a vizsgdalati szinten. Az els§ citoldgiai bizonyitékot Elinor Carothers szol-
galtatta 1913-ban. O egy bizonyos szdcskefaj himjeinek hereszovetében tanulma-
nyozta a meidzist. Carothers ezekben az egyedekben kiilonleges kromoszémakra fi-
gyelt fel: egy par nélkiilj, illetve egy heteromorf (mas kinézetli) homolég parra. Nagy-
szamu meiozist végignézve Carothers azt tapasztalta, hogy a par nélkiili kromoszéma
ugyanolyan gyakorisaggal keriilt egy utédsejtbe a heteromorf par egyik tagjaval, mint
a masikkal.

Altalanossagban elmondhaté, hogy ha az elsé kromoszémapar helyzetét (vandor-
lasi iranyat) rogzitettnek tekintjiik, akkor a masodik kromoszdéma tagjai 50-50% esély-
lyel kertilnek az els6 kromoszéma adott tagjaval ugyanabba az utédsejtbe, azaz a nem
homolég kromoszémak egymastol fiiggetleniil ,,szortirozédnak”, az egyes homolog pa-
rok szétvalasa nem befolyasolja mas homoldg parok szétvalasat.

A 3.8. dbra szemlélteti, hogy két kromoszémapar egymastol fliggetlen meidzisbeli
viselkedése miként vezet egy dihibrid sejt (A/a; B/b) meidzisa sordn 1:1:1:1 genotipus
aranyu meidtikus termék keletkezéséhez. Az egyik homoldg kromoszémapar tagjain
feltiintettiik a A-a (az ,A” 16kuszon), a masik homol6g par tagjain pedig a B-b (a ,B”
l6kuszon) allélokat. A példaban szerepl6 sejt tehat 2n=4 kromosz6mat, azaz két homo-
16g part tartalmaz. A meidzis soran a négyféle allélkombindaciéju (A;B, a;b, A;b és a;B)
haploid termék egyenl6 aranyban keletkezik. Ezt irtuk fel a mendeli dihibrid kereszte-
zések szemléltetésekor a Punnett tablaban egyik, illetve masik sziil§ esetén is, és e

eV

szamaranyt.
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Interfazis

Profizis I.

Profazis 1.
A homolégok
szinapszist

alkotnak ‘/

Két
azonos
Anafiazis 1. valoszinii-
ségli
orientacio
Telofazis 1.
Anafizis I1.
1 1
4 4
Meiozis vége < -
1 1
4 4

3.8. dbra: Két gén fiiggetlen 6réklédésének magyardzata a kromoszémdk szintjén
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3.4. Autoszomalis és nemi kromoszomahoz kotott
gének fiiggetlen hasadasa

A fliggetlen hasadds a nemi kromoszomakra is érvényes: az autoszomak és a
szexkromoszémak egymastol fiiggetleniil viselkednek a meidzis soran. A nemi kromo-
szomak is parba allnak (példaul X és Y), majd kiilon utddsejtbe keriilnek. Nézziik, mi-
lyen dihibrid aranyt kapunk, ha egy X-hez kotott és egy autoszémalis gén 6rokl6dését
kovetjiik nyomon egyszerre! A példaban csokevényes szarnyu (autoszémalis recessziv
allél okozza, az allél jele: vg, vestigial = csokevényes) /és vad szemszinli/ Drosophila
néstényt kereszteziink fehér szemi (X-hez kotott recessziv allél, jele: w, white = fehér)
/és vad szarnyd/ himmel. A keresztezés genetikai szimbo6lumokkal felirva:

vg/vg; +/+ @ x +/+;w/Y &
Tanulmanyozzuk és értelmezziik a genetikai jeloléseket a fenti keresztezésben!

o A keresztezést szimmetrikusan irjuk fel: minden széban forgé gén allélparjait fel-
irunk mindkét szul6nél, azonos sorrendben.

e Avad allélokat ,+” jel jelzi. Az egyszer(iség kedvéért a néstény sziilénél a w*/w+* al-
lélpart +/+-ként, a him sziil6nél pedig a vg*/vg* allélpart +/+-ként irtuk fel, de mivel
a gének felirasanak sorrendje a két sziil6nél szabaly szerint megegyezd, pontosan
tudjuk, hogy az egyes + jelek mely gén vad alléljanak felelnek meg.

e Mivel a himekben az X-hez kotott géneknek csak egy példanya van jelen, a w allél
mellé az X kromoszdéma parjat, vagyis az Y-t irtuk fel.

A fenti keresztezést részletesebben az alabbi mddon is felirhatjuk:
vg/vg ; Xw*/Xw+ Q@ x vg*/vg*; Xw/Y o)

[tt kiirtunk minden allélt, valamint az X és Y ivari kromoszomakat is, fels6 indexben
az altaluk hordozott allélokkal.

Nézziik tovabb, milyen geno- és fenotipusu utdédokat kapunk az F1 és F2 generaci-
okban! A két Mendel torvény ismeretében az utédok genotipusanak felirasa roppant

egyszer(:
F1¢ vg/vg*; Xwt/Xw minden néstény vad szarnyd, vad szemi
d vg/vg*; Xw*/Y minden him vad szarnyu, vad szem

Az F1 inter se keresztezés (egyszerlisitett jel61ésekkel):
vg/+;+/wo® x vg/+;+/Y &

Az F2 generacioban:
e Az autoszomalis vestigial génre nézve ez egy monohibrid keresztezés. Nemtol
fliiggetleniil:
oo o+/- (vg*/”valami, barmi”: a kot6jel azt jelenti, hogy vg* vagy vg
is lehet a helyén), szarny fenotipus: vad
Y4 vg/vg szarny fenotipus: csokevényes
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o Az X-hez kotott white gén esetén:
R Y +/+ és Y +/w  szemszin fenotipus: mind vad
Magyardzat: a ndstény utodok két X kromoszémat kapnak, egyik X-et az
apjuktdl, mely ebben az F1 inter se keresztezésben w+* allélt
tartalmaz; az anyatol pedig 50-50 %-ban o6roklik a w il-
letve a w allélt hordozé X kromoszémat).

d % +/Y(vad szemszin) és Y w/Y  (fehér szemszin)
Magyardzat: a himek csak az anyjuktdl kapnak X kromoszémat, vagy
a w* vagy a w allélt tartalmazot.

A két gént kombinalva és a szorzasi szabalyt alkalmazva az F2 generacioban a ne-
meknek megfeleld fenotipusos megoszlas:

F2 néstények: 34 vad tipus (mindkét jellegre)
Y4 csOkevényes szarnyu (és vad szemii)

F2 himek: 3 /g vad tipus (3/4 x1/2)
3 /g fehér szemii (és vad szarnyu) (3/4 x1/2)
1/g csokevényes szarnyu (és vad szemii) (1/4 x %)
1/g csokevényes szarnyu és fehér szemi (1/4 x %)
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4. Kapcsoltsag. Homolog rekombinacio.
Kapcsoltsagi térképek

Az 1900-as évek elején eukaridta szervezetek széles spektruman tesztelték és talaltak
altalanosan érvényesnek Mendel két - az egyenld szegregacio és a fliggetlen hasadas -
torvényét. A fiiggetlen 6rokl6dés azonban sok génpar tekintetében nem érvényesiil.
Erre a felismerésre jutott tobb kutato is az 1900-as évek elején a legkiilonfélébb rend-
szerekben (él61ényekben). A nem fliggetlentil 6r6kl6dé génparokra azt mondjuk, hogy
kapcsoltan 6rokl6dnek. A kapcsoltsag fizikai oka az, hogy ezen gének l6kuszai azonos
kromoszéman, egymashoz kozel helyezkednek el, ezért a kromoszémak szegregalasa
soran a két gén egylitt mozog. A fliggetlen kombinalédas a kapcsolt gének alléljaira te-
hat nem érvényesil: egy dihibrid gamétaiban nem 1:1:1:1 ardnyban jelennek meg az
allélkombinaciék. Adédik a kérdés, hogy hogyan modosul ez az arany? A fentiek alapjan
talan azt gondolhatjuk, hogy ha két gén egy-egy allélja egy kromoszéman, kapcsoltan
helyezkedik el, akkor azok mindig is igy maradnak, sok-sok sejtosztddas soran, gene-
raciorol generacidra egylitt mozognak. Ez azonban nem igy van. A homol6g kromoszoé-
mak ugyanis a meiotikus oszt6das soran darabokat cserélhetnek ki egymassal. Ennek
kovetkezménye az, hogy az egyes kromoszémak allélosszetétele valtozik. Emlékezziink
vissza, hogy a homolég kromoszémak megegyezé morfolégidjiak, ugyanazokat a
l6kuszokat (géneket) tartalmazzak, ugyanolyan elrendezddésben. Kiilonbség koztiik az
egyes lokuszokon 1év{ allélekben lehet: a homoldg par egyik tagjan egy gén egyik val-
tozata (allélja), masikon masik allélja helyezkedhet el. Ha egy kiterjedtebb kromoszo-
maszakaszt néziink tobb l6kusszal, akkor a homolog parok az egyes 16kuszokon barmi-
lyen kombinacioban tartalmazhatjak az alléleket (4.1. abra). Figyeljiik meg, hogy a 4.1.
abran szemléltetett 2., 3,, 4,, esetben a diploid genotipusa a négy génre nézve megegye-
zik (aa Bb Cc Dd), ha azonban a homoldg kromoszémak allélkombinaciéit nézzik, az
mindharom esetben eltér6 (Korabban mar megismerkedtiink a perjel szerepével, me-
lyet a homolég kromoszomak tagjainak elvalasztasara hasznalunk, egyik oldalan az
egyik, masik oldalan a masik homolég tag alléljait soroljuk fel.) Az dbra 3. és 4. része
szemlélteti a homolog parok kozotti adott szakasz (itt a B 16kuszt tartalmazé régio)
kicserélédésének kovetkezményét az allélosszetétel megvaltozasara.
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1 2 3. 4
A 1 a 1 1 1 1 1
Egy homolog { e
kmfnosz’énmpair B B B b b |<]|B — B b
négy lokusza C C g C ¢ C ¢ C
D d d D D d D d
Genotipus
az allélkombinaciok Aa BB CC Dd aa Bb Ce Dd = aa Bb Ce Dd = aa Bb Ce Dd
megadasa nelkul
Genotipus
az alléelkombinaciok ABCD / aBCd aBed / abCD - abeD / aBCd = aBceD / abCd

megadasaval

4.1. dbra: Négy példa allélpdrok elrendezddésére egy homolég kromoszémapdron
(kék az egyik, piros a mdsik homoldg; A, B, C és D négy 16kusz)

4.1. Kapcsoltsag és intrakromoszomalis
rekombinacio kimutatasa genetikai eszkozokkel
A kapcsolt 6roklédésre vonatkoz6 els6 megfigyeléseket William Bateson és Reginald

Crundall Punnett tette (1911) szagos biikkdny névényben. A virdg szinét és a pollen
alakjat befolyasol6 gének 6rokl6désében nem a vart 9:3:3:1 aranyt tapasztaltak.

P PP LL x pp Il
lila virag, hosszukas pollen piros virag, kerek pollen
F1 Pp LI

lila virag, hosszukas pollen

vart (9:3:3:1) tapasztalt (381 utdd)

F2 P-L- lilavirag, hosszukas pollen 215 < 284
pp L- piros virag, hosszukas pollen 71 > 21
P-1l lila virag, kerek pollen 71 > 21
pp Il piros virag, kerek pollen 24 < 55

Két kategdria a vartnal nagyobb, kettd pedig a vartnal kisebb aranyban jelent meg.
Azt feltételezték, hogy a dominans génvaltozat ,kotédik” (coupling) a dominanshoz, a
recessziv pedig a recesszivhez.

Hogy ez nem egészen igy van (nem mindig van igy), és hogy miért nem, arra a hires
Drosophila-iskola (Columbia University, fly room - 1égyszoba) kutatéi vilagitottak ra (a
Kromoszomaelmélet igazolasa témakornél mar talalkoztunk Morgan és Bridges nevé-
vel). A kapcsolt 6roklgdés alapjainak feltarasa és ennek kihasznalasa genetikai térké-
pek készitésére Thomas Hunt Morgan és Alfred H. Sturtevant nevéhez kapcsolodik
(4.2. abra).
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4.2. abra: Thomas Hunt Morgan és Alfred H. Sturtevant a ,l1égyszobd”-ban

Nézziink meg két, Morgan altal elvégzett, Drosophila keresztezést:
(a génekrdl: pr - purple - lila szem, vg - vestigial - csokevényes szarny, ,+” jelenti a vad

allélt)
Elsé keresztezeés:
P prprvgvg x priprtvg*vg* &
lila szem, csokott szarny vad szem, vad szarny
F1 prprtvgvg* ? (dihibrid)  x prprvgvg J (test cross)
vad szem, vad szarny lila szem, csOkott szarny

Mivel Morgan a dihibrid néstényt tesztelé6 keresztezésbe vitte, az F2 utédok
fenotipusa tiikrozi a dihibrid sziil6 altal 1étrehozott gamétak allélosszetételét. A tesz-
tel6 keresztezés kulcsfontossagu volt.

F2 fenotipusok: vad szem, vad szarny prtvg* 1339 vartnal tobb
(1:1:1:1-tvarnank) vad szem, csokottszarny prrvg 151 vartnal kevesebb
lila szem, vad szarny prvg* 154 vartnal kevesebb
lila szem, cs6kott szarny  prvg 1195 vartnal tobb
Osszesen: 2839 utod

Masodik keresztezés (felcserélt P sziiloi allélkombindcidk):
P prpr*vgvg ? x prprvg*vg*d
vad szem, csokott szarny  lila szem, vad szarny

F1 prprtvgvg* ? (dihibrid)  x prprvgvg J (test cross)
vad szem, vad szarny lila szem, cs6kott szarny
F2 fenotipusok: vad szem, vad szarny prtvg* 157 vartnal kevesebb
(1:1:1:1-tvarnank) vad szem, csokott szarny pr*vg 965 vartnal tobb
lila szem, vad szarny prvg* 1067 vartnal tobb
lila szem, cs6kott szarny  prvg 146 vartnal kevesebb
Osszesen: 2335 utéd
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A fenti keresztezések tanulsaga szerint nem a dominans vonzza a dominansat, és a
recessziv a recesszivet, hanem mindig az eredeti (sziil6i P) tulajdonsagok kombina-
cidja (azaz allélkombinaciok) jelennek meg a vartnal nagyobb aranyban az F2
generacioban.

Morgan felismerte, hogy a két tulajdonsag génje azonos kromoszéman helyezked-
het el, ezért a kettds heterozigdta ivarsejtképzése soran azok nem valnak el egymastdl,
és egy ivarsejtbe keriilnek. Ennek kovetkezményeként az eredeti allélkombinaci6 a
vartnal nagyobb gyakorisaggal lesz jelen az ivarsejtekben (4.3. abra). Latjuk azonban,
hogy nem kizarolag a sziil6i allélkombinacidk jutnak tovabb a kdvetkezd generacioba.
Hogyan jonnek létre az j kombinaciok, vagyis a rekombindnsok? A meiézisok egy ré-
szében a homol6gok szakaszokat cserélnek ki, melynek kovetkezményeként uj allél-
kombinaci6ji kromoszémak keletkeznek. Ilyen rekombinans kromoszémakat tartal-
maz a képzddo ivarsejtek egy része (4.3. dbra).

pr vg prt  vg+
P , b4 " .
pr vg pr* Vg .
iz 5% e vg sl vg*
P gametai g ‘ : !
pPr vg
F1 —
prt vt
o ¢
F1 gamétai:
/ L™ A gameétakepzes soran a meiozisok egy
A gamétaképzés soran az egy pr Vg részében a homolog parok szakaszokat
g , €Q) . S
kromoszoman elhelyezkedé allélok cserelnek ki. Az eredeti (sziilo1)
gvakran egviitt mozognak. Az eredeti P AN allelkombinaciok megvaltoznak.
gt ’ Ty B r Vi Stret1d o - i Al AC1O1T
(szuléi) allélkombinaciok megmaradnak. R g Létr qonn.d\’ azuj allleOlI}bll}ﬂUOjU
/ Atkeresztezddés  —rekombinans — kromoszomak.
(crossing over) a N
homologok kozott
Vg pr vg*
y p 1 '
pr > vg+

prt vg

4.3. dbra: A kapcsolt gének alléljai nagy gyakorisdggal egyiitt 6réklédnek. Uj
allélkombindciok a homoldgok kézotti szakaszok kicserélddésével johetnek létre.

A rekombinaci6 Gjra kombinalédast jelent: olyan kromoszémak, ivarsejtek kialaku-
lasat, melyek a meiotikus diploidot 1étrehoz6 haploid sejtektdl eltéré allélkombinaciot
hordoznak. Rekombinaci6 kétféle médon torténhet:

e Interkromoszomalis (kromoszémak kozotti) rekombinacioé: a kiillonb6zé kro-
moszomakon elhelyezkedd gének a kromoszémak fiiggetlen kombinal6dasabol
addédodan rekombinalédnak (l1asd a Gének fliggetlen 6rokl6dése cimii 3. fejezetet).

e Intrakromoszomalis (kromoszéman beliili) rekombinaci6: a homolég kromo-
szomak tagjain beliili allélkicserél6dés vezet 0j allélkombinacidk kialakulasahoz
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(ebben a fejezetben ezzel foglalkozunk). Mivel a homol6g kromoszomak régioi-
nak djra kombinal6dasaroél van szd, a rekombinacionak ezt a formajat homolog
rekombinacionak is nevezziik.

Két gén fiiggetlen 6roklédése esetén a sziildi és a rekombinans ivarsejtek 50-50%-
ban keletkeznek (lasd a Gének fiiggetlen 6roklédése cimii 3. fejezetet). Kapcsolt 6rok-
16désnél a sziil6i allélkombinaciét hordozé ivarsejtek aranya 50%-nal tobb, a
rekombinans ivarsejtek aranya pedig 50%-nal kevesebb. A pontos aranyt tobb tényezd
befolyasolja, melyek koziil az egyik legfontosabb a 16kuszok kozotti tavolsag. Mint keé-
s6bb latni fogjuk, egy adott él6lény két adott l6kuszanak viszonylataban statisztikai
szempontbdl megfelel6en nagyszamu ivarsejt (tesztel6 keresztezésben F2 utdd) at-
vizsgalasaval a rekombinans:sziil6i tipusok aranya koézel allandd, reprodukalhaté. Ezt
ismerte fel Sturtevant, és hasznalta fel gének viszonylagos tavolsaganak meghataroza-
sara (lasd késébb a Kapcsoltsagi térképezés cimi 4.4. szakaszban).

4.2. Az intrakromoszomalis rekombinacio citologiai
Kimutatasa

A homol6g kromoszémak kozotti szakaszok kicserélédésének elsé fizikai bizonyitékat
Barbara McClintock és Harriet Creighton (1931) szolgaltatta kukorica névényben.
Fenotipusos markerekkel genetikailag, az érintett kromoszdéma citoldgiai vizsgalataval
(mikroszkoépos kromoszéma vizsgalat) pedig fizikailag mutattak ki a rekombinaci6 té-
nyét.

A két markergén:
C- (colour gén) — sotét aleuron, sotét szem
cc — szintelen aleuron, sarga szem
Wx- (waxy gén) = normal keményit a magban
wx wx — abnormalis keményitdszerkezet, viaszos megjelenésii mag

A két gén kapcsoltan 6roklédik, 16kuszaik egy kromoszéman helyezkednek el. En-
nek a kromoszémanak talaltak egy olyan kiilonleges formajat, mely citoldgiailag kimu-
tathaté jegyeket hordozott: egyik végén egy buckoszeri képletet (jeloljiik: »), a masik
végén pedig egy extra szakaszt (transzlokalddott szegmens, jeloljiik: ~) tartalmazott.
El6allitottak egy olyan vonalat, mely adott kromoszdmajanak egyike a kiilonleges mor-
fologiaju, masika pedig normal szerkezet(i volt. A fenti két génre nézve a vonal dihibrid,
méghozza « C wx ~ / ¢ Wx allélelrendez6désben (4.4. abra). Ezt a dihibrid vonalat tesz-
tel6 keresztezésbe vitték, majd az utdédok kézott a rekombinans fenotipusiak kromo-
szomadit citoldgiailag is megvizsgaltak. Kimutattak, hogy a rekombinacié egyiitt jar a
kromoszdmaszakaszok fizikai kicserél6désével, ami minden bizonnyal toréssel és uj-
raegyestiléssel valosul meg (4.4. abra).
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Sziilok (dihibrid tesztkeresztezése) Rekombinans utodok
transzlokialodott szegmens
bucko -

C wXx L c WX C Wx

Y\\_ / B R . B H—‘——l-\- - ""\/f\\ Qi &
‘ 8 wx I

# = 5 = _- —- . ( - -; -7 " G -. ‘. "

C Wx (< WX (= WX C WX

4.4. abra: A homolégok kézotti szakaszcsere citolégiai igazoldsa kukorica kromoszé-
mdn

A homolégok kozotti atkeresztez6dés mechanizmusara hasznaljuk a crossing over
kifejezést, az atkeresztez6dési helyet pedig kiazmdanak (chiasma, tdbbes szdmban
chiasmata, eredete: chi = x forma) nevezziik. Az atkeresztez6dés a meidzis [ profazisdban
torténik (lasd a Meidzisrol szo6l6 2.3.2. fejezetet). Emlékezziink vissza, hogy ekkor min-
den kromoszéma kétkromatidas formaban van jelen, tehat a két kétkromatidas homolég
négy kromatidaja simul 6ssze. Citoldgiailag akkor lathaték legszebben a kiazmak, amikor
ahomoldégok mar kezdenek szétvalni (4.5. abra). Ekkortajt torténik a keresztszerkezetek
feloldasa is (lasd a tovabbiakban). Atkeresztez8dés nemcsak a nemtestvér, hanem a test-
vér kromatidak kozott is 1étrejohet, de ez utébbi genetikailag nem érhetd tetten, hiszen
a testvérkromatidak egymas replikai, igy ha torténik is kozottiik szakaszcsere, az az ere-
deti allapothoz képest nem okoz eltérést.

4.5. dbra: Kiazmdk a homolégok kézott

4.3. A homolog rekombinacio mechanizmusa

Ezidaig a homolog rekombinaciot ugy emlegettiik, mint a meiotikus osztddas fontos
mechanizmusat, amely hozzajarul a homolég kromoszémak szakaszainak keveredésé-
hez. Ez a mechanizmus az ivarosan szaporodé fajok genetikai valtozatossaganak egyik
forrasa. Tudnunk kell azonban, hogy a homolég rekombinacié mint mechanizmus nem
csak ebben a vonatkozasban zajlik. BArmely olyan esetben, amikor homolég DNS-sza-
kaszok kozotti csere torténik, homoldg rekombinaciérol van szo. Ez egy konzervalt
(élovilagszerte hasonléképpen zajlé) molekuldris mechanizmus, mely homolég szaka-
szokat tartalmazoé virus, baktérium és eukariota genomrészek kozott is lejatszodhat.
Fontos szerepe van a prokariéta genomok ,keveredésében”. A DNS-hibajavitasban pro-
és eukariota sejtekben is nagy jelent6ségli a homol6g rekombinacié.
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Sok szervezetben sokan tanulmanyoztak a DNS-molekulak atkeresztezddésével,
majd a keresztszerkezet feloldasaval jaré folyamat molekularis hatterét. Ma tobb mo-
dellt is ismertink, aminek oka az ismeretek folyamatos bdviilése, a mechanizmus egyre
tobb aspektusanak megismerése. A legismertebb modellek megalkot6i: Robin
Holliday (1964), M. S. Meselson és C. M. Radding (1975), Jack W. Szostak (1983).

A homolég rekombinacié a DNS-molekulaszakaszok igen preciz (bazis pontossagu)
reciprok cseréje (4.6. abra). A csere elsé 1épése a két homoldg DNS-molekula atkeresz-
tezddése, ami a szalak torésével és Gjraegyesiilésével jar. Az atkeresztezddést specialis
rovid szekvenciarészek (Un. chi-szakaszok), illetve egyes vagy kettds szali DNS-toré-
sek inicializaljak. Az atkeresztez6désben egy ponton két DNS kettds hélix vesz részt,
tehat négy DNS-szal. (Meiotikus crossing overnél ez két kromatidanak felel meg, de a
négy kromatida koziil paronként barmelyek atkeresztezédhetnek kiillonb6z6 helye-
ken.) Az atkeresztez6dést gyakran a keresztez6dési pont elcsiszadsa koveti (Un. szal-
vandorlas), amibdl az kovetkezik, hogy a kereszt alak megold6dasanak helye a DNS-
molekuldk mentén nem feltétleniil esik egybe az atkeresztez6dési ponttal. A kereszt
alak feloldasa torténhet gy, hogy visszaall az eredeti molekulaszerkezet (leegyszeri-
sitve mondhatjuk igy, mert valéjaban a kereszt vandorlas miatt egy révid szakaszon
megtorténik a szalcsere, és Uin. heteroduplex szakasz keletkezik; a heteroduplex az ere-
deti atkeresztez6dési ponttdl a kereszt alak felold6dasi helyéig tart), vagy ugy, hogy a
két DNS-molekula szakaszai kicserél6dnek (ebben az esetben beszélhetiink klasszikus
értelemben vett rekombinalédasrol) (4.6. abra). A folyamatban szamos fehérje vesz
részt, melyek nagy része kozos a DNS-replikacidéban és a DNS-hibajavitasban mikodé
fehérjékkel (helikdz, DNS-polimeraz, SSB-fehérjék, ligdz, nukleazok stb.).

Rekombinacié nem csak nagyobb kiterjedésli homolég DNS-szakaszok kozott jo-
het létre. A faggenomok baktérium kromoszémaba integralédasa példaul rovid, nem
teljesen homolég szakaszok altal valosul meg, ezt helyspecifikus rekombinaciéonak
nevezik.

A homoldg szakaszokat nem tartalmazé DNS-molekuldk k6zo6tti kombinalédast il-
legitim rekombinaciénak nevezik (igy épiilnek be példaul mozgé genetikai elemek és
plazmidok a kromoszémak valamely részébe).
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4.6. dbra: A homoldg rekombindcié Holliday-modellje

www.interkonyv.hu © Deék Veronika, BME

www.interkonyv.hu

© Typotex Kiado

© Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

www.interkonyv.hu

© Typotex Kiado

4. Kapcsoltsag. Homolég rekombindcié. Kapcsoltsagi térképek 63

4.4. Kapcsoltsagi térképezés (Linkage mapping)

Lattuk, hogy ha két gén kapcsoltan 6roklédik, a meidzis soran nem fiiggetleniil kombi-
nalédnak, hanem leggyakrabban egyiitt mozognak az 6ket hordozé kromoszémaval. Uj
allélkombinacidju (rekombinans) kromoszémakat tartalmazé meiotikus termékek ak-
kor johetnek létre, ha a mei6zis soran a két 16kusz kozott atkeresztez6dés és szakasz-
csere tortént. Ha egy meidzist tekintlink, melyben két 16kusz kozott rekombinacio tor-
tént, akkor a meidzis termékeinek atlagosan a fele rekombinans. Ezt a 4.7. abra szem-
1élteti.

A B
A B Nincs cr.o.
Meidzis 1 p b 0% Nem keletkezik
3 b rekombinans termék
A B Egy cr.o.
A B Barmelyik két nemtestvér
Meiozis 2 a b 50% kromatida Kozotti egy
a b cr.o. 50% rekombinans
termeéket eredményez.
A B
A B Két cr.o.
Meiozis 3 p b 0% Az egyik cr.o. konstans.
hozza képest a masodik
a 2 cr.o. négviéleképpen
torténhet.
A B Avégeredmeny atlagban
A B 50% rekombinans
Metdize 4 a “p 50% termeék.
a b
al B Ha egy meiozis soran NINC'S
A B cr.0., akkor nem képzédik
Meiozis 5 a b 50% rekombin:ins
a b kromatida/lesinysejt
Ha két lokusz kozott egy vagy
A B tabb cr.o. torténik, akkor a
A B meiotikus termékeknek
Mei6zis 6 a b 1000  Aatlagosan a fele rekombinins
a b

stb.

4.7. dbra: Két I6kusz kézotti crossing over dtlagosan 50% rekombindns terméket
eredményez

A fentiek tantsaga szerint két l6kusz k6zott nemcsak egy, hanem kett6 vagy tobb
atkeresztezddés is torténhet, és ha ez egy meiozis soran bekovetkezik, akkor a termé-
kek fele rekombinans. Az atkeresztez6désben barmelyik kromatida részt vehet, egy
ponton paronként.

A lékuszok kozotti tavolsagtol fiigg, hogy két 10kusz kozott a meidzisok hany szaza-
lékaban torténik rekombinacié. Rekombinacié a kromoszéma mentén barhol 1étrejo-
het, kis tavolsagon beliil kisebb, nagyobb tavolsagon beliil nagyobb valészinliséggel. Ha
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két 16kusz olyan tavol helyezkedik el egymashoz képest a kromoszoéman beliil, hogy
kozottliik minden meidzisban torténik legalabb egy (de akar tobb) ponton rekombina-
cio, akkor a rekombinans termékek 50%-ban keletkeznek, vagyis pontosan olyan
aranyban, mintha a két 16kusz kiilon kromoszéman helyezkedne el. Egy kromoszéman
beliili tavoli 16kuszok kozott tehat kapcsoltsag nem mutathato ki genetikai eszkozokkel.

Kis géntavolsagok esetén, melyeknél a kapcsoltsag kimutathaté (50%-nal kevesebb
rekombinans termék), a keletkezett rekombinans termékek aranya a gének kozotti vi-
szonylagos tavolsag j6 mérdszama. Ezt ismerte fel Sturtevant, és hasznalta ki els6ként
muslicaban gének egymashoz viszonyitott helyzetének meghatarozasara, azaz géntér-
képezésre. A mddszer dltaldnosan hasznalhat6. Az 1900-as évek kozepétdl rengeteg la-
boratdérium dolgozott és dolgozik a mai napig kulonféle szervezetek kapcsoltsagi tér-
képén. A modern molekularis bioldgiai eszkdzok lehetévé teszik, hogy ma mar nem-
csak fenotipusos markereket (olyan gének, melyek valtozatai fenotipusos eltéréshez
vezetnek, ilyenekkel foglalkozunk folyamatosan ebben a fejezetben), hanem moleku-
laris markereket is térképezhetiink. Ezek olyan DNS-menti valtozatok, melyek nem
feltétleniil érintenek génfunkcidkat, ezért fenotipus alapjan nem detektalhatok, de mo-
lekularis biolégiai eszkozokkel igen, és a kromoszomatérképek meérfoldkoveiként
hasznalhatdk.

Egy géntérképegység (map unit, réviditve m.u.) az a génparok kozotti tavolsag, ami-
kor 100 meiotikus termékbdl 1 rekombinans. Masképpen: 0,01 (vagy 1%) rekombina-
cios gyakorisag (recombinant frequency, RF) egyenld 1 térképegységgel, melyet T. H.
Morgan tiszteletére centimorgannak (cM) is neveznek. Az 1% rekombinans gyakorisa-
got ugy értelmezhetjiik, hogy 50 meidzisbdl egyben tortént egy rekombinacié a két
16kusz kozott, 50 meidzisnak 4x50 = 200 terméke van, melyek koziil 2 rekombinans
(egy crossing over reciprok termékei). Meg kell jegyezni, hogy a m.u. nem egy preciz
fizikai mértékegység, nem feleltethet6 meg egyértelmiien egy meghatarozott bazispar-
ban kifejezett tavolsaggal. Az egyes biol6giai rendszerekben a m.u.-ban és a bazispar-
ban kifejezett tdvolsagok kiilonboznek, akar egy genomon beliil is.

4.4.1. Kétpontos térképezés

Alegegyszeriibb térképezés soran egyszerre két 10kusz tavolsagat hatarozzuk meg, ezt
az eljarast kétpontos térképezésnek nevezziik. A kétpontos térképezés sémaja:
1. Tiszta vonalak keresztezése:

P prtprtvgvg ? X prprvgtvg* &
vad szem, csokott szarny lila szem, vad szarny

2. F1 tesztkeresztezése (test cross):
F1 prpr*vgvg* ? (dihibrid) x prprvgvg J (test cross)

vad szem, vad szarny lila szem, cs6kott szarny

3. F2 ut6dok szadmolasa

F2 fenotipusok: vad szem, vad szarny prtvg* 157 vartnal kevesebb
(1:1:1:1-tvarnank) vad szem, csokott szarny prtvg 965 vartnal tobb
lila szem, vad szarny prvg* 1067 vartnal tobb
lila szem, cs6kott szarny prvg 146 vartnal kevesebb
Osszesen: 2335 utod
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4. RF szamolas: RF = rekombinans utéd / 6sszes utéd
ebben a példaban a rekombinansok szama: 157 + 146 = 303
RF =303 /2335=0,129 0,129 x100=12,9 % = 12,9 cM (vagy m.u.)

Ugyanez rajzban szemléltetve (4.8. dbra):

Tiszta vonalu sziilok keresztezése:

prt_vg % pr_vg*

prt ovg pr vgt

Tiszta vonalu sziilok gamétai:

ot vg —pr_vg'
F1 dihibrid:
pr+ vg
i— pr vg+
F1 dihibrid tesztkeresztezése:
prvg " pr_vg
pr vg* provg

F2 utodok rekombinacio nélkiil — a sziil6i allélkombinaciokat tartalmazzak:

F2 utodok. ha a dihibrid meiozisa soran rekombinacio tortént a 1okuszok
kozott — fele sziiloi, fele rekombinans :

4.8. dbra: Kétpontos térképezés kisérleti sémdja
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Minél nagyobb utédszammal dolgozunk (minél tobb meidzis végkimenetelét néz-
zUk egyszerre), annal pontosabb tavolsagértéket kapunk. Egy kisérlet természetesen

W4

torténik.

A térképtavolsaggal ténylegesen a lokuszok kozotti crossing overek atlagos szama
aranyos. A gyakorlatban ezt nem kozvetleniil mérjiik, hanem a végkimenetel, a
rekombinans utdédok aranyanak megallapitasa altal. Tavol 1év6 16kuszok esetén gene-
tikai eszkozokkel nem feltétleniil tudjuk detektalni az oOsszes kozottik lezajlott
crossing over-t. Példaul, ha ugyanazon két nem-testvér kromatida kézott két (vagy bar-
mely paros szamu) atkeresztez6dés torténik, akkor a széli markerek (a két térképezett
gén alléljai) a sziil6i kombinaciéban jelennek meg. Ez a sziil6i kategdria aranyat noveli
meg a szamitasainkban, tévesen. Kozeli l6kuszok esetén a tobbszoros crossing over ke-
letkezésének esélye elhanyagolhatd, ezért kis tavolsagoknal a rekombinans F2 utédok
aranya hien tiikrézi a meidézisokban lezajlott crossing overek aranyat. Nagy géntavol-
sagoknal a kisérletesen meghatarozott rekombinans frekvencia - a tobbszoros
crossing overek torzité hatadsa miatt — a valos tavolsag alulbecsiiléséhez vezet. A kisér-
letesen meghatarozhat6 géntavolsag felsé hatara 50 m.u. (50%-o0s rekombinans frek-
vencia mar a nem kapcsolt génekre jellemzd). Minél kozelebbi adatot kapunk a felsd
hatarhoz, anndal nagyobb a pontatlansag. Léteznek matematikai szamitasok a mért tér-
képtavolsagok pontositasara. A kisérleti kivitelezés szempontjabdl két dolgot tehetiink
annak érdekében, hogy minél precizebb géntérképet készithessiink: 1) minél tobb mar-
kerrel, minél kisebb tavolsagokon térképeziink, 2) hArompontos térképezést végziink.

4.4.2. Harompontos térképezés

Egyszerre harom markerrel végzett térképezési eljaras a hairompontos térképezés. A
térképtavolsagok additivak, ezért harompontos térképezéskor a térképezett harom
16kusz egymashoz viszonyitott sorrendje is kidertil (a relativ tdvolsagok mellett) (4.9.
abra).

A-B Smou.
B-C 3m.u.
A-C Smu vagy A-C 2mu
A B C A C B

4.9. dbra: Harompontos térképezéssel egyszerre hdrom gén egymdshoz viszonyitott
tdvolsdgdt és sorrendjét lehet meghatdrozni

Az eljaras tovabbi eldnye a kétpontos térképezéssel szemben, hogy tobb crossing
overt ,tehetiink lathatova” az utédokban. A két széls6 16kusz kozotti kettds crossing
overre a kozbiils6 marker ravilagithat. Ez a két széls6 16kusz tavolsaganak pontosabb
meghatarozasat teszi lehetévé. Harompontos térképezésnél az a gén van kozépen,
amelyik a legritkadbb rekombinaciés osztalyban a sziil6i genotipushoz képest eltérést
mutat.
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Nézzilink egy sémat a harompontos térképezési kisérlet kivitelezésére!

Kukoricaban térképeziink harom gént: L, G, S
A gének nevének és jel6lésének eredete:
Il (lazy) - lassd novekedés
g9 (glossy leaves) - fényes levél
ss (sugary endosperm) - cukros endospermium

A harompontos térképezés kivitelezése a kétpontos térképezéshez hasonléan tor-
ténik, a kiértékelésben van eltérés. A kisérlet kivitelezése:
1. Tiszta vonalak keresztezése:

P LGS/LGS® X lgs/lgsd
vad n6vény lassu, fényes, cukros

2. F1 tesztkeresztezése (test cross):
F1 LGS /1gs@ (trihibrid) x lgs/lgsdJ (testcross)

vad n6vény lassu, fényes, cukros

3. F2 utédok szamolasa:

F2 fenotipusok F2 genotipusok Darabszam
vad LGS/lgs 286 (sziil6i)
lassu IGS/lgs 33
fényes LgS/lgs 59
cukros LGs/lgs 4
lassu, fényes lgS/lgs 2
lasst, cukros IGs/lgs 44
fényes, cukros Lgs/lgs 40
lasst, fényes, cukros  Igs/lgs 272 (szul6i)

Osszesen: 740

4. Kiértékelés:

» AKkétleggyakoribb osztaly a sziil6i: LGS és lgs. Az 6sszes tobbi rekombinans ka-
tegoria.

» AKkétlegritkabb osztaly kettds crossing overre utal. Ezek a LGs és a IgS. Emlitet-
tiik mar, hogy a ritka kettds rekombinans osztalyban a sziil6itdl eltérd allél arra
utal, hogy annak l6kusza van kozépen, tehat a génsorrend gyanithatoan: L - S -
G. A kétlegritkabb genotipus az L-S és az S-G kozott is lejatszdd 6 kettds crossing
overrel keletkezhetett. Ennek kovetkezménye, hogy a két szélsé marker kombi-
nacidja a sziildivel egyezik, de a kozépsé attdl eltér: L-s-G, valamint a reciprok
termék [-S-g. Ezt a génsorrendre vonatkozo feltételezést a kiszamitott tavolsa-
goknak ala kell tamasztaniuk.

Az RF értékeket génparonként szamoljuk.

L-S esetén (rekombinansok a Ls és IS kategoriak):
RF=(33+4+2+40)/740 - 10,7 m.u.

S-G esetén (rekombinansok a Sg és gS kategoriak):
RF=(59+4+2+44)/740 - 14,8 m.u.

L-G esetén (rekombinansok a Lg és IG kategoériak):
RF=(33+59+44+40)/740 - 23,8 m.u.
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A géntavolsagok alapjan valoszinlsithetd génsorrend (megegyezik azzal, amit a
ritka rekombindns osztalyok sugalltak:

10,7 m.u. 14,8 m.u.
L S G
23,8 m.u. (7)

A két szé&ls6 16kusz tavolsagat a fenti szamitasban alulbecsiiltiik. Ennek oka, hogy
nem vettiik figyelembe a ritka rekombinans osztalyokat, mivel ha csak az L-G viszonyat
nézziik, akkor az ebben a két ritka osztalyban sziiléinek mutatkozik. Val6jaban azon-
ban tortént crossing over az L és a G 16kuszok kozott, mégpedig kettd is, amit a koz-
biilsé marker (s) jelez. gy tehat akkor jarunk el helyesen, ha L-G esetén a ritka
rekombinans osztalyokat kétszeres szorzoval vessziik szamitasba. Ekkor

L-G esetén
(rekombinansok a Lg és IG kategoriak + a két ritka rekombinans osztaly 2x):
RF=(33+59+44+40+2x4+2x2)/740 - 25 m.u.

A 25 m.u. érték kozel megegyezik a 10,7 + 14,8 = 25,5 m.u. additiv tavolsaggal.

4.4.3. A kapcsoltsagi és a fizikai térképek 6sszeegyeztetése

A kapcsoltsagi térképek a kromoszomakat abrazoljak a térképezett 16kuszokkal. A
l6kuszok kozotti tavolsdgokat m.u. (cM) egységekben adjak meg. Egy kromoszéma
rendszerint hosszabb 50 cM-ndl. Bar a kisérletesen meghatarozhat6 térképtavolsag
maximum 50 cM lehet, a kozeli 16kuszok tavolsaganak dsszeadasabdl kaphatunk na-
gyobb térképtavolsagokat. A 4.10. dbra a muslica korai kapcsoltsagi térképét mutatja
be. Egy kromoszomat egy vonal reprezentdl, I (X) jeldli az X ivari kromoszémat. Egy
kromoszdémat egy kapcsoltsagi csoportnak is szoktak nevezni. (Megkereshetjiik a tér-
képen a mar megismert, és késobb a késdbbi fejezetek példaiban el6fordulo
l6kuszokat: white, vestigial, purple, Bar, brown, cinnabar.)
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1(X) I
yellow body, y
0.0 lscute bristles, sc 0.0
1.5710 white eyes, w 1373
3.0;- -\facet eyes, fa
5.5/-- -\echinus eyes, ec 6.1 =
7.5 ruby eyes, rb
13.7 T\ crossveinless =l
' wings, cv 16.5/]
20.0\ | / cut wings, ct
21 .0/- -\singed bristles, sn 2293
27.5 —%—tan body, t
27.77T] lozenge eyes, Iz 3i.0-
33.0—4— vermilion eyes, v 3¢
36.1 ——— miniature 39.3
wings, m 41.0 —
43.04 | | / sable body, s
44.0/- N garnet eyes, g 48.5\__
51.0
51.5 =3 scalloped 3
wings, sd
56.7\_ _/forked bristles, f
57.0’-: [\ Bar eyes, B
59.5 /T8 fused veins, fu 61.0M1
62.5/T" carnation eyes, car i
66.07 4 bobbed hairs, bb
67.0 —
68.17 ] \little fly, If
72.0 —
75.5 3
83.1 —
90.0\__
91.5 3
100.5 —
104.5 —
107.0777

 Star eyes, S

— Curly wing, Cy
— dumpy wings, dp
2

clot eyes, c/

— Sternopleural
bristles, Sp
— dachs tarsus, d

| / corrugated, corr
_/ daughterless, da
— Jammed wings, /

s black body, b
_s reduced bristles, rd

54.5\ 1/ purple eyes, pr
57.5 j— cinnabar eyes, cn

"\ withered wing, whd

— vestigial wings, vg

— Lobe eyes, L
— curved wings, ¢

— adipose, adp

_s disrupted wing, dsr
— smooth
abdomen, sm
— plexus wings, px
— brown eyes, bw

"\ speck body, sp

_, aristaless antenna, al

0.0
0.2
1.4

11.0

17.0
19.2

26.0
26.5

35.5

40.5
41.0
43.2

44.0

50.0

58.2
58.5

62.0
66.2

69.5
70.7

74.7
77.5

88.0
91.1
95.5
100.7

106.2

roughoid eyes, ru
veinlet veins, ve
Roughened eye, R

female sterile,
fs(3)G2

raisin eye, rai
javelin bristles, jv

sepia eyes, se
hairy body, h

eyes gone, eyg

Lyra wings, Ly
Dichaete bristles, D
thread arista, th

scarlet eyes, st

curled wings, cu

Stubble bristles, Sb
spineless brisles, ss

stripe body, sr
Delta veins, DI

Hairless bristles, H
ebony body, e

cardinal eyes, cd
obtuse wing, obt

\%

0.0i cubitus interruptus
veins, ci

0.2 grooveless scutellum, gv

1.4° ' bentwings, bt
2.0 ‘ eyeless, ey
3.0/ shaven bristles, sv

sparkling eyes, spa

mahogany eyes, mah

rough eyes, ro

suppression of purple, su-pr

claret eyes, ca

Minute bristles, M(3)g

4.10. dbra: A Drosophila melanogaster kapcsoltsdgi géntérképe

Ha ma latunk egy kapcsoltsagi térképet, az kevés (vagy semennyi) morfolégiai mar-
kert és nagysagrendekkel tobb molekularis markert tartalmaz. A siirlin elhelyezkedd
molekularis markerek segitik a génazonositast. Ha egy érdekes fenotipust okozé gént
keresiink (példaul névényben egy patogén rezisztencia gént), akkor minél szorosabban
kapcsolt molekularis markert talalunk hozza, annal kézelebb juthatunk , fizikailag” ma-
gahoz a génhez. A 4.11. abran arpa novény kapcsoltsagi térképe lathaté néhany morfo-
l6giai, és szamos molekularis markerrel.
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1 () 2 (2H) 3(3H) 4 (4H) 5(1H) 6 (6H) 7 (5H)

00
218

1020 Brmag01130

1268 ABGO02E

44 c48
31.2 ABGB10
3
gig 290 ABGHS
@9 382 Bmac02738
51 453 Bmac0006
4.2 98 KF PO02
8.2
®2 883 ABC302
06
@3 ®

2 883
w5
1000
102.7
1003
1196
1206
1324
1344

1408 MWGE?7
X7

BIANER 2B LY RS ERE RS2SR IVET BB LR wo
DRI R D D DD D D W DLW BB nD

1519
1636 ABGRE
18228 ABGA1

1914 ABCG22

2013 Bmag0113C
2105 MWGE02A

4.11. dbra: Arpa kapcsoltsdgi térképe (hét kromoszéma, bal oldalon a térképtdvolsdg
cM egységekben megadva, sdrgdval kiemelve a morfolégiai markerek, a tobbi
molekuldris marker)

A 4.12. 4bra az egér 16-os kromoszémajanak egy kevesebb, mint 1 cM-nyi szakaszat
(9,5-10,37 cM) mutatja. Addodik a kérdés, hogy mi az 6sszefliggés a klasszikus térkép-
egység és a valos fizikai (bazisparokban kifejezett) tavolsag kozott. A klasszikus kap-
csoltsagi adatok és a DNS-szekvencia ismeretének tiikrében egérben ebben a régiéban
1 cM = 3000 kbp-nak felel meg. A gének mérete atlagosan 10-20 kbp kozé esik
(intronokkal egylitt), a maradék tavolsagokat az intergénikus (gének kozotti) régiok
teszik ki.
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MGD: Mouse Chromosome 16 Linkage Map
With Human Orthologies

Click on a marker symbol to retrieve a cetailec marker recorg from MGD. ( Reguires client-side Imagemap support '

e Page 0: 9.50-10.37 cM
e Syntenic markers

D16Ais1
9.52 Serpindl SERPINDL 22g11.21
9.54
o 56, dxnph
9
9

.58 1 / D16Mit34
.60 Ritls
9.621 D16Mit56
] D16Mit31
ggg Bhaal9
= - D16Mit74
g . 72 ] D16Mit88
el 1g1-C5
16 g';;. Ig111 I6LL1 22q11.23
8 gl Vprebl VPREBL  22q11.22
9.78
9.80 Voreb2
S 9.82 Mapk1 MAPKL  22011.21
9.841 D16Ertd727e
9.861 D16Ertd780e
9.881 D16XrFd25
9.90 " | neats MEDIS  22q11.2
9.921 Tmem191c TMEMI9IC 22g11.21
9.941 AROBE038
9.961 ARB55340
9,951 016Jhu2s
10.00 | Emv12
10.021 Snrp2a-rs3
10.04 1 K1h122 KLHL22 — 22g11.21
10.06 1 Ube213 UBE2L3  22g11.21
10.087 D16Jhu23e
12'12_ 2Fp520
10.14 D16Mit165
10.161 016Jhu35
10.181 Dgsh
10.20 ;
16,02+ D16Wis1
10.24 1 Cals2
10.26 1 D16Ais2
10.28 D16Ais3
12-2; D16Aisd
10.34 D16AisS
Taloe Dger2 DGCR2 22q11.21
10.37

4.12. dbra: Az egér 16-os kromoszémdjdnak egy kevesebb, mint 1 cM-nyi szakasza.

A régioban szdmos gén és molekuldris marker taldlhaté (kék szinnel jelélve). Az eredeti
tdrhelyen az egyes gének részletes adatait is megtaldljuk
(http://www.informatics.jax.org/searches/linkmap.cgi?chromosome=16).

Jobb oldalon fekete betiikkel a humdn ortolégok és azok kromoszémalis lokalizdcidja
van feltiintetve.
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5. A mendeli genetika Kiterjesztése

A korabbi fejezetekben mar talalkoztunk olyan 6roklédési mintazatokkal (lasd a 2.4.
Nemhez kotott 6roklédés és a 4. Kapcsoltsag témakat), melyek a klasszikus mendeli
szabalyszerliségekhez képest valamilyen eltérést mutattak. Ebben a fejezetben to-
vabbi, a mendeli genetikat kiegészitd oroklédési formakkal ismerkediink meg.

A mendeli szamaranyok fenotipus szintjén valé megnyilvanulasa szigoru feltételek-
hez kotott. Mendel a réla elnevezett szamaranyok és torvények felfedezését a kovet-
kez6 ,véletlen” tényezdknek kdszonhette:

e minden mendeli allélpar egyszer(i dominans-recessziv viszonyt mutatott

e az Osszes genotipus életképessége azonos volt

e minden vizsgalt fenotipus jol azonosithaté volt (nem fiiggott a kornyezeti hatasok-
tol és a genetikai hattértdl)

e minden vizsgalt gén csak egyetlen fenotipust befolyasolt (két allélpar esetén mind-
egyik allélpar csak az egyik fenotipust befolyasolta, a masikat nem)

e minden mendeli fenotipus génje kiilonb6z6 kromoszéman helyezkedett el

Mendel a kisérleteiben egy fenotipus kovetésével valojaban egy kromoszoéma at-
orokitését modellezte. A mendeli torvények tokéletesen leirjdk a kromoszomak
meidzisbeli viselkedését, ami az é16vildg nagy részére altaldnosan érvényes.

Szamos olyan mechanizmust ismeriink, melyek hatasdra nem a mendeli szdmara-
nyok jelennek meg a fenotipus szintjén. A mendeli szamaranyokat modosité mechaniz-
musok nem érvénytelenitik, hanem kiegészitik a klasszikus mendeli genetikat. Ezek a
mechanizmusok az alabbiak:
kiilonb6z6 dominanciaviszonyok
tobbszoros allélizmus
letalis allélok
pleiotrépia (egy gén egyszerre tobb tulajdonsagot befolyasol)

a kornyezet fenotipusra gyakorolt hatasa

penetrancia (egy tulajdonsag megjelenésének gyakorisaga)
expresszivitas (egy tulajdonsag kifejez6désének valtozo mértéke)
tobb gén hatasa ugyanarra a jellegre

egy utvonalban haté gének, episztazis

extranuklearis 6roklgdés

kapcsoltsag

nemhez kotott oroklédés

imprinting

Meg kell jegyezni, hogy a fenti felsorolas nem klasszikus tudomanyos felosztas, in-
kabb csak izelitd és felvezetés a tovabbi témakhoz. Ebben a fejezetben megismerkediink
ezen mechanizmusok egy részével, mas résziiket kiilon fejezetekben targyaljuk. Latni
fogjuk ezen mechanizmusok 6sszefiliggését, a gének miikodésének 6sszetett formait.
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5.1. A dominanciaviszonyok Kkiilonb6zo valtozatai

5.1.1. Inkomplett dominancia

Az inkomplett (nem teljes) dominancia jelenségének leirasa Carl Correns (a Mendel-
torvények egyik Ujrafelfedezdje) nevéhez kothetd. Az 1900-as évek legelején csodatol-
csér (Mirabilis jalapa) novények keresztezésekor figyelt fel arra, hogy ha piros viraga
novényeket keresztez fehér viragi novényekkel, akkor az utédok mindegyike koztes
fenotipust (rézsaszin virdg) mutat. Az F1 rézsaszin viragu novények énmegterméke-
nyitésébdl szarmazo F2 generacié tagjai 1:2:1 aranyban piros:rézsaszin:fehér viraguak
(5.1. abra). Az F2 nemzedék 1:2:1 aranya azt igazolja, hogy a harom fenotipust egy al-
lélpar hatarozza meg (ez az egygénes 0rokl6dés genotipusaranya). A példaban az R1 és
az R2 jelolés tehat egy gén, az R (red, piros) két alléljara vonatkozik. A jelenség oka a
szul6k fenotipusanak nem tiszta dominans-recessziv viszonya. A hattérben a ,j6” gén-
termék dupla, szimpla vagy nulla d6zisa all, ennek megfelelden alakul ki a piros, rézsa-
szin, vagy fehér viragszin. A nem teljes dominancia eme formaja sok noévénynél felfe-
dezhet6 (oroszlanszaj, nebancsvirag, szegfii stb.)

piros ~  fehér ;
*

& 5 M
L Ao
R, R, F, oAy
rozsaszin 2

Rl R3 X RI R." F] X F] —11 > 4 ‘(:
rozsaszin rozsasiin

l/lRl Rl pir()s
%R, R, rozsaszin F,
YaR, R, fehér

5.1. dbra: Inkomplett dominancia
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5.1.2. Kodominancia

Kodominancia esetén a heterozigéta egyed a gén mindkét alléljadnak fenotipusat mu-
tatja. A fenotipus tehat pontosan tiikrozi a genotipust. Tipikus példa kodominanciara
az M-N vércsoportrendszer 6roklédése az emberben. A haromféle vércsoportot a vo-
rosvértestek felszini antigénjének mindsége okozza (5.1. tablazat).

5.1. tablaza: Kodominancia az M-N vércsoportrendszer kialakitdsaban

Genotipus Fenotipus Antigén
LMLM M vércsoport M
LMLN MN vércsoport Més N
LNLN N vércsoport N

Ki kell emelni, hogy a fenotipus vizsgalati szintjétdl fliggéen (molekula, sejt, szovet,
egyed) kaphatunk kiilonb6z6 dominanciaviszonyokat. Példaként nézziik a sarlésejtes
vérszegénység betegséget, melynek hatterében a vad tipustoél eltéré hemoglobin muta-
ci6 all. A normalis valtozatot a HbA allél, a mutans valtozatot a HbS allél hatarozza meg.
A kovetkezd harom szinten vizsgaljuk a fenotipust:
1. VERSZEGENYSEG (csokkent vordsvértest szam)
2. VOROSVERTESTEK SARLOS ALAKJA
3. HEMOGLOBIN FEHERJE (elektroforetikus mobilitas)
A lehetséges haromféle genotipushoz - a vizsgalati szinttdl fliggéen - az alabbi
fenotipusok, illetve heterozigétaban az alabbi dominanciaviszonyok rendelhetdk:
HbA/HbA normal
HbA/HbS 1.nem vérszegény > Hb4 dominans
2. normal/enyhén sarlés/sarlés > inkomplett dominancia
3. kétféle hemoglobin fehérje > kodominancia

HbS/HbS 1.vérszegény, mert a sarlosejtes vorosvértestek konnyebben degradalédnak
2. a kizardlagos abnormalis hemoglobin miatt a vorosvértestek sarlé alakuak
3. egyféle (kéros) hemoglobin fehérje

5.1.3. A dominanciaviszonyok magyarazata

Egy gén két alléljanak dominanciaviszonyait az allélokra nézve heterozigéta egyed
fenotipusa mutatja meg. Ha a heterozigéta fenotipusa megegyezik az egyik allélra ho-
mozigéta egyed fenotipusaval, akkor az az allél teljes dominanciat mutat a masik felett.
Leggyakrabban a vad allél dominans a funkciévesztéses allélek felett. Ez esetben
haploelégségrol (haploszufficiencia) beszélhetiink, azaz a ,j6” géntermék egy ddzisa
(Iényegében haploid felallas) elég a dupla géndézisnak megfeleld fenotipus kialakita-
sahoz. A funkcidvesztéses allél ez esetben recesszivként viselkedik. Ha a ,j6” gén egy-
szeres ddzisa a vad fenotipus kialakitdsahoz sziikséges kiiszobérték alatt van, akkor
haploid elégtelenség (haploinszufficiencia) esete all fenn. Ekkor a funkciévesztéses
allél dominansként viselkedik, mert a heterozigota fenotipusa a funkciovesztéses ho-
mozigdta fenotipusaval egyezik meg. Hasonlé helyzet all el6 az in. dominans negativ
mutacidt hordozo6 allélek hatasara. Ilyenkor heterozigétaban a ,rossz” géntermék ga-
tolja a ,j6” géntermék miikodését. Nem teljes dominancianal az allélek dupla, szimpla
és nulla d6zisa mas-mas fenotipust okoz. Kodominancianal az allélok egymassal egyen-
értékiliek, hatasuk a masik allél jelenlététdl fiiggetleniil megnyilvanul.
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5.2. Tobbszoros allélizmus

Egy populacidban a génvaltozatok, vagyis az allélféleségek szama tobb is lehet (termé-
szetesen egy diploid egyedben minden génnek két allélja van csak jelen). Egy gén allél-
jainak osszességét allélsornak nevezziik. Egy allélsor tagjai valtozatos dominanciavi-
szonyokat mutathatnak. Nézziik példaként az ABO vércsoportrendszert az embernél!
Egy gén harom allélja alakitja ki a lehetséges négyféle vércsoportot a human populéci-
okban, az alabbiak szerint (5.2. tablazat):

5.2. tdabldzat: Tébbszoros allélizmus (i, I4, IB) az ABO vércsoportrendszernél

Genotipus Fenotipus Antigén
ii 0 vércsoport nincs
IAJA vagy [A A vércsoport csak A
IB[B vagyIBi B vércsoport csak B
IA[B AB vércsoport AésB

Akarcsak az M-N vércsoportrendszernél, itt is vorosvértest-felszini antigének tér-
nek el az egyes vércsoportok esetén.

A dominanciaviszonyok alakulasa:
e jallél recessziv, vele szemben az 4 és IB allélek dominansak
e JAés [B allélek kodominansak

Tovabbi szemléletes példa tobbszoros allélizmusra az eml6s6k bundaszinét befo-
lyasolé C (colour) gén. Leggyakoribb alléljai: C sotét egyszindi, c csincsilla, ch himaldja,
c albin6 (5.2. dbra). Az allélok egymashoz képest dominansak C, cc", ch, ¢ sorban, ennek
megfelel6en a genotipus-fenotipus viszonyok az alabbiak szerint alakulnak:

sz6rszin fenotipus genotipus

sotét, egyszin(i CC vagy Ccch vagy Cch vagy Cc
csincsilla cch cch vagy ceheh vagy cehc
himalaja chch vagy chc

albino cc

L)

egyszini sotét csinesilla himalija albiné

5.2. dbra: A C génnel ésszefliggd szorszin fenotipusok
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A himal3aja fenotipus kialakitasaért felel6s c allél, pontosabban a fehérjeterméke
hémérséklet érzékeny: a hidegebb testrészeken funkcioképes (a C allél termékével
egyenértékii), a melegebb részeken funkcidképtelen (a c allél termékével egyenér-
tékii). Ahdmérséklet érzékeny mutaciokat a képzddd fehérje szerkezetének hdmérsék-
let érzékenysége magyarazza. A mutacié hatdsara a fehérje elsédleges szerkezetében
bekdvetkezo valtozas (legtobbszor egyetlen aminosav cseréje) alacsony (megengedd -
permissziv) hémérsékleten nem okoz jelentds valtozast a fehérje szerkezetében és
funkci6jaban, mig magasabb (korlatozo, restriktiv) h6mérsékleten az aminosavcsere
kovetkeztében a fehérje olyan szerkezetben stabilizalodik, amely a miikodését lehetet-
lenné teszi.

Fontos kiemelni, hogy a C génen kiviil még szamos gén terméke befolyasolja az em-
16s0k szdrszinét, ezért a C allélsor fenti fenotipusai fliggenek mas gének allélosszetéte-
1ét6l is.

5.2.1. Az allélizmus megallapitasa vagy elvetése. A komplementacio

Ugyanazon jelleg (példaul szérszin) kiilonb6zé valtozatait okozhatjak egyetlen gén al-
lélvaltozatai vagy kiilonboz6 gének valtozatai. Hogyan allapithatjuk meg az allélizmust,
vagyis azt, hogy egy jelleget érint6 két fenotipust (példaul csincsilla és himalaja sz6r-
szin) ugyanazon gén valtozatai okozzak-e? Ha a kétféle fenotipust mutat6 tiszta vonalu
egyedek keresztezésekor a mendeli egyfaktoros 6rokl6dés szabalyszer(iségeivel talal-
kozunk, akkor az allélizmus esete all fenn. Az F1 generacidban - teljes dominancia ese-
tén - csak az egyik fenotipus jelenik meg, (hogy melyik, az elarulja az allélek kozotti
dominanciaviszonyt is), az F2 generacioban pedig a 3:1 (vagy 1:2:1) aranyokat kapjuk.

Példaul:
P F1 F2
sotét x himalaja mind sotét % sotét, ¥4 himalaja
himalaja x csincsilla mind csincsilla %4 csincsilla, % himal3aja
albiné x himalaja mind himalaja % himalaja, %4 albin6

Vezessiink le egy esetet, példaul a sotét x himaldja keresztezést genetikai szimbo-

lumokkal:
P cc x cheh
sotét himal3ja
F1 Cch
sotét
F2 3 C- (vagyis CC és Cch) sotét
1 chch himalaja

Nézziink egy masik példat! A muslica téglavoros (vad), fehér és barack szemszinii
tiszta vonalak egyedeinek keresztezésekor szintén igazolhato egy gén tobbszoros allél-
izmusa, és a w+ > w > w? dominanciasor.

P F1 F2

téglavoros x fehér mind téglavoros % téglavoros, ¥ fehér

téglavoros x barack mind téglavoros 34 téglavoros, ¥4 barack

fehér x barack mind barack 34 barack, ¥ fehér
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Nézziik ez utobbit genetikai szimbo6lumokkal felirva:

P ww X wawa
fehér szem barack szem
F1 wwa
barack szem
F2 3 wi- (vagyis waw? és ww?)  barack szem
1 ww fehér szem

Mint latjuk, egy gén alléljait rendszerint felsd indexek altal kiilonboztetjiik meg. A
vad allél jel6lési mddja fajonként valtozo lehet, leggyakrabban + jellel vagy nagy betii-
vel jeloljiik. Polimorf alléloknal, ahol tobb allél is vad tipusnak tekinthetd, az egyenér-
tékiiségre utalo jelolést célszer(i alkalmazni. Meg kell jegyezni, hogy a kiilonféle é161é-
nyek genetikai szimbdélumrendszerének egységesitésére — bar j6 ideje vannak mar to-
rekvések erre - tudomanytorténeti vagy mas okokbdl nem mindig van lehet6ség. Né-
hany szervezet jel6lésrendszerérdl az alabbi elérhet6ségeken talalunk részletes leirast:
http://www.genenames.org/guidelines.html (ember)
http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml (egér)
http://www.yeastgenome.org/help/community/nomenclature-conventions (élesztd)
http://flybase.org/static pages/docs/nomenclature/nomenclature3.html (muslica)
http://www.wormbase.org/about/userguide/nomenclature#68b3dgf074ea21hc59ji
--10 (laboratériumi fonalféreg)

A white gén elnevezése abbdl adddik, hogy els6ként leirt valtozata fehér szemszin
fenotipust okozott (ww). A w2 allél indexének elnevezése az apricot (barack) kifejezés-
bdl szarmazik.

A fenti példaban szerepl6 white gén ww genotipusan kiviil mas genotipus is vezet-
het fehér szemszinhez. Errél a bevezetd fejezetben mar volt sz4: az stst bwbw kétszeres
homozigo6ta egyedek nem képesek sem a skarlat, sem a barna pigment termelésére. Itt
tehat két tovabbi, szemszint befolyasol6 génrdl van sz6. Hogyan igazolhatjuk, hogy a
fehér szemszint a két vonalban nem egy gén alléljai okozzak? Beltenyésztve mindkét
fehér szemszind vonal fehér szemszinli utédokat hoz (tiszta vonalak). Egymassal ke-
resztezve azonban azt kapjuk, hogy az utddok mindegyike téglavoros szemt, azaz vad
fenotipusu. A jelenséget, amikor azonos jelleget érinté azonos vagy hasonlé fenotipusu
tiszta vonalak keresztezésekor vad tipusu utédokat kapunk, komplementacionak ne-
vezziik. A komplementaci6 kiegészitést jelent: a két genotipus egésziti ki egymast gy,
hogy a hibridben el64ll a vad fenotipus. Ha ezt tapasztaljuk, akkor az allélizmust el kell
vetniink. A komplementaci6 jelenségének fennallasa igazolja, hogy a két vonalban
ugyanazt a fenotipust nem ugyanazon gének alléljai okoztak. A fehér szemszini mus-
lica vonalak példajan szemléltetve:

P ww stt*stt bwtbw+ x wt*wt stst bwbw
fehér szem fehér szem
F1 ww* stst* bwbw* komplementacié

vad, téglavoros szem
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A két sziil6i vonalban alahuztuk a fehér szemszin hatterében allé genetikai okot.
Mint azt kordbban bemutattuk, minden keresztezést szimmetrikusan irunk fel, s az is-
mert mutans allélokon kiviil a tobbi gén alléljainak vad tipusat is feltlintejiik. Az F1 ge-
neracié minden egyede trihibrid, mindharom széban forgd gén vad alléljat tartalmazza,
genotipusa ,kiegésziilt”, fenotipusa vad.

[tt érdemes kitérni a skarlat és barna szemszin mutansok genetikai analizisére is,
melyrol a bevezetd fejezetben - az ennek megértéséhez sziikséges tudnivaldk ismerte-
tése el6tt - csak érintdlegesen szdlhattunk. Hogyan lehet megallapitani, hogy a két
(skarlat és barna) szemszin mutacid allélikus-e vagy sem? Egész egyszerien, keresz-
tezniink kell a skarlat és barna tiszta vonal egyedeit, és megvizsgalni az utédokat:

e Ha az F1 minden tagja kizardlag skarlat vagy kizaro6lag barna szemszin, és az
F2-ben 3:1 fenotipusaranyt kapunk, akkor ez egygénes mendeli 6rokletesség-
nek felel meg, az allélizmus igazolt, tehat egy gén két allélja okozza a sziil6i vo-
nalakban a skarlat, illetve barna fenotipust.

e Ha az F1 utédok mindegyike vad tipusu, azaz a komplementacié jelenség fenn-
all, és az F2-ben a mendeli dihibrid fenotipusos szdmaranyokat kapjuk (négyféle
fenotipus, 9:3:3:1 ardnyban), akkor megallapithatjuk, hogy két gén valtozatai
okozzak a skarlat és barna szemszin fenotipusokat.

A valdsagban ez utdbbi eset bizonyul igaznak. Levezetése genetikai szimbdélumokkal:

P stst bw*bw* X st*st* bwbw
skarlat szem barna szem
F1 stst* bwbw* komplementacio

vad, téglavoros szem
F2 st*- bw*-  vad szem
stst bw*-  skarlat szem (mert nem képzddik a barna pigment)
st*- bwbw barna szem (mertnem képzddik a skarlat pigment)
stst bwbw fehér szem (mert nem képzddik egyik pigment sem)

= W W o

5.3. Letalis allélok

Letalisnak azokat az allélokat nevezziik, melyek a hordozo6juk pusztulasat okozzak
(diploidokban a legtébbszor csak homozigéta formaban okoznak letalitast). Minden
olyan gén, melynek terméke az illet6 él6lény életfenntartasahoz vagy egyedfejlodésé-
hez nélkilozhetetlen, potencidlis letalis gén. Ezen génfunkcidk kiesése ugyanis az élet-
miikodés megsziinését, vagy a fejlédés megszakadasat eredményezik. Az, hogy mikor
letalis az allél az egyedfejlédés soran, fontos informaciot nyujt arra vonatkozdan, hogy
mikor, hol van sziikség az adott gén termékére. Példaul embernél az achondroplazias
torpeségért felelds allél homozigota formaban embri6 letalis, amibdl az kovetkezik,
hogy a gén terméke az embrionadlis fejl6dés soran fontos funkciéval bir. A letalitas sok-
szor fligg a kornyezettdl: ilyenek példaul a cisztas fibrézis vagy a sarldsejtes anémia
monogénes betegségek, melyek kezelés hianyaban letalitashoz vezetnek. A h6mérsék-
let-érzékeny letalis allélok hatasa szintén fligg a kdrnyezettdl.

A letalis allélok egyik iskolapéldaja a sarga bundaszinii egerek esete (5.3. abra). Az
emldsokben el6fordulo aguti (agouti) nevi gén rendelkezik egy letalis alléllal, jeloljik
ezt A¥-nal, a vad allélt pedig A-val. A kutaték el6szor arra figyeltek fel, hogy a sarga
bundaszinii egerek nem tenyésznek tisztan. Beltenyésztve 2:1 aranyban jonnek létre
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sarga:vad szin(i utédok. Sarga és vad egerek keresztezésekor pedig 1:1 aranyban ke-
letkeznek sarga és vad utédok. Ez utobbi arra utal, hogy a sarga egerek heterozigétak.
Beltenyésztve azért kapunk 2:1 aranyt, mert az egyik genotipus-kategoéria hordozéi, az
AYAY homozigdtak, embrionalis korban elpusztulnak. Az AY allél ezek szerint kétszeres
dozisban letalitast, egyszeres dozisban sarga sz6rszint okoz, és etekintetben dominans
a vad allél felett (AYA heterozigota sarga).

5.3. dbra: Sdarga (AYA) és vad tipusu (AA) egerek

Ebben a példaban lathatjuk a pleiotrdopia érvényesiilését. A pleiotropia az a jelen-
ség, amikor egy gén tobb jelleget is befolyasol, jelen esetben a letalitast és a bundaszin
kialakulasat, valamint tovabbi, eddig nem emlitett életm{ikddést is: elhizast, inzulin re-
zisztenciat, tumorgenezisre val6 megemelkedett hajlamot. Ezek latszélag igen tavoli
jellegek, és taldn nehéz elképzelni, milyen molekularis szinti mechanizmus teremt
kapcsolatot a jelenségek kozott. A gén termékének molekularis-funkcionalis elemzésé-
rél szél6 els6 publikacié 1994-ben jelent meg a Nature cimii rangos folydiratban
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7935841). Az aguti gén terméke egy parakrin
szignalizacids peptid, a melanokortikoid receptorok endogén antagonistaja. Kifejez6-
dése normalisan csak meghatarozott szovetekben tapasztalhaté. A melanocortin rend-
szer szamos élettani funkcioban vesz részt, mint példaul a pigmentacid,
szteroidszintézis, energia homeosztazis, gyulladas, h6szabalyozas, szexualis funkcidk.
A gén ektopikus (nem normalis helyeken torténd) expresszioja, valamint epigenetikai
szabalyozasanak megvaltozasa (DNS-metilaci6é csokkenése a gén teriiletén, lasd a gén-
kifejez6dés szabalyozasarol szolo6 10. fejezetet) a fenti funkciokat érint6 valtozasokhoz
vezet. A gén ortoldgja emberben is megtalalhat6. Az utobbi években a human aguti
ortolég bizonyos alléljait 6sszefiiggésbe hoztak az elhizasra, illetve bérrakra valé haj-
lammal.

Tovabbi példa a Man szigetrdl szarmazé manx macska, mely egy gén mutacidja mi-
att farkatlan (5.4. abra). A mutans allél dominans a vad allél felett, a heterozigétak tehat
farkatlanok, homozigdta formaban a mutans allél letalitast okoz:

MLM - a gerinc fejlddése nem megfeleld, kovetkezménye a farkatlansag

MLML - életképtelen genotipus.

5.4. abra: Farkatlan manx macska
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5.4. Penetrancia és expresszivitas

A penetrancia azt mutatja meg, hogy azonos genotipusu egyedek csoportjaban az egye-
dek hany szdzaléka mutatja a genotipusra jellemzd fenotipust. Ha a megegyez6 genoti-
pusu egyedek mindegyikében megjelenik az adott fenotipus, akkor a gén teljes
penetranciaju (penetrancia 100%), ha csak az egyedek egy részén latszik a fenotipus,
akkor a gén penetranciaja nem teljes.

Az expresszivitas a fenotipus kifejez6désének mértékét mutatja. Az expresszivitas
egy fenotipusos skdlan a magastél az alacsonyig barmekkora lehet. A fenotipust nem
mutato egyed (0% expresszivitas) a penetrancia értéket csokkenti az azonos genotipu-
suak csoportjaban (5.5 és 5.6 abrak).

9 1 10<

5.5. dbra: 100% penetrancia (minden egyed foltos) és vdltozo expresszivitds (a foltossdg
mértéke egyedenként vdltozd) kutydkon

Q09900090

nem tel]es penetrancia(5/9)

000000000

valtozo expresszivitas (teljes penetrancia mellett)

Q00000000

nem teljes penetrancia (6/9) és valtozo expresszivitas
(a legtobb fenotipus jellemzéje)

5.6. dbra: Nem teljes penetrancia és vdltozo expresszivitds szemléltetése. Minden
ovdlis egy egyedet képvisel, és minden egyed azonos genotipusu.

A nem teljes penetranciat és a valtozo expresszivitast két koriilmény okozhatja:

e a genom tobbi génje (melyek egy része ugyanazon fenotipust befolyasolja) egye-
denként kiilonbozik

e azegyes egyedeket eltérd kornyezeti hatasok érik az egyedfejlédés soran.
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5.5. Tobb gén hatasa ugyanarra a jellegre

A gének nem magukban, hanem mas génekkel egyiittmi{ikddve, azokkal kdlcsonhatas-
ban alakitjak ki a fenotipust. Ugy is fogalmazhatunk, hogy az egyes jellegeket a legtébb-
szOr nem egy, hanem tobb gén terméke alakitja ki. Ebbdl az kovetkezik, hogy a korab-
ban megismert mendeli 6rokletesség a fenotipus szintjén sokszor médosul. Most olyan
eseteket veszilink sorra, melyekben ugyanazt a jelleget befolyasol6 géneket vizsgalunk
dihibrid keresztezésekben. A fenotipus szintjén megfigyelhet6 moédosult szamaranyok
a génparok kozotti kolcsonhatas viszonyara utalhatnak. A kélcsonhatas tipusanak
megallapitasa nagyon hasznos informacidt szolgaltat. Egy jelleget érint6 sok gén viszo-
nyanak szisztematikus feltarasa elvezethet komplett biokémiai vagy genetikai itvona-
lak feltérképezéséhez.

5.5.1. Két gén hatasa ugyanarra a jellegre fiiggetlen utvonalon

Egy példaval A komplementacié cimi 5.2.1. szakaszban mar taldlkoztunk. Muslicaban
a szemszin egy jellegnek tekinthetd. T6bb gént ismeriink, amely részt vesz e jelleg ki-
alakitasaban, ilyenek a korabbiakban bemutatott white (w), scarlet (st) és brown (bw)
gének. Ha a hivatkozott szakaszban ismertetett dihibrid keresztezést (P: stst bw*bw* x
st*st* bwbw) megvizsgaljuk, és parhuzamba allitjuk a mendeli dihibrid keresztezések-
kel, akkor a megfeleltethet6ség nyilvanval6. Fliggetleniil hasadd génparrél van szo,
mert F2-ben megkapjuk az erre jellemzd 9:3:3:1 fenotipusaranyt. Mi a kiilonbség a
mendeli borsé kisérlett6l? Az, hogy itt a két fiiggetleniil 6rokl6dé gén ugyanazt a
fenotipus-jelleget (szemszin) érinti (szemben a borsdszem szinére és alakjara vonat-
koz6 sarga-zo6ld /rancos-sima jellegparral), ezért abban az egy jellegben, a szemszin-
ben tiikroz6édik vissza mindkét gén allélosszetételének hatasa.

A kovetkez6 iskolapélda az ugyanarra a jellegre fiiggetlen utvonalon haté két génre
a csirke tarajforma 6rokl6dése. Hosszi multra tekint vissza ez a teriilet, Bateson és
Punnett mar 1902-ben publikalt a tarajforma 6rokl6dés kapcsan két gén interakcioja-
rél. Rézsa és borsé taraju csirkék keresztezésekor az utdédok egy uj fenotipust, did
tarajat novesztettek (5.7. abra). Az F1 inter se keresztezés utddai kozott 9:3:3:1 arany-
ban jelent meg a di6:rézsa:borso:egyszert tarajforma. Sematikusan:

P RR pp x rr PP
rézsa borso
F1 Rr Pp
dio
F2 9 R- P- did
3 rr P- borsé
3 R-pp rbzsa

1 rrpp egyszerl
A gének jel6lésének eredete: R rose, rozsa; P pea, borso.

A hattérben all6 molekularis mechanizmusrol sokaig nem tudtak semmit. Egy né-
hany éve megjelent publikacié szamol be arrél, hogy a bors6 tarajformat egy fejlédés-
tanilag fontos gén (a SOX5 transzkripcios faktor gén) intronjdban bekovetkezd
duplikacié okozza. Ez egy olyan domindns mutacid, mely a gén kifejez6désének szaba-
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lyozasat valtoztatja meg (ektopikus expressziét okoz). A SOX5 gén megfelel a fenti pél-
daban szerepld P génnek, domindns muténs allélja a P-nek, recessziv vad allélja a p-
nek. A cikk megtalalhaté az alabbi webhelyen:
http://www.plosgenetics.org/article/info:doi/10.1371 /journal.pgen.1000512.

egyszeri

5.7. dbra: Csirke tarajformdk

A hazi tyuk 6se, az azsiai es6erdékben honos bankivatyak (Gallus gallus) egyszeri
tarajjal rendelkezik. A SOX5 mutacié minden bizonnyal a haziasitas kezdetén johetett
létre, mert a borso taraj elterjedtnek szamit a tenyésztett fajtaknal vilagszerte. A kuta-
tok ezt el6nyds spontan mutaciénak gondoljak, mert a bors6 tarajforma hidegebb ég-
hajlatokon elénydsebb az egyszerti tarajjal szemben, a kisebb hiitési feliilet miatt. A ré-
zsa tarajformat szintén egy, a vad tipussal szemben dominans allél okozhatja. Ember-
ben husz SOX gént ismeriink. Ezek szamos fejl6désbiologiai folyamat (ivarmeghataro-
zas, neuronalis fejlédés, sejtdifferenciacio) iranyitasaban vesznek részt. A kutatok agy
vélik, hogy néhany SOX gén alkalmas lehet a gyermekkori agytumor kialakulasanak ko-
rai diagnosztizalasara, ezért ez intenziv kutatasi teriilet napjainkban. A modellszer-
vezeteken végzett génazonositas és funkcionalis jellemzés jelentségét ez a példa is
bizonyitja.

5.5.2. Komplementer 6roklésmenet

Két fehér viragu borsd torzs keresztezésének utddai lehetnek bibor viraguak, ami
komplementaciora utal. F2-ben 9:7 aranyban kapunk bibor:fehér viragi névényeket.
Ez médosult dihibrid F2 szadmarany: a 7 a 3:3:1 genotipusok egymassal megegyezd
fenotipusabol adodik. A viragszin csak akkor bibor, ha a genotipusban mindkét széban
forgd génnek legalabb egy dominans allélja jelen van. Egyszerti jel6lésekkel levezetve:

P AADbb x aa BB
fehér fehér
F1 Aa Bb komplementacio
bibor (vad)
F2 9 A- B- bibor komplementaci6
3 aa B- fehér
3 A-Dbb fehér

1 aa bb fehér
A genotipusok szintjén tehat nem, csak a fenotipus szintjén érvényesiil a médosult
szamarany.
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A komplementer génhatas jelenség magyarazata az, hogy egy festék termeléséért
két enzimre van sziikség, és azok linearis sorban egymas utan fejtik ki hatdsukat. Csak
akkor keletkezik festék, ha mindkét enzim jelen van. Az A enzim hidnya is (aa funkcio-
vesztéses allélpar), akar a B enzim hianya is (bb funkciovesztéses allélpar), s mindkettd
hidnya is (aa bb genotipus) megakadalyozza a pigmentképzddést, fehér virdgszint okoz

(5.8. abra).
A allél allé
Szintelen Szintelen Fulldl -
pigment pigment . | Dpigment
eloanyag 1 z : eloanyag 2 N
a allél b allél

5.8. dbra: Komplementer génhatds egy reakcidsor két tagjdndl

5.5.3. Duplikalt gének 6roklésmenete

Nem ritka, hogy egy biokémiai 1épést két vagy tobb gén terméke is képes végrehajtani.
Az ilyen géneket redundans géneknek nevezziik. Redundans gének génduplikacioval
keletkeznek. A duplikalt gének az evoluciés folyamatok kivalé nyersanyagai, mivel az
egyik géntaggal ,az evollcié szabadon banhat”, ami 4j, az él6lény szamara el6nyos
funkci6 kialakuldsdhoz is vezethet.

A megegyez6 funkciéju redundans gének barmelyikének terméke elegendd a
fenotipus kialakitasahoz, példaul egy pigment termel6déséhez (5.9. dbra). Minden ge-
notipus, amelyben A vagy B gén domindans allélja el6fordul, szines fenotipusu, és csak a
aa bb genotipusban nem termelddik aktiv enzim, ezért nem keletkezik festékanyag. A
fenotipus szintjén médosult F2 dihibrid szamarany 15:1.

P AA bb x aa BB
szines szines
F1 Aa Bb
szines
F2 9 A- B- szines
3 aa B- szines
3 A- bb szines
1 aa bb fehér
A enzim
(A— genotipus)
Szintelen l
pigment pigment
eloanyag T
B enzim

(B— genotipus)

5.9. dbra: A redunddns gének termékei azonos funkciéval rendelkeznek
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5.5.4. Recessziv episztazis

Az episztazis jelentése: felette allo. A genetikaban gének egymas feletti hatasara hasz-
nalt kifejezés. Az egymas felett allas természetesen nem fizikai értelemben, hanem gén-
funkciéban értendd. Gyakorlatias megfogalmazasban: az A gén episztatikus B gén fe-
lett, ha a B gén allélosszetételétdl fiiggetleniil az A gén allélkombinaciéjanak megfeleld
fenotipus érvényesiil. Ugy is mondhatjuk, hogy az episztatikus gén bizonyos alléléssze-
tétele meggatolja egy masik gén fenotipusos kifejez6dését. Az el6z6 mondatban a ,bi-
zonyos allélosszetétel” arra utal, hogy megkiilonboztetiink recessziv episztazist (ha az
episztatikus gén recessziv allélja fejt ki episztatikus hatast) és dominans episztazist (ha
az episztatikus gén dominans allélja fejt ki episztatikus hatast).

Nézziink egy példat recessziv episztazisra!

Az emldsok szorszinével korabban mar foglalkoztunk. A C gén allélsora példat mu-
tatott a tobbszoros allélizmusra, az A aguti gén AY allélja pedig a letdlis allélra). Most
egy harmadik gént is bemutatunk: ez a brown (B) gén, melynek dominans allélja fekete
pigment, recessziv allélja pedig barna pigment termel6déséhez vezet.

B gén alléljai:
B- fekete
bb barna
C gén alléljai:
C intenziv szin
cch csincsilla
ch himalaja
cc albiné

A C és B bundaszin gének recessziv episztazisa:

P CCbb x cc BB
barna albino
F1 Cc Bb (komplementacid, mert barna és albiné nem allélikusak)
fekete
F2 9 C- B- fekete
3 cc B- albiné
3 C- bb barna
1 cc bb albiné

(A fenti eset a tobbi sz6rszin gén meghatarozott genotipusa mellett érvényesiil).

A recessziv episztazisra a 9:3:4 modosult F2 fenotipusos szamarany jellemzd. Ez
ugy jon létre, hogy az egyik ,3” és az ,1” genotipusok fenotipusa megegyezik, jelen eset-
ben albind. A ,4” aranyban megjelend fenotipus oka az, hogy ha az egyik gén recessziv
homozigéta formaban van jelen (itt cc), akkor a fenotipus a masik gén alléljaitoél fligget-
lentl (B- vagy bb) ugyanaz (itt albino). A biokémiai hatteret szemlélteti az 5.10. abra:
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Szintelen
pigment

eloanyag 1

(- genotipus
_

Szintelen
pigment
eloanyag 1

cc genotipus
B —— e

Szintelen
pigment
eloanyag 2

NINCS
Szintelen pigment

eléanvag 2

bund
B unda

B-—

bb

Fehér
bunda
(albino)

5.10. dbra: Recessziv episztdzis eqy reakcidsor tagjai kozétt

bb Barna
bunda

C gén recessziv allélja episztatikus B gén felett, ezért recessziv episztazisrol beszé-

liink. B géntermék hatasa szubsztrat hidAnydban nem érvényesiil.

5.5.5. Dominans episztazis

A domindns episztazisban két gén kozott olyan episztatikus viszony all fenn, melyben
az episztatikus gén dominans allélja akadalyozza meg a masik gén alléljainak
fenotipusos kifejez6dését.

Példaként a gy(isziivirag (Digitalis purpurea) partaszinének alakulasat tekintjiik at.

Az egyik gén a D gén, melynek dominans allélja sotét lila, recessziv allélja homozi-
gbta formaban (dd) vilagos lila viragszint eredményez.
Egy masik gén, a W gén, befolyasolja a képz6dott pigment lerakddasat:
e W dominans allélja megakadalyozza a pigmentlerakddast, kivéve a viragtorokban,
igy a parta fehér
e w allél nem gatolja a pigment lerakddasat (igy a D gén genotipusanak megfeleld
szind a virag).

Ebben a példaban a W gén dominans W allélja episztatikus D gén felett. A D gén
alléljainak hatasa csak ww genotipus mellett érvényesiil (5.11. abra). A két génre nézve
dihibrid 6nmegtermékenyitésekor az utddokban a dominans episztazisra utal6 12:3:1
szamaranyt kapjuk:

Ww Dd inter se

9 W- D- fehér

3 ww D- sotétlila

3 W-dd fehér

1 ww dd vilagoslila

© Deak Veronika, BME

www.interkonyv.hu

www.interkonyv.hu

© Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

86 Altaldnos genetika

3
EP NN s

fehér sotét lila vilagos lila
minden ww D— ww dd
JW— genotipus genotipus genotipus

5.11. dbra: W allél domindns episztdzisa D gén felett

5.5.6. Egy biokémiai utvonal genetikai analizise

Egy tudomanytorténeti szempontbo6l is nagy jelentéségii kisérletsor bemutatasaval
szemléltetjlik a genetikai és biokémiai analizis 6tvozésének erejét. Biokémiai utvona-
lon olyan tobb 1épésbdl all6 reakcidsort értiink, melynek egyes lépéseit kiillonbo6zé gé-
nek termékei (kiilonb6z6 enzimek) katalizaljak.

A példankban szerepl6 kisérletsort George Wells Beadle és Edward Lawrie Tatum
végezte még az 1940-es években. Ebben az idészakban még ismeretlen volt a gének
mint a tulajdonsagok atorokitéséért felelds faktorok molekularis természete. A két ku-
tato a gének és fehérjék kozotti kapcsolat felderitését tiizte ki célul. Ha van direkt kap-
csolat a gének és az enzimek kozott, akkor lehet olyan mutansokat (6r6kl6dé valtoza-
sokat hordozd, tehat génjiikben megvaltozott) izolalni, amelyek specifikus enzimreak-
ciokban hibasak. Eredményeik alapjan ez a feltevésiik be is igazolddott. Megalkottak az
un. egy gén - egy enzim hipotézist. Munkajukért 1958-ban Nobel-dijat kaptak.

A kérdés tanulmanyozasara a Neurospora crassa mikroszkopikus gombat valasztot-
tak. El6nyos valasztas volt ez a modellszervezet, mert kis helyen, egyszeri eszkozokkel
nagy szamban fenntarthato, és aszexualis és szexualis szaporodasi ciklusa is van. Asze-
xualisan a haploid hifak altal termelt sporakkal (vagy mikrokonidiumokkal) szaporo-
dik. Szexualis ciklusaban két parosodasi tipus hifai kétmagvu (dikariéta) hifava egye-
stilnek, s ezt magfuzié (kariogdmia) koveti. A sejtmagok fluzi6jabdl kialakulnak a
diploid magok. Ezekbdl a sejtekbdl alakulnak ki az aszkuszok (toml6k). Az aszkusz
olyan zsakszerli képzédmény, melyben nyolc haploid aszkospdra jon létre. Az
aszkosporak a kiindulasi diploid sejt egy meiotikus osztddasaval, majd azt kovetd egy
mitotikus osztodasaval keletkeznek. A faj jellemzdje, hogy az aszkuszban a spérak nem
keverednek, linearis sorrendben helyezkednek el, mely elrendezddés tiikrézi a meg-
el6z6 osztodasok és rekombinacids események térbeli viszonyait. Ennek Beadle és
Tatum munkajaban nincs jelentésége, de a térképezéssel és rekombinaciéval kapcso-
latos vizsgalatoknal a szabalyos elrendez6dés meghatarozd jelentdségii volt (erre itt
nem térink ki).

A kisérlet célja nagyszamu arginin auxotrof (arginin aminosavat el6allitani nem ké-
pes) mutans izolalasa és jellemzése, ami elvezetett az arginin bioszintézis lépéseinek
feltarasahoz. A mutansok képz6dését rontgen mutagenezissel indukaltak, ami meg-
emelte a spontan mutacids ratat (lIasd a Mutaciok cimii 8. fejezetet). Koriilbeliil 80000
darab rontgensugarzasnak alavetett mikrokonidiumot teszteltek a tovabbiakban.
Azért volt sziikség ilyen nagy szamu egyed atvizsgalasara, mert a mutaciéképzddés
esélye még indukalt esetben is kicsi. Ha keletkezik is mutacio egy mikrokonidiumban,

www.interkonyv.hu © Deék Veronika, BME

www.interkonyv.hu © Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

5. A mendeli genetika kiterjesztése 87

akkor az a genom barmelyik részét érintheti, s az csekély valoszinliségi, hogy a muta-
ci6 éppen az arginin bioszintézisben részt vevé valamely génben kovetkezzen be.

Tobb 1épésben keresték a besugarzott mikrokonidiumok kézott az arginin auxotrof
mutansokat. Els6 1épésben kivalogattak az auxotrofokat: ezek azok a
mikrokonidiumok, melyek csak komplett (a novekedéshez sziikséges minden szerves
és szervetlen vegyiiletet tartalmazo) taptalajon nének, minimal (csak alapvet6 szervet-
len forrasokat tartalmazo) taptalajon nem (5.12. abra).

Mikrokonidiumok 7 L
rontgen mutagenezise . M-~ = — = Novekedés mindkét taptalajon
i Nem keletkezett auxotrof

Nincs nivekedés minimal
tiptalajon
Auxotrof mutins

Komplett taptalaj Minimal taptalaj

5.12. dbra: Auxotréfok kivdlogatdsa

Az auxotrofokat tovabb szilirték: arra a csoportra volt sziikséglik, melyek az 6sszes
aminosavval kiegészitett minimal taptalajon névekedni tudtak, mert ezek mindegyike
valamelyik aminosav el6allitasaban hibas (5.13. abra).

Komplett taptalaj Minimal taptalaj

Noivekedés kizarélag aminosav
kiegészités mellett

Az auxotrof mutins nem tudja
eloallitani valamelyik aminosavat
(aminosav auxotrof)

Komplett Minimal Minimal Minimal Minimal
taptalaj taptalaj + + +
vitaminok bazisok aminosavak

5.13. dbra: Aminosav auxotrofok kivdlogatdsa
Végiil mar csak az aminosav auxotréfokat kellett egyenként tesztelni arra, hogy ko-

zulik melyik arginin auxotrof, vagyis melyik képes kizardlag argininnel kiegészitett
tapkozegben novekedni (5.14. abra).
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Minimal
+
aminosavak
v
' 7 ! ! ' '
Nivekedés kizirolag arginin
kiegészités mellett
Az auxotréf mutins nem tudja
eloallitani az arginint
(arginin auxotrof, arg’)
Komplett Minimal  Minimal Minimal Minimal Minimal
taptalaj taptalaj =+ * * +
leucin alanin arginin tirozin sth.

5.14. dbra: Arginin auxotréfok kivdlogatdsa

Miutan talaltak néhany arginin auxotréfot, két alapvetd genetikai teszt elvégzése
kovetkezett, melyek semmilyen klasszikus genetikai analizisb6l nem hagyhatdk ki.
Ezek célja:

e igazolni, hogy az adott vonalban csak egy mutacio6 van jelen

Csakis olyan mutanssal érdemes dolgozni, melyben az adott fenotipus egyetlen mu-
tacionak a kovetkezménye. A , kikeresztezést” (outcrossing) altalaban alkalmazzak
indukalt mutagenezissel indulé mutanspark el6allitasakor. Ez azt jelenti, hogy ha
keziinkben van az ,érdekes” fenotipust mutans, akkor néhany generacion keresz-
tiil a vad tipussal keresztezziik, minden generacidban az ,érdekes” fenotipusu egye-
dekkel megytink tovabb. Ezzel elérhetd, hogy az ,érdekes” fenotipust okoz6é muta-
cion kiviil a genombol eltlinjenek az indukalt mutagenezis soran esetlegesen létre-
jott mas mutaciok. Neurospora crassa esetében a mutans és a vad vonal parositasa-
bol szarmazé utédok 1:1 aranyu hasadasa igazolja, hogy a mutansban egy gént érint
a mutacio (5.15. bra).
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Mutacio egy génben
Axa

Aa

1 vad : 1 mutans

5.15. dbra: Az 1:1 ardnyu hasadds igazolja, hogy egyetlen gén mutdcidja okozza az
arginin auxotrdfiat

e a mutansokat (pontosabban az altaluk hordozott mutacidékat) komplementacios
csoportokba sorolni

A kopmlementaciés csoportba sorolas célja annak megallapitasa, hogy az izolalt,
azonos fenotipusu (itt arginin auxotréf) mutansok koziil melyek azok, amelyek
ugyanabban a génben hordoznak mutaciot, azaz allélikusak, és melyek azok, me-
lyek kiilonb6z6 gének mutaciéi hatasara lettek arginin auxotrofok. A
komplementacids analizissel végeredményben azt allapitjuk meg, hogy a keziink-
ben 1év6 mutansok altal hany darab, az adott fenotipust befolyasolé gént azonosi-
tottunk. Leegyszer(sitve, az egymast komplementalé mutacidk kiilonb6zo géneket
érintenek, mas Kkifejezéssel: kiilonb6z6 komplementacios csoportba tartoznak. Ha
két mutacio6 esetén a komplementacioé elmarad, akkor azok ugyanazt a gént érintik,
azaz egy komplementacios csoportba tartoznak. Egy genetikai analizis soran minél
tobb komplementacios csoport, azaz a folyamatot érinté minél tébb gén azonosi-
tasa kivanatos, mert igy tarhato fel minél részletesebben a folyamat genetikai-bio-
kémiai hattere. Paronként keresztezve példankban az arginin auxotrofokat, az
alabbi séma szerint végezhetd el a komplementacios analizis (5.16. abra):
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1. Ha egy gén alléljai 2. Ha a mutaciok két gént
érintenek

al xa2 aBxAb

al a2 Aa Bb
al aB
al aB
al ab
al ab
a2 Ab
a2 Ab
a2 AB
a2 AB

Mindegyik mutans
i e 1 vad : 3 mutans
egy komplementacios csoport

5.16. dbra: Az arginin auxotréfok komplementdcids csoportokba soroldsdnak kisérleti
vdzlata

Beadle és Tatum harom olyan mutanst talaltak, melyek kiilénb6z6
komplementacids csoportba tartoztak. A harom komplementacioés csoport egy-egy
tagja altal tehat harom arginin bioszintézisben részt vevé gént sikertilt ,fiilon csipni”.
(Ezek az arg-1, arg-2, arg-3 gének, a mutansokat jeldljik arg-1-, arg-2-, arg-3-jeloléssel,
utalva arra, hogy harom kiilonb6z6 génben hibasak.)

A mutansok izolalasa és jellemzése utan kovetkezhetett a biokémiai munka. Az
argininen kiviil annak rokonvegyiileteire nézve is tesztelték, hogy a harom arginin
auxotrof mutans vajon menekithet6-e az argininen kiviil mas, hasonlé szerkezetii ve-
gyllettel is, példaul ornitinnal vagy citrullinnal (5.17. dbra).

NH, NH,
Ic=o C=NH
NH, t!JH NH
((l:Hz)s (<:3Hz)a (CHo)s
CHNH, CHNH,  CHNH,
COOH COOH COOH

Ornithine Citrulling Arginine

5.17. dbra: Az arginin és két rokonvegyiilet, az ornitin és citrullin szerkezeti képlete
A menekitési kisérlet eredményeit foglalja 6ssze az 5.3. tablazat.

5.3. tdbldzat: A menekitési kisérlet eredményeinek dsszefoglaldsa
(+ van névekedés, - nincs novekedés)

ornitin citrullin arginin

arg-1- + + +
arg-2- - + +
arg-3 - - +
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Ez a menekitési mintazat egy bioszintézis utvonalra utal. Egy adott mutans csak an-
nak a vegyliiletnek a bioszintézisére képtelen, mely a prekurzorok soraban elészor ké-
pes minimal taptalajon a mutanst menekiteni. A bioszintézis Utvonal elemeit az 5.18.
abran latjuk sorbarendezve.

arg-1 arg-2 arg-3
enzim-1 enzim-2 enzim-3
eloanyag ornitin —— citrullin — arginin

5.18. dbra: Az arginin bioszintézis utvonal elemeinek sorbarendezése

A bioszintetikus Gt minden egyes 1épését egy-egy specifikus enzim végzi. Minden
enzimet kilon-kiilon egy-egy gén hataroz meg. A modell az egy gén - egy enzim hipo-
tézis néven vonult be a tudomanyag széhasznalatdba. Mas kutatok mas rendszerekkel
hasonl6 eredményeket kaptak. Az arginin bioszintetikus ut helyességét is részletekbe
menden igazoltak, s a miikodésképtelen enzimeket is kimutattak.

A bemutatott kisérleti séma altaldnosan alkalmazhaté bioszintetikus utak felderi-
tésére.

5.5.7. Egy genetikai utvonal episztazis analizise

Genetikai utvonalaknak tekintjiik azokat a sejten beliili és sejtek kozotti jeltovabbito
rendszereket, melyek gének miikodésének megvaltoztatasat eredményezik. A bioké-
miai szintézis Utvonalakhoz hasonléan a jelatviteli rendszerek tobb elembdl allnak, és
az elemek szekvencialisan miikddnek. (A val6sagban ennél komplexebb a miikdéstik
a kiilonféle visszacsatolasi hurkok és a kiilonféle jelatviteli itvonalak kozotti kereszt-
hatasok miatt.) A genetikai itvonal elemei olyan jeltovabbité fehérjék, melyek a kovet-
kez6 elem aktivitasat befolyasoljak annak fliggvényében, hogy 6k maguk aktiv vagy in-
aktiv allapotban vannak-e. Ezt pedig az el6z0 elem aktivitasa hatarozza meg, és igy to-
vabb. Az Gtvonal utols6 tagja meghatarozott gén vagy gének kifejez6dését befolyasold
szabalyozo fehérje (transzkripcios faktor, lasd a 7. génkifejez6désrol sz6l6 fejezeteket).
A génszabalyozas céliranyos megvaltoztatasaval érhetd el egy szignal altal kivaltott
sejtvalasz (példaul ilyen szignal a sejtet ér6 novekedési faktor, melynek hatasara a sejt
osztodik).

Ahhoz, hogy megértsiik, hogyan lehet azonositani egy genetikai utvonal elemeit, és
hogyan lehet felderiteni a klasszikus genetika eszkoztaraval az elemek kozotti gatlasi-
aktivalasi viszonyokat, a Caenorhabditis elegans modellszervezetet vessziik példanak.

A Caenorhabditis elegans modellszervezet bemutatdsa

A C. elegans kortlbeliil egy milliméter hosszu, a talajban €16 fonalféreg. Minden szaraz-
foldon elterjedt. Laboratériumi fenntartasuk agar lemezen torténik, a lemezre oltott E.
coli baktériumokkal taplalkoznak. Oriasi elény, hogy -80 °C-on is tarolhatdk a térzsek.
Hermafrodita alakjai (XX ivari kromoszémakkal) és him (X0, vagyis egy X ivari kromo-
szomaval rendelkezd) alakjai vannak. A himek csak 0,1-0,2 %-ban jelennek meg a ter-
mészetes populaciékban (ivari kromoszéma nondiszjunkcié kovetkeztében). A kromo-
szOmak szétvalasat érint6 bizonyos mutans térzseiben kortilbeliil 30% a himek aranya.
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Ezek a torzsek szlikségesek a genetikai munkaban alkalmazott keresztmegtermékenyi-
téshez. A hermafroditak petéket raknak, ezekbdl larva bujik ki. A larva novekszik, tobb-
szor vedlik, mig kifejlett allatta (adult) valik. A C. elegans esetében a szokasos labora-
toriumi feltételek kozott egy életciklus mindossze koriilbelil harom napig tart, ami ro-
vidnek szamit, és igen el6ny0s a rajta végzett kisérletes munka szempontjabdl.

A Kkifejlett allat élettartama rovid, ezért viszonylag konny(i megnévekedett, illetve
csokkent élethosszu (Un. age) mutdnsokat izolalni. Emiatt az 6regedéskutatas tertiletén
kedvelt modell. A kifejlett egyedek morfoldgiaja nagyon leegyszertsitett. A hermafro-
ditak testiiregének nagy részét a gonadok teszik ki. Az ivarnyilast (vulva) a két
gonadkarral az uterusz kapcsolja 6ssze. A gonddok teljes hosszuk felénél visszahajla-
nak, disztalis (az uterusztol tavoli) és proximalis (az uteruszhoz kozeli) kart alkotnak.
A proximalis karokon az uterusz fele haladva petevezetéket és spermatékat talalunk. A
gonadok petesejteket és spermiumot egyarant termelnek. A petevezetéket az uterusz
felé novekvd méretii petesejtek toltik ki. A spermatékaban tarolt spermiumok altal tor-
ténik a hermafroditak 6nmegtermékenyitése. Ha hermafrodita egyedet himmel paroz-
tatnak, akkor a him spermiumai abszolut el6nyt élveznek a hermafrodita sajat spermi-
umaival szemben.

A feln6tt egyed testében csak nemoszt6do sejtek vannak: hermafroditaknal 939 da-
rab, himeknél 1031 darab. A sejtek leszarmazasi sorsa invarians, azaz szigoruian deter-
minalt, hogy melyik sejtbdl milyen szovetféleség lesz. Ezek a sejtvonalak teljes pontos-
saggal reprodukalédnak. A sejtek leszadrmazdasa az alabbi technikdkkal vizsgalhato:

e az embriét kiveszik az uterusbol, blasztomerjeit megjelolik (riportergénnel, fluo-
reszcens jeloléssel), osztédasok soran az utodsejtek is jel6l6dnek
e lézeres sejtléziokat hoznak létre az embridban, és vizsgaljak, mi torténik hatasara,

mi nem fejlédik ki
e Nomarski mikroszképiaval

Az egyedfejléddés soran bizonyos sejtek (105 darab) egyértelmii sorsa, hogy prog-
ramozott médon elhalnak. Emiatt a C. elegans a programozott sejthalal (apoptoézis, je-
lentése lombhullas) kutatas kivalé modellje.

A C. elegans genomszekvencidja volt az els6 megismert szovetes eukariota
genomszekvencia (1998-ban hataroztak meg). A genom 97 Mbp méretii és 19000 gént
tartalmaz. Egy génre atlagosan 5 kbp DNS esik. Az emberi gének kortilbeliil 70%-a ren-
delkezik C. elegans ortoléggal. Genomjaban a redundans gének szama alacsony.

A kozelmultban harom Nobel-dijat is kiérdemeltek az e modellszervezettel végzett
kutatasok:

e 2002 (orvosi)

Sydney Brenner - a féreggel végzett ttoré munkajaért

John Sulston - a sejtleszarmazasok feltérképezéséért

Robert Horvitz - a programozott sejthalal vizsgalataért
e 2006 (orvosi)

Andrew Fire és Craig Mello - az RNS interferencia felfedezéséért (lasd az eukaridta

génkifejez6dés szabalyozasardl sz6l6 10. fejezetet)
e 2008 (kémiai)

Osamu Shimomura, Martin Chalfie és Roger Y. Tsien - a GFP (green fluorescent pro-

tein, zold fluoreszcens protein) felfedezéséért és genetikai markerként valo alkal-

mazasaeért a féregben

www.interkonyv.hu © Deék Veronika, BME

www.interkonyv.hu © Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

5. A mendeli genetika kiterjesztése 93

A vulva (a hermafroditdk ivarnyildsa)

A genetikai utvonal, melynek analizisét bemutatjuk, a hermafrodita egyedek ivarnyila-

sanak (vulvajanak) fejl6dését szabalyozza. Normalisan egy vulva talalhatd a kifejlett

féreg hasi oldalan, s kétféle, a vulvafejlédésben hibas mutanstipus bizonyult izolalha-

tonak (5.19. dbra):

e vulvaless (Vul fenotipus) - vulva nélkiili (az ivarnyilas hidnya miatt a hermafrodita
nem tud lepetézni, a larvak a testen beliil fejlédnek ki, ami az anya pusztulasahoz

vezet)
e multivulva (Muv fenotipus) - egynél tobb vulvaszerl képz6dmény fejlédik a hasi
oldalon

5.19. dbra: C. elegans vulvaless, vad tipusu és multivulva egyedei (fentrél le)

A vulva néhany sejtbdl kialakitott cs6szerli képz6dmény, mely az uteruszt koti 6sz-
sze a kiilvilaggal. Kialakuladsa az L3 larvastadiumban zajlik. Bizonyos sejtek (tin. vulva
prekurzor sejtek) a kdrnyezé sejtektdl érkezé molekularis jelek hatdsdra meghataro-
zott sejtsorsot vesznek fel (ezt 1°, 2°, 3° jelolik), ami azt jelenti, hogy a jelnek megfeleld
modon differencidlédnak. Normal esetben meghatarozott sejtek veszik fel ezeket a
sejtsorsokat. A szerv kialakulasa, leegyszer(sitetten szolva, az adott sejtek meghataro-
zott szamu osztodasaval torténik (5.20. dbra).
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Anchor Cell
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Vulval Precursor Cells (VPCs)
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5.20. dbra: A C. elegans vulvdjdanak kialakuldsa

A vulva egyszer( szerv, de a kialakuldsdban tobb jelatviteli itvonal jatszik kozre.
Ha a jeltovabbit6 rendszerek valamely eleme(i) hibas(ak), akkor a sejtek nem a megfe-
lel6 modon differencidlédnak. E hibak kovetkezménye lehet, hogy egyaltalan nem fej-
16dik vulva, vagy az, hogy egynél tobb vulva fejlédik.

A tovabbiakban bemutatjuk a genetikai analizis menetét 1épésrdl 1épésre.

Vulvafejlodésben érintett mutdansok izolalasa, s azt kéveté komplementdcios analizis
Tegylik fel, hogy izolalunk 10 vulva nélkiili és 10 multivulva mutanst. Ezek a vonalak
alkotjak a kiindulasi mutansparkot. Mint azt mar korabban tobbszor lattuk, elsé 1épés-
ként a mutanspark tagjait komplementacios csoportokba kell sorolni. Ehhez paronként
keresztezziik az azonos fenotipust mutaté6 vonalak egyedeit. Az egymast nem
komplementalé vonalakban egyazon gén tartalmazza a fenotipust kialakité mutaciot
(azonos komplementacids csoportba tartoznak). Az egymast komplementalé vonalak
tagjaiban kiilonb6z6 gének mutaciéja vezet ugyanazon fenotipus kialakuldsdhoz. Az
alabbi példaban konkrét kisérleti eredményeket mutatunk be. A komplementacios
analizis eredményeként a vulvaless mutansok két, a multivulva mutansok pedig harom
komplementacios csoportba sorolhatdk. Ez azt jelenti, hogy 6t vulvafejlédésben részt
vevl gén érintett a mutansok altal. Minden komplementacios csoportbdl kivalasztottak
egy képvisel6t a tovabbi analizishez, ezek:
e Vul (vulvaless) mutansok: lin-45, let-23
e Muv (multivulva) mutansok: lin-1, let-60, lin-15
(a fenti jelolések a torzseket jelentik, a megfelel6 géneket hasonléképpen, de dolt
betiivel irjuk, a vad allél +, a mutans allél - jelzést kap)
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A kettés mutansok fenotipusanak megallapitasa

A fenti 6t gén termékérdl tehat tudjuk, hogy mutacioéjuk milyen fenotipushoz vezet. Az
episztatikus viszonyok megallapitdsahoz ismerni kell a kettds mutansok fenotipusat.
Ennek megallapitasa az alabbiak szerint torténik a lin-45 és a lin-1 példajan (5.21.
abra):

P lin-45/lin-45; lin-1*/lin-1* X lin-45%/lin-45" ; lin-17/lin-1-
F1 mind lin-45*/lin-45- ; lin-1*/lin-1- vad fenotipus (inter se)
F2 9 lin-45%/—; lin-17/— vad fenotipus

3 lin-45%/—; lin-17/ lin-1- Muv

3 lin-457/lin-45-; lin-1"/— Vul

1 lin-457/lin-45; lin-1~/lin-1- kettés mutans > fenotipus?

Az F2 9:3:4 aranya bizonytalan lehet, ezert:

Kiszedunk F2 Muv-kat, majd megnézziik, hogy 6nmegtermékenyitéssel milyen utodokat szegregal
3 lin-45%/—; lin-1"/lin-1 Muv
lin-45%/—; lin-1/ lin-1-
1 lin-457/lin-45; lin-1"/lin-1- ? Muv vagy Vul

a) Haminden utod Muv, akkor a kettés homozigota is Muv
b) Haaz utédok 3:1 aranyban Muv:Vul, akkor a kettés homozigota Vul

5.21. dbra: Kettds mutdnsok fenotipusdnak megdllapitdsa

A két csoport tagjaival minden paros kombinacioban el kell végezni a fenti séma
szerinti kettds mutans fenotipus-analizist. Az eredményeket az 5.4 tablazat foglalja
ossze.

5.4. tdablazat: A kettés mutdnsok fenotipusdnak ésszefoglaldsa

lin-1 Muv let-60 Muv lin-15 Muv
lin-45 Vul Muv Vul Vul
let-23 Vul Muv Muv Vul

Az episztatikus viszonyok megallapitasa

Az 5.4. tiblazatba foglalt eredmények szerint a kettés mutans fenotipusok valamely
egyes mutans fenotipusaval egyeznek meg. Paronként vizsgalva a géneket, az a gén
episztatikus a masik gén felett, amelynek mutans fenotipusaval megegyezik a kettds
mutans fenotipusa.

Példaul:
lin-45-/lin-45- egyes mutans Vul
lin-1-/lin-1- egyes mutans Muv

lin-45-/lin-45-; lin-1-/lin-1- kett6s mutans Muv
A fentiekbdl az kovetkezik, hogy a lin-1 gén episztatikus a lin-45 gén felett, mert lin-

1-/lin-1- genotipus (a lin-45 gén allélosszetételétdl fiiggetleniil) ugyanazon (Muv)
fenotipus kialakuldsahoz vezet.

© Deak Veronika, BME www.interkonyv.hu

© Deéak Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

96 Altaldnos genetika

A genetikai utvonalaknal az episztatikus viszonyokat masképp értelmezziik, mint
ahogyan egy biokémiai reakcidsor esetén lattuk (lasd a fejezet el6z6 szakaszaban). Ge-
netikai utvonalaknal a downstream elem episztatikus az upstream elemhez képest. A
downstream iranyon a folyamatsor végéhez mutatdé iranyt értjiik, a legutolsé (the most
downstream) elem a gének kifejez6dését befolyasolo6 transzkripciés faktor. Ha példaul
a transzkripcids faktor mutans, akkor ahhoz kapcsolddik egy bizonyos fenotipus. Ha a

W4

ISV

nak megfelel6 fenotipus jelenik meg, vagyis a downstream elem episztatikus az
upstream elem felett. Ez a logika a jelatviteli itvonal barmely két tagjara alkalmazhat,
és ennek alapjan az elemek sorrendje meghatarozhaté (5.22. abra).

»Upstream” SDownstream”
(ez az episztatikus elem!)

lin-45  linl
let-60 lin-435
lin-13  lin-45
let-23 lin-1
let-23 let-60
lin-15  let-23

lin-15  let-23 let-60 lin-45 lin-1

Szignal Génexpresszio

5.22. dbra: Egy jelatviteli utvonal elemeinek sorbarendezése a mutdns fenotipusok
alapjdn

Az elemek kézétti aktivdlasi és gdtlasi viszonyok megallapitasa

Miutan a szignaltol (upstream) a génkifejez6désig (downstream) sorba rendeztiik a jel-
atviteli utvonal elemeit, az elemek kozotti aktivalasi, illetve gatlasi viszonyokat is meg-
allapithatjuk. Ehhez célszerti a ,,the most downstream” elemtdl ,felfele” haladni, és az
elem mutans fenotipusabodl kovetkeztetni annak normalis funkcidjara. Példankhoz az
5.23. abra nyujt magyarazatot.
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Upstream

+ jel (osztodasi
szignal, GF growth
Sfactor) > lin-1 giatlias

> sejtosztodas > 2| bt
vulva \
let-23

lin-15

let-60 (gf)

lin-45

Il

lin-1

Downstream

DNS

Muv 5. alin-15 hianya végeredmenyben legatolja a lin-/-t
normalisan tehat a /in-/5-nek gatolnia Kell a /er-23-at

Vul 4. aler<d3 azért okoz Vul fenotipust. mert /ef-23 hianyaban
nines /er-60 aktivitas (~nincs /in-43 aktivitas ~ /in-1 nem
gatolt. hanem folvamatosan aktiv) = normalisan a /er-23
aktivalja a let-60-t

Muy

¥

. mivel tudjuk. hogy a /ef-60 mutacio funkcionyeréses
(gain of function). ezért Ggy lesz a let-60 gf mutans
Muv. hogy aktivalja a lin-1 gatlo lin-45-t

Vul 2. M\' Vul. vagyis lin-43 hianyaban a /in-1 talmikodik.
talgatol™ > normalisan a /in-45 gatolja a lin-1-t

Muv 1. 27)(1/ Muv = a /in-1 normalisan a vulvafejlédeést gatolja

o s Normailisan gatolt az atvonal
vulvafejlodés

5.23. dbra: A jeldtviteli titvonal elemek kozétti aktivdldsi és gdtldsi viszonyok

megadllapitdsa

Végil hangsulyozzuk, hogy a vulvafejlédés példajan azonositott jelatviteli atvonal
elemei konzervalt, sejtosztédast szabalyozo6 dtvonal elemeinek (a Ras-Raf-MAPK) fe-
lelnek meg. A lin-3 gén terméke az anchor sejt altal kibocsatott epidermalis névekedési
faktor, ez az a jel, melyet a ndvekedési faktor receptor (példankban a let-23 gén ter-
meéke) érzékel, és tovabbit a sejtbe. A let-60 kddolja a Ras, a lin-45 pedig a Raf fehérjé-

ket, melyek a jelatvitel fontos

citoplazmatikus komponensei. A ,,the most downstream”

elem, a lin-1 gén terméke, transzkripcids faktor, melynek aktivitasa vagy inaktivitasa
meghatarozza a sejtsorsot, ebben az esetben azt, hogy a sejt osztddjon-e vagy sem

(5.24. 4bra). Rakos sejtekben
lis miikodése.
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5.24. dbra: A vulvafejlédést konzervdlt jelatviteli titvonal szabdlyozza

5.6. Extranuklearis oroklodés

Az extranukledris (vagy citoplazmatikus) 6rokl6dés a nem sejtmagi génekre jellemz6.
Eukariota sejtekben a mitokondrium és a kloroplaszt organellumok rendelkeznek sajat
DNS-sel, melyeket mitokondrialis (mtDNS) és kloroplaszt genomnak (cpDNS), egytitte-
sen pedig extranuklearis genomnak neveziink. Az organellumok genomja cirkularis, a
nuklearis genomtol és a sejtciklustol fliggetlentil replikalodik (a sejtmagban kédolt, de
organellum specifikus DNS-polimeraz altal). A sejtekben ezek a sejtorganellumok tébb
példanyban vannak jelen, és organellumonként az mtDNS és a cpDNS kopiaszama is
tobb egynél (szamuk valtozo). Fajok kozott széles mérettartomdanybeli eltéréseket ta-
lalunk (akar néhanyszazszoros kilonbséget is). Az mtDNS allati szervezetekben Kki-
sebb, mint novényekben. A human mtDNS mérete 17000 bp kortili; rRNS-géneket,
tRNS-géneket és tizennégy, az oxidativ foszforilaciéban részt vevd, fehérjét kodold gént
tartalmaz. A mitokondrialis fehérjék nagy része a sejtmagban kédolt, a citoplazmaban
szintetizalddik, majd importalédik a mitokondriumba (ez a kloroplaszt fehérjék zo-
mére is igaz). A cpDNS tobbnyire egy-két nagysagrenddel nagyobb a mtDNS-nél. A do-
hany cpDNS-mérete példaul 156000 bp kortiili; rRNS-, tRNS-géneket és szamos, a foto-
szintézisben részt vevd fehérjekddol6 gént tartalmaz.

Az extranuklearis 6roklédés felismeréséhez vezetd els6 megfigyeléseket Carl
Correns (a mendeli torvények egyik Ujrafelfedezdje) tette 1909-ben. Csodatodlcsér
(Mirabilis jalapa) novénynél figyelt fel arra, hogy a szar és levél szinét — ami lehet tel-
jesen zold, teljesen fehér, vagy zold-fehér variegalt - kizarolag az anyai sziil6 hatarozza
meg. El is nevezte ezt az 6rokl6dési format anyai 6roklédésnek.
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Hangsulyozni kell, hogy az anyai 6rokl6dés és az anyai hatads nem ugyanazt jelenti.
Ez utébbi kifejezést azon anyai hatasu gének 6roklédésével kapcsolatban hasznaljuk,
melyek a nuklearis genomban kodoltak, és melynek termékei a petesejtbe kertilve a
korai embrionalis fejlédést iranyitjak. Az anyai hatasu génekre jellemzd a mendeli
oroklédés, azzal a kiegészitéssel, hogy a fenotipusos hasadas egy generaciéval megké-
sik: az anya genotipusa az utddok fenotipusaban tiikr6z6dik ezekre a sajatsagokra nézve.

Az anyai 6rokl6dés a csodatdlcsér esetén a kloroplaszt gének orokl6désével magya-
razhato: csak az anya kloroplasztiszai keriilnek a petesejten keresztiil a zigotaba, a pol-
lenszemcsék nem tartalmaznak kloroplasztot. A levelek fenotipusa attdl fiigg, hogy a
z0ld szintest keletkezik-e benniik (vad tipusd cpDNS), vagy sem (mutdns cpDNS). A
csak vad tipusu DNS-sel rendelkezd kloroplasztokat tartalmazo sejtek osztédasaval
zold szovet keletkezik, a mutaciot hordoz6 cpDNS-t tartalmazo sejtek pedig fehér szo-
vetet hoznak létre. Ha egy sejtben mindkét féle cpDNS jelen van, akkor is z6ld fenotipus
alakul ki. Az egy sejten beliil kiilonféle organellaris DNS jelenlétét (a kloroplaszt és a
mitokondrium vonatkozasaban is) heteroplazmia jelenségnek hivjak. Milyen ut6do-
kat képez egy heteroplazmias petesejt a fenti példaban? Mitotikus sejtosztodas soran
a sejtorganellumok random jutnak az utédsejtekbe (5.25. abra). Ennek kovetkezmé-
nye, hogy az utdd fejlédése soran létrejohetnek olyan sejtek, melyek kizarélag mutans
cpDNS-t hordoznak, ezen sejtek osztddasaval kialakulnak mutans cpDNS-t tartalmazé
sejtklonok, azaz fehér szinl szektorok a novényben. A csak vad vagy mindkétféle
cpDNS-sel rendelkezd sejtek alkotta szovetek zo6ld szektorként jelennek meg. A
variegalt fenotipusui novény tehat heteroplazmias petesejtbdl alakulhat ki (5.25. és
5.26. abra). A sejtek mitotikus osztédasa soran kiilonvalé fenotipusok kialakulasat ci-
toplazmas szegregacionak is nevezik.
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5.25. dbra: Kloroplaszt gének citoplazmatikus 6réklédése
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5.26. dbra: Variegdlt fenotipusu csodatélcsér névény

Nem novényi rendszerben hasonl6é megfigyelést el6szér 1952-ben publikalt Mary
Mitchell és Herschel Mitchell. Neurospora crassa gombaban irtak le a poky mutacié
anyai 6roklédését. A poky (lassan névd) fenotipust egy mtDNS-mutacié miatti oxidativ
foszforilacié hiba okozta.

Meg kell jegyezni, hogy bar az mtDNS és a cpDNS a legtobb esetben anyai
uniparentalis 6rokl6dést mutat, a természetben ismeriink példakat uniparentalis apai
(csak az apai organellaris DNS Kkertiil az utédba) és biparentalis (mindkét sziil6b6l atjut
organellaris genom az utédba) citoplazmatikus 6roklédésre is. Ezek a mechanizmusok
fajonként valtozdk lehetnek. A szakirodalomban a human mtDNS apai 6rokl6désének
ritka eseteivel is taldlkozhatunk. Egérben kimutattdk, hogy az utédokba keriilt
apai:anyai mitokondriumok aranya 1-4:100000.

A human mtDNS - néhdany ritka esettdl eltekintve - anyai 6roklédésti. Szamos
mtDNS-mutacié vezet sulyos kérképek kialakuldasahoz. A mutacidk a respiracids lanc
alulmiikodését, ezaltal ATP-depléciot okoznak, ami komplex, kréonikus degenerativ
megbetegedésekhez vezet. A tiinetek tipikusan az agy, a sziv, az izmok, a vesék, az en-
dokrin szovetek miikodését érintik.
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Foglaljuk 6ssze, milyen kulcsfunkcidkkal kell rendelkeznie a genetikai anyagnak:

e A tobbsejtli szervezetek minden sejtjének ugyanazzal az 6rokl6dé informacié-
val kell rendelkeznie, tehat a sejtek osztédasa soran a genetikai anyag hii ma-
solasara van sziikség. Az él6vilag nagy részében az ivarsejtek altal keril at-
adasra az él161ények genetikai anyaga generaciorol-generaciora, és ezaltal a szii-
16kh6z hasonl6 él61ények jonnek l1étre, tehat a pontos masolas az ivarsejtek ki-
alakulasahoz is elengedhetetlen.

e A genetikai anyag informaciot hordoz. Az informaci6 alapjan éptilnek fel a sej-
teket kialakit6 és miikodteté molekuldk, ami a sejtek altal felépitett szovet, szer-
vezet felépitését és miikodését meghatarozza.

e Az 6rokl6dé valtozasok, vagyis a mutacidk szolgaltatjak az evolucié (bioldgiai val-
tozas) nyersanyagat, tehat a genetikai anyagnak képesnek kell lennie a valtozé-
konysagra. (A mutaciokkal részletesebben foglalkozunk egy késébbi fejezetben).

A tudominyos tarsadalom nagy része sokaig kételkedve fogadta a DNS
orokitéanyag mivoltara utal6 eredményeket, hiszen a DNS viszonylag egyszert felépi-
tésli polimer, monotonnak tling szerkezettel. Meg kellett érteni, hogy ez az egyszerii-
nek tliné molekula hogyan képes betolteni az 6rokitéanyag szerepét, hogyan lehet al-
kalmas arra, hogy a F6ldon él6 szervezetek 6riasi diverzitasanak alapjat biztositsa, és
hogyan képes a tulajdonsagok generacidrol-generaciora torténd atadasara. A kérdések
megvalaszolasahoz a szerkezeti modell lefektetése hozta meg az attorést.

A DNS helyes szerkezeti modelljét James Watson mikrobialis genetikus és Francis
Crick fizikus allitottak fel 1953-ban. A 20. szazad elsé6 felében szamos kisérleti ered-
mény mutatott abba az irdnyba, hogy az o6rokitéanyag a DNS, és nem egyéb
biomolekula (szénhidrat, fehérje, lipid).

A Watson-Crick modell szamos kutaté megel6zd eredményeire épiilt. Felhasznal-
tdk a DNS kémiai 6sszetételérdl, a bazisok aranyairél felhalmozodott ismeretanyagot,
valamint a DNS-r6l késziilt rontgendiffrakcids felvételek adatait.

Miel6tt a DNS szerkezetének targyalasara tériink, tekintsiik at, mit lehetett tudni a
génekrol és a DNS-rdl akkor, amikor Watson és Crick megkezdte torténelmi jelento-
ségli munkajat. A legfontosabb ismereteket az alabbi pontok foglaljak 6ssze:

e Agének-aMendel altal leirt 6roklédési faktorok - specifikus tulajdonsagokhoz
kothetdk, de fizikai természetiik ismeretlen. A mutaciok megvaltozatjak a gének
funkcidjat, de a mutaciék molekularis természete tisztazatlan.

e Az egy-gén-egy-protein hipotézis szerint a gének hatarozzadk meg a fehérjék
szerkezetét (lasd a génkifejez6dés 7. fejezetet).

e A géneket a kromoszomak hordozzak (lasd a 2.4. nemhez kotott 6roklédés és a
2.4.5. kromoszémaelmélet témakoroket).

e Az 1920-50-es években egy sor kisérlet utalt arra, hogy a DNS a genetikai anyag.
Az alabbiakban két ide vonatkozd, nagy jelentdségii kisérletet mutatunk be.
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6.1. A DNS mint genetikai anyag

6.1.1. A transzformacio felfedezése

1928-ban Frederick Griffith Streptococcus pneumoniae baktériumokon érdekes és tu-

domanyos szempontbdl igen fontos megfigyelést tett. A baktérium emberben tidd-

gyulladast okoz, laboratériumi egereket megfertézve az allatok pusztuldsahoz vezet.

Léteznek kevésbé virulens torzsek is. Griffith egy virulens és egy avirulens torzzsel ki-

sérletezett. Laboratériumi kortiilmények kozott, agaros taptalajon tenyésztve a két

torzs az altaluk képzett telepek alapjan egymastél megkiilonboztethetd volt:

e avirulens torzs sejtjei vastag poliszacharid tokot termeltek, mely ,sima” megjele-
nést kolcsonzott a sejtek millivibdl all6 telepeknek (az angol smooth = sima kifeje-
z€ésbdl azt a torzset Griffith S torzsnek nevezte).

e az avirulens torzs sejtjei nem termeltek tokot, a sejtek altal képzett telepek kom-
paktabbak, ,durva” megjelenésiliek voltak (az angol rough = durva kifejezésbdl ez a
torzs az R jelet kapta).

A forralassal elpusztitott S-sejtekkel beoltott egerek életben maradtak. Ha azonban a
felforralt S-sejteket R-sejtekkel keverte 0ssze, akkor az egerek elpusztultak, és a tete-
mekbdl Griffith S-sejteket tudott izoldlni, melyek teljesen fert6z6képesnek bizonyultak.
Az elolt S-sejtek maradvanya tehat valamilyen moédon atalakitotta (transzformalta) az
avirulens R-sejteket. Ugy is mondhatjuk, hogy az S-sejtekbé] szarmazé molekula atadé-
dott az R-sejteknek, felruhazva azokat egy uj tulajdonsaggal, a virulencia képességével, és
ez a tulajdonsag atorokithetd volt. Leegyszertsitve: az S-torzs orokitéanyaga, de legalabbis
a virulencia génje atjutott az R-térzsbe. Azt a jelenséget, amikor drokitéanyag jut at egyik
szervezetbdl a masikba, altalanossagban genetikai transzformacionak nevezziik.

Az elolt S-sejtek azon kémiai komponensét kellett megkeresni, amelyik az R-sejtek
térium orokitéanyaga. 1944-ben - Griffith kisérletének tovabbvitelével - Oswald Avery,
Colin MacLeod és Maclyn McCarty talalta meg ezt a komponenst. Kisérleteikben kiilon-
kiilon szelektiven degradaltak a felforralt S-sejtek maradvanyaban az egyes biomolekula
tipusokat: poliszacharidokat, lipideket, fehérjéket, RNS-t, DNS-t. Az egyes mintakkal az-
tan tesztelték, hogy megmaradt-e azok transzformald képessége vagy sem. Csak a DNS-
bont6 enzimmel (DNazzal) kezelt mintaknak tiint el a transzformal6 sajatsaga, és ez azt
jelentette, hogy a genetikai informaci6 molekularis hordozo6ja a DNS. Ma mar tudjuk,
hogy a virulenciat okozo6 transzformalé DNS-szakasz beépiilt az R-sejtek kromoszoma-
jaba uigy, hogy kozben ,helyet cserélt” a megfeleld, de virulenciat okozni nem képes DNS-
szakasszal (a DNS-szakaszok kicserél6dése rekombinacié utjan megy végbe).

6.1.2. A Hershey-Chase Kisérlet

A bemutatott transzformacids kisérletek erds bizonyitékul szolgaltak a DNS 6rokit6-
anyag mivoltara vonatkozoéan, de sok kutat6 tovabbra is vonakodott az eredményeket
elfogadni. Hogyan képes egy ilyen alacsony komplexitdsi molekula betolteni az
orokitéanyag funkcioit? A fehérjék sokkal valtozatosabbak, és szintén részei a kromo-
szomaknak, igy egyes tudosok tovabbra is ugy gondoltak, hogy ezek a molekulak fele-
16sek az 6rokl6do sajatsagok kialakitasaért. 1952-ben Alfred Hershey és Martha Chase
Ujabb bizonyitékot szolgaltatott. A legegyszer(ibb biol6giai rendszerek, a virusok koziil
valasztottak alanyt a kisérleteikhez, s ez az Escherichia coli baktériumot fert6z6 T2 el-
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nevezés(i fag volt. Ugy gondoltak, hogy ha meg tudjak allapitani, hogy a fig mely mole-
kulafélesége jut be a baktériumsejtekbe a fert6zéskor, akkor ezzel azonositani tudjak a
fag genetikai anyagat, hiszen a baktériumba az a molekulatipus kertil be a fagbdl, amely
képes Gjabb fagrészecskék kialakitasanak iranyitasara. A fagok csak kétféle molekula-
féleséget tartalmaznak: a feji rész DNS-bdl és az azt koriilolel6 fehérjeburokbél all, a
farokstruktura pedig kizardlag fehérjékbdl épiil fel. DNS-molekuldk nyomonkéveteé-
sére olyan fagkultarat hoztak létre, mely radioaktiv foszfort tartalmazott. (32P-t tartal-
mazo6 tapfolyadékban novesztett fagrészecskék a radioaktiv foszfort beépitik a DNS-
iikbe, de a fehérjékbe nem, mert azok nem tartalmaznak foszfort.) Egy masik
fagkulturat pedig radioaktiv kén (35S) tartalmu tapfolyadékban hoztak létre, megje-
161lve ezaltal kizardlagosan a fehérjéket, hiszen a DNS nem tartalmaz ként. A kétfélekép-
pen jelolt fagkulturaval megfertdzték az E. coli sejteket: 6sszekeverték a fagokat a bak-
tériumokkal folyadékkultiraban, és néhany perc kitapadasi id6t kovetéen erés razasnak
vetették ala az elegyet (konyhai turmixgéppel), ami altal a baktériumok felszinéhez ta-
padt, de a sejtekbe be nem jutott fagrészek levaltak, és centrifugalas hatasara a feliil-
uszdba kertiltek, mig a baktériumsejtek (a beinjektalt fag genetikai anyaggal egytitt) le-
siillyedtek az iiledékbe. Ezutan az egyes frakciokban vizsgaltak a radioaktivitast: a 32P-
jelolt kultdra esetében a radioaktivitas az tiledékben (a baktériumsejtekben), a 3°S-jelolt
fagoknal pedig a radioktivitas csak a feltiliszoban (a baktériumsejteken kiviil) volt kimu-
tathatd. A konkluzié egyértelm: a fag 6rokitéanyaga a DNS; a fehérjék csak csomagold,
szallitbanyagként funkcionalnak, és fert6zéskor nem jutnak be a baktériumokba.

6.2. A DNS szerkezete

6.2.1. Mit tudtak a DNS-rol a Watson-Crick modell elott?

A DNS épitokévei

A Watson-Crick modell megsziiletése el6tt mar ismeretes volt, hogy a DNS (dezoxiri-
bonukleinsav) haromféle alkotdéelembdl all: foszfatcsoportbol, cukor (dezoxirib6z)
részbdl és négyféle nitrogéntartalmu heterociklusos vegyiiletbdl vagy bazisbdl (ezek
az adenin, guanin, citozin és timin). A bazisok és a cukor rész C-atomjait arab szamok-
kal jelolik (bazisoknal 1, 2, 3 stb., a cukornal 1’, 2’, 3’ stb.). A dezoxirib6z 2’ C-atomjahoz
- aribdzzal ellentétben - nem kapcsolddik -OH csoport. Az adenin és a guanin kettds
gylr(t alkotd purinvazas bazisok, a citozin és a timin pedig egyetlen gytirtit képezd
pirimidinvazas vegyliletek. Egy foszfatcsoport, egy dezoxirib6z és a négyféle bazis
egyike alkot egy nukleotidnak nevezett egységet (6.2. dbra). A nukleotidok kémiai el-
nevezése: dezoxiadenozin 5’-monofoszfat (dAMP), dezoxiguanozin 5’-monofoszfat
(dGMP), dezoxicitidin 5’-monofoszfat (dCMP), dezoxitimidin 5’-monofoszfat (dATMP). A
négyféle nukleotidot az egyes bazisok kezddbettiivel jeldljiik (A, G, C, T).

A DNS-t alkoté nukleotidok (bdzisok) aranya
A DNS-t alkoté nukleotidok aranya meghatarozott. Erre a felismerésre Erwin Chargaff
jutott az 1940-50-es években, amikor kiilonféle él6lényekbdl kivont DNS-mintakban
meghatarozta a négyféle bazis aranyat.
e A purin nukleotidok mennyisége egyenld a pirimidin nukleotidok mennyiségé-
vel: A+G = C+T
e Az A nukleotidok szdma megegyezik a T nukleotidok szamaval, és a G nukleoti-
dok szdma megegyezik a C nukleotidok szamaval: A=T és G=C
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A kiilonbo6z6 él61ényekben az A+T nem sziikségszerlien egyenld a G+C mennyiség-
gel, de aranyuk egy fajon beliil dllandé. Ismeriink kifejezetten A+T-gazdag genomokat
(példaul egy tengeri siin faj, Paracentrotus lividus (A+T) / (G+C) = 1,85), illetve G+C-
gazdag genomokat is (példaul Mycobacterium tuberculosis (A+T) / (G+C) = 0,42). Egy
genomon beliil is valtakozhat a G+C és az A+T tartalom. A G+C-gazdag DNS-szakaszok
- az A+T-gazdag DNS-hez képest - stabilabbak. Ez megnyilvanul abban, hogy a kettés
hélix hédenaturacidja (Un. olvadasa) megegyezd bp-hosszusag esetén magasabb hé-
meérsékleten megy végbe G+C-gazdag fragmentumok esetén.

A DNS rontgendiffrakcios analizise

A DNS rontgendiffrakciés elemzésével Rosalind Franklin és Maurice Wilkins foglal-
kozott szintén az 1940-50-es években. Az adatok alapjan ugy tlint, hogy a DNS hosszu,
vékony, egyenletes &tmérdjli molekula, amely a teljes hosszan végigfuté két parhuza-
mos részbdl all. A felvételek a molekula spiralis szerkezetére is utaltak. A DNS-rél ké-
szllt legjobb felvétel Franklin tudta nélkiil kertilt Watson és Crick kezébe, és ez kiemel-
ked6 fontossagu volt a DNS haromdimenziés modelljének megalkotasahoz.

6.2.2. A DNS szerkezetének Watson-Crick modellje

Mint lattuk, a DNS 0sszetételérdl sok informacié gy(lt 6ssze az 1950-es évekre, de az
még nem volt vildgos, hogy miként kapcsolédnak egymashoz az egyes részek. Watson
és Crick a DNS haromdimenzios szerkezetét leir6 modelljét 1953-ban, egyoldalas cikk
formajaban publikalta a Nature cim{i rangos tudomanyos szaklapban. A modellben me-
részen 0sszeillesztették a rontgendiffrakcids adatokat, a Chargaff-szabalyokat és a DNS
alkotérészeirdl felhalmozddott kémiai ismereteket oly médon, hogy a modell eleget te-
gyen az orokit6anyaggal szemben tamasztott kovetelményeknek (pontos masolas, in-
formaciéhordozas, valtozékonysag). Akkortajt tobb publikacio is megjelent a DNS szer-
kezetérdl (lasd a Watson-Crick cikkben és a cikk hivatkozasai kozott), de kémiai
és/vagy biologiai okokbol egyik sem volt helytallo.

6.1. abra: Watson és Crick a fizikai modell épitése kozben

Az aldbbiakban attekintjiik a DNS szerkezetére vonatkozé mai ismereteket:
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A DNS elsddleges szerkezete: foszfodiészter kotés

e A nukleotid egységek 3’-5’-foszfodiészter-kotéssel osszekapcsolddva alkotjak a
polinukleotid lancokat

e Kétpolinukleotid lanc fut egymassal parhuzamosan, de ellentétes (antiparallel) ira-
nyultsagban. A szalak polaritasat a cukor 5’ és 3’C-atomjaihoz viszonyitjuk: a szal-
végi nukleotidok egyike szabad foszfatcsoportot tartalmaz a cukor 5’ C-atomjahoz
kapcsoltan (ezt nevezziik a lanc 5’ végének); a szal masik végén 1évé nukleotid cu-
kor egységén a 3’ C-atomon szabad -OH-csoport van (ezt tekintjiik a lanc 3’ végé-
nek). Minden polinukleotid szal egyik végén tehat 5’ foszfat-csoport, masik végén
pedig 3’ hidroxil-csoport talalhat6. Az antiparallelitast a két parhuzamos szal ellen-
tétes 5’ — 3’ iranyu lefutasa adja (6.2. dbra).

o A két szal kozott a bazisok teremtenek kapcsolatot H-kotések révén. A hidrofil cu-
kor és a foszfat-csoportok a molekula kiilsé feliiletén helyezkednek el.

e A szemkozti bazisokat bazisparoknak (roviditése: bp; 1000 bp = 1 kbp, azaz kilo-ba-
zispar) nevezziik. Minden bazispar egy purint és egy pirimidint tartalmaz, igy bizto-
sitott a DNS-molekula egyenletes atmérdje (2 nm). A bazisok koziil az adenin timin-
nel, a citozin pedig guaninnal alkot part (ez megfelel a Chargaff-szabalynak). A paro-
kat kialakité bazisokat egymast kiegészit6 vagy komplementer bazisoknak nevezziik.
Az A-T part 2, a G-C part 3 hidrogénhid stabilizalja. Ezekt6l eltérd bazisparok csak igen
ritkan alakulhatnak ki (lasd a 6.3. replikaciérdél és a 8. mutaciékrol szolo fejezeteket).

e A DNS-szalak egyediségét az adott szakaszon egymast kovetd bazisok milyensége
adja. Egy DNS-szakaszt tehat a bazisok sorrendje (szekvencidja) azonosit. A szalak
szekvencidjat megegyezés szerint 5’ — 3’ iranyban irjuk fel. A 6.2. dbra példajan az
egyik szal szekvenciaja (bazissorendje) 5’- ATCG -3’, a masik, komplementer szalé
pedig 5’- CGAT-3’. A szakirodalomban (cikkekben, adatbazisokban stb.) egy DNS-
szakasz szekvencidjanak megadasakor elegendd csak az egyik (barmelyik) szal
bazissorendjét felirni, de ezt mindig kovetkezetesen balr6l 5’ — jobbra 3’ iranyban
teszik (a legtobbszor a polaritast kiilon nem is jel6lik, mert a balrél-jobbra olvasasi
irany ezt is megadja). Az egyik szal 5’ = 3’ iranyu bazissorendjének forditott iranyu
(reverz) komplementere adja a masik szal 5’ — 3’ iranyu olvasatat.

A DNS masodlagos szerkezete: kettds spirdl

A két parhuzamosan futé DNS-szal egy k6z6s tengely mentén spiralszeriien csavarodik,
s ezt kett@s spiral (double helix) szerkezetnek nevezziik. A kettds hélixet szalag, létra
vagy térkitoltd formaban szoktak abrazolni (6.2. és 6.3. abrak).

A szalag és a létra abrazolasi formaban a szalagok a két antiparallel lanc cukorfosz-
fat gerincét, a palcak vagy sokszogek pedig a bazisokat képviselik. A bazisparok létra-
fokként helyezkednek el a szerkezet belsejében. A cukorgy(irii sikja majdnem merdle-
ges a bazisok sikjara. A viztaszitd bazisok szoros egymasra fekvése a viz kiszoritasa
altal erdsen stabilizalja a szerkezetet (két bazispar kozotti tavolsag 0,34 nm). A hidrofil
cukor-foszfat gerinc kélcsonhatasban all a sejt vizmolekulaival. A spiral 10 bazison-
ként fordul csaknem pontosan 360°-ot, egy csavarulat hossza 3,4 nm. A haromdimen-
zios szerkezet jol szemlélteti az ellentétes oldalakon fut6 kis és a nagy arkot. A DNS-
koto fehérjék ezeknél az arkoknal kapcsolédnak a bazisokhoz.

A DNS tobbféle masodlagos szerkezetet vehet fel (6.3. abra). Az él61ényekben és vizes
oldatban a , B” forma a leggyakoribb, melyre jobb menetes csavarulat jellemzd, a bazisok
sikja majdnem meroleges a cukor—foszfat gerincre. Dehidralt kérilmények kozott egy
tomorebb ,A” forma jon létre, melyben a bazisok sikja megd6l. Hosszu ismétlédések (pél-
daul GCGCGC....) a,Z” format vehetik fel, amely balmenetes, zegzugos lefutasu és megnyult.
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6.2. dbra: A DNS elsédleges (jobbra) és mdsodlagos (balra) szerkezete

Nagy drok

Kis arok

6.3. dbra: A DNS térkitolté modellje
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6.3. A DNS szintézise

A DNS szintézise (replikacié) rendkiviil gyors és pontos folyamat. Egyetlen ember
egyedfejlédése tobb millié sejtosztodast igényel, és minden sejtosztédast megeldzi a
teljes genom megkett6zddése (a sejtciklus S - szintézis - fazisaban). A replikacid sebes-
sége 1000 nukleotid/masodperc. A genom masolasanal csupan 1/100 000 000 (10-8)
replikaciés hiba torténik, melynek 99%-at a javité rendszerek (repair mechanizmu-
sok) utdlagosan kijavitjak. Az atlagos mutacios rata a replikacid végeztével 10-10, vagyis
a 10° bp genomméretli emberi sejt egy osztédasa soran 0-1 Uj mutacié keletkezik a
replikacié hibaja folytan.

6.3.1. A DNS replikacio joslata

A DNS kettds spiral szerkezetébdl kozvetleniil adodik a megkett6z6dés mikéntje, amire
Watson és Crick mar a modell publikalasakor utalt:

"It has not escaped our notice that the specific pairing we have postulated
immediately suggests a possible copying mechanism for the genetic material." (Nem
keriilte el a figyelmiinket az, hogy az altalunk lefektetett specifikus bazisparosodasbdl
kozvetleniil adédik a genetikai anyag masolasanak lehetséges mechanizmusa.) A bazis-
parosodas szigoru torvényébdl az kovetkezik, hogy ha a kettds spiral két szala cipzar-
ként kettévalik, mindkét szal mintaként (templatként) szolgalhat egy 1j szal szintézi-
séhez, aminek sordn az eredetivel és egymassal megegyezd molekulaszerkezetek jon-
nek létre. Ezzel magyarazatot nyer az orokit6anyag pontos dtad6dasa a sejtosztodasok
soran. A genetikai kddot a nukleotid sorrend adhatja.

6.3.2. A szemikonzervativ replikacio bizonyitasa

A DNS maésolasa szemikonzervativ (félig konzervativ) moédon torténik. Ez azt jelenti,
hogy a kettds szald molekula masolasakor az egyik és a masik régi (sziil6i) szal mellé
is szintetizalddik egy-egy 1j szal, igy a 1étrejovo két kopia egyik szala régi, a masik pedig
Uj lesz. Ezt Matthew Meselson és Franklin Stahl igazolta 1958-ban baktériumok
orokitéanyagan. A céziumklorid (CsCl) stirliséggradiens ultracentrifugalas soran a DNS
a fajsulyanak megfeleld savban gyiilik 6ssze. Ezt a jelenséget hasznaltak ki kisérleteik-
ben. A tobb generacion keresztiil 15N taptalajon tartott baktériumokbo6l szarmaz6 DNS
nehéz savot, a normal (14N) taptalajon nevelt baktériumok DNS-e pedig konnytii savot
ad céziumklorid-gradiens centrifugalassal. Ha a 15N-en tartott sejteket atteszik konny(
taptalajra, az els6 nemzedékben koztes, a masodikban konny(i és koztes sav figyelhetd
meg a gradiensben (6.4. abra). A Meselson-Stahl kisérletben kapott eredmények csak
szemikonzervativ DNS-replikacioval értelmezhetdk (6.4. abra).
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6.4. dbra: A szemikonzervativ replikdcié bizonyitdsa baktériumban

A DNS-replikdcio magasabbrendiiekben is szemikonzervativ

1958-ban Herbert Taylor bab gyokércsucs sejteken bizonyitotta, hogy a DNS replika-
cidja — a baktériumok DNS-éhez hasonl6an - szemikonzervativ médon zajlik. Egy sejt-
generacio hosszan tricialt (3H timidint tartalmazo) tapoldatban tartott sejtjei a radio-
aktiv nukleotidot beépitik az Uj DNS-szalba, amit a kromoszémak autoradiogramja je-
lez. Emlékezziink vissza, hogy minden kromatida egy DNS kettds hélixnek felel meg.
Egy szintézisfazist kovetden minden kromatida jel6l6dik, mert minden DNS-molekula
,hibrid” a radioaktivitas tekintetében. Ezutan nem-radioaktiv timidint tartalmazé tap-
oldatba attéve a sejteket, egy Ujabb replikacié utan az autoradiogramon csak az egyik
testvér-kromatida jel616dik (a kiindulasi DNS hibrid volt, a jelolt sziil6i szal és a nem
jelolt sziil6i szal mellé is egy-egy jeldletlen szal szintetizal6dik).

6.3.3. Replikacios villa

E.coli sejtek taptalajahoz 3H timidint adva a DNS-be beépiilt radioaktivitas a hibrid sza-
lak autoradiogramjan kimutathat6. A sejtekbdl szelid feltarassal John Cairns ki tudta
nyerni a baktérium cirkularis DNS-ét, mely radioaktiv jelet adott (6.5.a dbra). A koévet-
kez6 replikacios ciklus soran a képz6do egyik dupla hélix most szintetizal6dé szala lesz
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csak jelolt, mig a masik dupla hélix (,a kor belsejében”) mindkét szala jelolt lesz. A je-
161ésbeli kiilonbséget az autoradiogramon a jel intenzitasa tiikrozte (6.5.b dbra). A fel-
vételen latott szerkezet a gorog théta (0) betlire emlékeztet, ezért a szaknyelvben a
bakterialis cirkularis DNS replikacioja théta-replikacid kifejezéssel él a mai napig. A
sziil6i kettds spirdl szétnyilasaval két - a szintézis sordn egymastol tavolodd -
replikacios villa jon 1étre (6.5.b abra).

a) E. coli kromoszéma egy replikiciot kivetéen
Szalak szétnyilasanak
kezdopontja

Jeloletlen szal

o
o
. o
........
..........

Autoradiogram Az autoradiogram interpretacioja

b) E. coli kromoszoma a masodik replikacios ciklusban

Egyik sziiloi szal (jeloletlen)
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Musik sziiloi szal (jelolt)
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6.5. dbra: E. coli cirkuldris kromoszéma 6 replikdciéja

6.3.4. A DNS-polimerazok

Az els6 DNS-polimeraz enzimet 1959-ben izolalta Arthur Kornberg E. coli baktérium-
bol. Az enzim polimeraz aktivitasat in vitro igazolta. Az enzim szubsztratjai a
dezoxiribonukleotidok trifoszfat formai (ANTP-k: dATP, dGTP, dCTP és dTTP). A DNS-
polimeraz az egyes szali DNS-templatra (minta) azt kiegészit6 (komplementer) szalat
szintetizal a rendelkezésre allé nukleotid trifoszfatokbdl. A Kornberg altal izolalt enzim
volt az els6, ezért ezt DNS-polimeraz I-nek (pol I, Kornberg-enzim) nevezziik. Az E. coli
pol I - akarcsak a tobbi eddig ismert DNS polimeraz - polimeraz aktivitasa 5’ — 3’ irdnyu
szalnovekedést katalizal. Az 0j szal tehat mindig az 5’ vég feldl a 3’ vég iranyaba novek-
szik: az Gjonnan beépiil6 nukleotid a szal el6z6 nukleotid cukor egységének 3’-OH cso-
portjahoz kapcsolodik észterkotéssel, pirofoszfat felszabadulas kdzben (6.6. abra).
Kés6bb (1969, John Cairns és Paula DeLucia) igazoltdk, hogy a pol I génben hibas
baktériumok normalisan névekednek, tehat nem a pol I a baktérium DNS-szintézisének
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f6 katalizaloja. Erre utaltak tovabbi adatok is: a pol I tul lassu (koriilbeliil 20 nt/perc),
tul abundans a sejtekben (400 molekula/sejt), tul gyakran disszocial a DNS-rél (20-50
nukleotid beépitése utan levalik). Mai ismereteink szerint az E. coli-ban 6t DNS-
polimeraz miikodik, és a replikacids villakban a pol III a {6 polimeraz.
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6.6. dbra: A DNS-szdl szintézise 5’ — 3’ iranyban torténik
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6.3.5. A replikacios kezdopont (origo)

A replikaciénak kitlintetett kezdépontja (origéja) van. Az E. coli cirkularis kromoszo-
majanak egyetlen replikacios origodja, az oriC 245 nukleotidpar hosszl, meghatarozott
szekvencia részletekkel. Innen indul a cirkularis kromoszéma replikaci6ja két ellenté-
tes iranyba, amig a villak 6ssze nem érnek. Az oriC egyik szakaszan 13 bp hosszu spe-
cialis szekvenciarész tobbszor ismétlédik (in. DnaA box). Ehhez a részhez két6dnek a
DnaA fehérjék, és ezzel elkezdddik a replikacios gépezet, az Un. repliszoma 6sszeépii-
lése. A DnaA-kotddés hatasara az oriC masik, A+T-gazdag szakaszan a kettds hélix sza-
lai szétvalnak. A szétvalt szalakhoz tovabbi DnaA fehérjék kotédnek, majd
helikazaktivitassal rendelkez6 DnaB fehérjék folytatjak a szalak szétvalasztasat a kiala-
kul6 replikacios villakban. Fehérje-fehérje kolcsonhatassal bekotddik a replikacidhoz
sziikséges tobbi fehérje: a primaz (lasd kés6bb) és a pol III. A replikacids gépezetnek
nem része a DnaA fehérje, funkcidja a replikacié6 kezddpontjanak kijelolése és a
repliszéma Osszeszerel6désének segitése. A baktériumok replikaciés-osztodasi cik-
lusa altalaban 60 percnél kevesebb (az E. coli esetén 20-40 perc).

Az eukariéta kromoszéma sok replikdcios origot tartalmaz

Az eukariota sejtek sejtcilusa 1-2 6ratdl (éleszté: 1,4 6ra) tobb 6raig tarthat (allati ere-
detli laboratériumi sejttenyészeteknél 24 6éra koriili). A szintézisfazisban nemcsak a
DNS, hanem a kromatin teljes szerkezetének meg kell duplazédnia. Az eukariéta kro-
moszomak - a replikdcids hatékonysag novelése végett - tobb replikacids origbt tar-
talmaznak (néhany szazat vagy néhany ezret), és ennek megfelel6en tébb replikonbdl
allnak. Replikonnak az egy origébdl kiinduld replikacids egységet nevezziik. A rep-
likonok a replikaci6 végére 6sszeolvadnak (6.7. abra).

Sziiloi szalak Haromreplikon
/ replikicios origoi
5, =
. e / X
/
Ujonnan l
szintetizalo dé szalak Replikicios villik
Replikiciés buborékok
o | —

T ——— Y
\_"— — . -

l A baloldali két
replikon 6sszeolvad

—

l Minden replikon
osszeolvad

6.7. abra: Az eukariéta kromoszémak replikdcidja t6bb origdbdl indul
balra: sematikus dbrdzolds, jobbra: elektronmikroszkdpos felvétel
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6.3.6. Szemidiszkontinuus replikacio

A replikacié az origétol mindkét iranyban halad. Autoradiografias (3H-timidin pulzus-
jeloléses) kisérletekkel kimutattak, hogy a legtobb eukaridta és prokariota DNS
replikacidja kétiranyu. Az origétol két iranyba haladé DNS-replikacié két replikacios
villat és négy ujonnan szintetizal6do szalat jelent. Mivel a szalak szintézise csak egyik
iranyba (5’ = 3’) haladhat (lasd fent), minden egyes replikaciés villdban az egyik 4j szal
a replikaciés villa iranyaban folyamatosan novekszik - ezt az 0j szalat vezet6 szalnak
(leading strand) nevezziik -, a masik 1j szal pedig csakis szakaszosan, a replikacios vil-
laval ellentétes iranyban polimerizalédhat - ez az 0j szal a lemarado, vagy koveto6 szal
(lagging strand) (6.8. abra). A kovet6 szal kezdetben kiilonallé (késébb dsszekapcso-
16do, 1asd alabb) darabjait leir6juk utan Okazaki-fragmentumoknak nevezziik. Az
Okazaki-fragmentumok hossza 1000-2000 nts (nukleotidok, nucleotids).

5’
3’

Replikicios villa

Kovet6 szil Okazaki
. I

fragmentumai 3
5 ’

Vezeto szal

\

>
>

A replikicio irdnya

5’
3I
6.8. abra: A replikdcios villaban az egyik szdl szintézise folyamatos, a mdsik szdlé
szakaszos

6.3.7. A replikacio tovabbi enzimei

A DNS-polimerazok a szalszintézist elkezdeni nem tudjak, csak folytatni. A kezdéshez
egy rovid kezd6 (primer) szakaszra van sziikségiik. A primer kortlbeliil 8-12 nts hosz-
szi RNS-szakasz, melyet a primaznak nevezett RNS-polimeraz szintetizal (6.9. abra).
Minden DNS-szal tehat egy rovid RNS-szakasszal indul (az 5’ vég feldl). A vezet6 szal
szintéziséhez egyetlen kezd6 primerre van sziikség, a kovetd szal esetén pedig minden
Okazaki-fragmentum egy-egy RNS-primerrel kezd6dik. A primaz enzim a
repliszomaval egyiitt egy nagyobb fehérjekomplex, a primoszoma részeként halad
el6re a replikacios villaban (6.10. abra). A DNS-polimeraz Il az RNS-primer folytatasa-
ként szintetizalja a DNS-t addig, amig a templat rendelkezésre all, illetve az Okazaki-
fragmentumok esetén addig, amig az el6z6 primert el nem éri. Az Okazaki-fragmentu-
mokat indité6 RNS-primereket a DNS-polimeraz I tavolitja el 5’ — 3’ exonukleaz-aktivi-
tasa révén, és helyére DNS-t szintetizal 5’ — 3’ polimeraz-aktivitasanak k6szénhetden.
A koveto szal DNS-szakaszait végiil a ligaz enzim kapcsolja 6ssze: ATP felhasznalasaval
hozza létre a hianyzo észterkotést az egyik fragmentum 5’ foszfat és a masik fragmen-
tum 3’ -OH csoportjai kozott.
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Primaz

Sziiloi DNS szal

1. A primaz RNS
primert szintetizal

5’ 3

5/
=
/ RNS primer
2. ADNS polimeraz III az | Ujonnan képzédé DNS szal
RNS primer folytatasaként
kezdiel a DNS szil 5’ — 3’

iranyu szintézisét
5’ —
g
Az RNS primer i . L L,
lebontdss ksl f Legutébb szintetizalodott DNS szal
3. ADNS polimeraz I az RNS
primert DNS szakaszra cseréli
5’ N 4
milnnnnn &
4

/.

4. ADNS ligaz folytonossa
teszi az uj DNS szalat

6.9. abra: Primaz, primer, ligdz szerepe a replikdcioban

A kett0s hélix széttekerését a helikazok végzik a hidrogénhidak bontasaval. Amint
areplikacios villaban szétvalnak a sziil6i szalak, a villa tiloldalan 1évé DNS-szakasz po-
zitiv irdnyban tultekeredik. A topoizomeraz oldja fel a fesziiltséget oly mdédon, hogy
az egyik szalat elvagja, azt a masik szal kortl , kiporgeti”, majd a szalat folytonossa teszi.
A replikacional miikod6 DNS-topoizomeraz neve giraz. A széttekert templat-szalak
visszacsavarodasat a hozzajuk kot6ddé un. SSB fehérjék (egyes szalat koto, single
strand binding) akadalyozzak meg (6.10. abra).
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1. A replikacios origohoz iniciator fehérje
kotodik, es ATP energiajanak
felhasznalasaval lokalisan sz éttekeria

dupla hélixet — —

2. A DNS-helik az folytatja a dupla hélix
szettekereset. A DNS-giraz (topoizomeraz) a
DNS-helikaz elott csokkenti a fesziiltseget,
ezaltal elosegiti a szalak szetvalasat. Az SSB
(egyszalatkoto, single strand binding) feherjek a
mar szetvalt egyes DNS szalakhoz kapcsolodva
gatoljak a visszatekeredest, igy az egyes DNS
szalak a replikacio templatjaikent sz olgalhatnak.
Ezzela replikacios villakialakult.

3. A primaz a vezeto szaltemplatjahoz
kapcsolodva rovid RNS primert szintetizal
(komplementer bazisparosodas alapjan).

4. A DNS polimeraz III az RINS primert
felhasznalva elkezdi a DNS szintezist. A vezeto
szal szintézisehez csak egy RNS primerre van
sziikseg, a vezeto DNS szal szintezise
folyamatosanmegy S’ — 3’ iranyba.

5. A koveto szal szintézisehez is letrejon az elso
RNS primer. A primaz a helikazzal egytitt
alkotja a primoszomanak nevezett
fehérjekomplexet.

6. A koveto szal szintézise szakaszos, minden
egyes szakasz ujabb RNS primerrel indul (Isd.
piros vonalak). A primerek 3’ vegetol indulva

szintetizalodnak a DNS-fragmentek (ezek az un.
Okazakifragmentek) mindaddig, amig az elozo
primert elnem erik. AZ Okazakifragmentek
elott levo RINS primert a DNS polimeraz I
tavolitjaelS’ — 3’ iranyu exonukleaz aktivitasa
I'eVen., es ugyanez az enzim egyuttal DINS-t
szintetizal az RINS primer helyére.

7.Az Okazakifragmenteket a DNS ligaz enzim
kapcsolja dssze. A replikacios villa mindekdzben
tovabb nyilik, és a lépések ismeétlodnek.

Replikacios
Iniciator P

feherje

SzuloiDNS

DNS

5 lelik:'lz‘ s DNS gil‘z’le
s e topplzomel az),
REPLIKACIOS
VILLA o
3 SSB
s protein
5
RIS
primer %
’ &<
5
3
. primaz
5
vezetoDNS
SZa
ok &
3 DNS polimeraz ITI

5 wimoszmm
— 5
kovetoDNS
B szal e
3,_3 i

DNS polimeraz I

5
e
Okazaki Q
fragment #1 -
5 @ . a"f _;
=
DNS polimeraz I
primaz
5 helikaz
-4 &
DNSligaz *2 /. =
DNS polimeraz ITI o)
5
¥ " DNS giraz

SSB protein

6.10. dbra: A replikdcid dttekintése

www.interkonyv.hu

www.interkonyv.hu

© Deédk Veronika, BME

© Typotex Kiado

© Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

6. A DNS szerkezete és replikacidja 115

6.3.8. A két uj szal szintézisét egyetlen pol III dimer végzi

Az elmarado szal templatjanak kihurkol6dasa lehet6vé teszi, hogy a replikacios villahoz
kapcsolodd pol III mindkét utédszalat a villa irdnyaban szintetizalhassa (6.11. abra). A
pol Il igy két ,leolvasofejjel” rendelkezé dimerként miikodik. A hurokban a templat szal
idénként - ahogy a villaban a szalak valnak szét - tovabbcsuszik. Ez a mechanizmus gyor-
sitja a folyamatot, mivel a kdvetd szal szintéziséhez sem sziikséges a polimeraz levalasa,
majd ujboli bekapcsolddasa (ez 1ényegesen lelassitana a szintézist).

SSB proteinek

Koveto szal
3!
5'

Sziiloi DNS

5'

6.11. dbra: A két uj szdl szintézise egyetlen pol Il dimer dltal, az elmaradé szdl
templdtjanak kihurkoléddsdval valésul meg

6.3.9. A replikacio pontossaga. Proof-reading repair.

A szintézis soran 104-10°¢ nukleotidonként térténik egy hibas beépiilés. Ez igen magas
mutacids ratat eredményezne. A pol III és a pol I enzim is rendelkezik sajat hibajavit6
rendszerrel, és a hibas beépiilések 99%-at azonnal Kkijavitjdk, igy csak 108
nukleotidonként marad egy hiba. A pol III € (epszilon) alegysége végzi annak ellendr-
zését, hogy nem tortént-e hiba a szintézis soran. A hibasan beépitett nukleotidokat az
alegység azonnal kivagja, majd folytatja a szintézist (6.12. dbra). A kivagas visszalépést
jelent, ezért annak iranya 3’— 5’, és nukleotid-eltavolitast, azaz exonukleaz aktivitast
igényel. A DNS-polimerazok sajat hibajavitasat proof-reading repair-nek (,visszaol-
vas6” javitasnak) nevezziik. A primaz nem rendelkezik ezzel a hibajavité képességgel,
és ezért az RNS-primerekben nagyobb eséllyel fordul el6 hiba. A replikacio hliségét
(fidelitas, fidelity) azonban ez nem befolyasolja, hiszen a primerek a replikaci6 végére
lebomlanak. A replikacié utani javitorendszerek a megmaradt hiba 99%-at kijavitjak.
[gy adédik a végsé pontossag, ami 1010 nukleotidonként egy hiba. Ez az emberi genom
esetén atlagosan egyetlen hibat jelent egy replikacié soran.

ADNS polimeraz

5’ 3 5’ 3 5’ 3’ 5’ 3" 3'— 5’exonukleaz 5 3
c G- cC G -C G cCG aktivitasa altal caG
T A T A AN T A4 eltivolitjaa hibasan =T A
G C— DNS polimeriz G ¢ —G C (hiba) & CF peépiilt nukleotidot | ¢ ©
o A1 e T FET A>T Aq—>FTA > T A
T ‘f“m'"? oH T -A T AT AT
T dGTP T OH T o% [ T T
C - dcTP c c c c

inkorrekt bazis

6.12. dbra: A replikdcié alatt azonnali hibajavitds miikodik (proof-reading repair)
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6.3.10. Virus genomok gordiilé gytiri replikacidja

Egy kiilonleges replikdcids mechanizmus a gordiilé gy(ri (rolling circle) replikacio,
ami f6leg cirkularizalt virusgenomokra jellemzd. A cirkularis DNS egyik szala pontsze-
rlien bevagodik (keletkezik egy rés, nick). A polimeraz az ép szalat templatként hasz-
nalva a torott szal 3’ végéhez Uj nukleotidokat épit korbe-korbe, mikézben leszoritja az
elOtte 1évo régi szalat. A leszorul6 egyes szal kettds szalla egészil ki. A linearis kettds
szali molekula az eredeti cirkularis DNS-nek megfelel szakaszokat egymas utan tobb-
szorosen tartalmazza. Ezt a hosszy, az eredeti DNS sok képiajat tartalmaz6 molekulat
konkatemernek nevezziik. A konkatemer végiil egységnyi méretlire darabolddik, és

7

az egysegek gyliriikké zarulnak.

6.3.11. Telomerek. Telomeraz.

Cirkularis DNS esetén nem, de a linearis DNS-molekuldk replikaci6janal taldlkozhatunk
az un. végreplikacios problémaval. Minden Gjonnan szintetizalddott szal 5’ végén
marad egy RNS-primer (6.13. dbra).

Replikicios origé
Koveto szal
Okazaki fragmentjei

Vezeto szal

1. A replikacio a replikacios origonal
indul. A replikacios buborék ket, 5’

egymastol tavolodo replikacios villat 3 LN 5'
tartalmaz. \ ~ _//

5’ 3
2. Végiil minden djonnan 3’ - 5’
szintetizalodott szilon marad egy 5’ , 3
RNS primer (Isd. piros vonal). 3’ 5
3. A szalvégi primerek 5’ — 3’ 5: 3
exonukleaz aktivitas réven lebontasra 3 éf'J
keriilnek, de helyiikre (,,gap”) nem Keriil Gap Gap
DNS szakasz, mivel a DNS polimerazok f's’h 3’
szamara nem all rendelkezésre 3° OH 3’ 5'
csoport. 1
5’ 3
3 5’
5’ 3
3 & 5’
4. A replikaciok soran ezaltal egyre
rovidiila DNS molekula. L
5’ 3’
3 5’
5’ 3/
3 5’

6.13. dbra: Linedris DNS-molekuldk végreplikdcids problémdja
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Nem ismert, hogy kizarolag a primerek eltavolitasa miatt torténik-e igy, de tény,
hogy a legtobb eukariota sejtféleségben minden DNS-replikaci6é soran 50-100 bp sza-
kasz elvész a DNS-molekulak végeibdl (tehat minden kromatida két végébdl), azaz fogy
a DNS. Az orvosi Nobel-dijat 2009-benharom olyan kutatonak (Elizabeth H.
Blackburn, Carol W. Greider és Jack W. Szostak) itélték oda, aki e problémakérben
jelentos felfedezéseket tett. A legfontosabb ide vonatkozé ismereteket az alabbiakban
foglaljuk 6ssze.

A kromoszémak végeit a telomerek védik. A telomerek fenntartdsat a telomeraz
enzim végzi. A telomer kifejezés a gorog telosz (vég) és merosz (rész) szavakbol kelet-
kezett. A telomerek feladata kettds: a szabad DNS-vég védelme a lebomlastdl, valamint
a replikacids rovidilés megakadalyozasa.

A telomerekkel kapcsolatos elsé eredmények a Tetrahymena thermophila egysejti
protozoa és élesztégomba sejteken sziilettek. Azt talaltak, hogy a Tetrahymena kromo-
szomavégi DNS-szakasza (azaz telomere) megakadalyozza a mesterséges kromoszo-
mak lebomlasat élesztd sejtekben.

A telomer szakaszt tobb szervezetben szekvencia szinten ismerjiik. Ezek olyan kro-
moszomavégi DNS-részek, melyekben egy rovid szekvencia ismétlédik sokszorosan.
Emberben -TTAGGG- szekvencia ismétlédik Kkoriilbeliill 2500-szor (az ismétlések
szama sejt-, illetve szovetfiiggd). A telomer szakaszon a DNS visszahurkolédik, a hu-
rokszerkezetet telomer kot6 fehérjék stabilizaljak.

Egy atlagos testi sejtben a telomer minden sejtosztédas soran rovidiil. Kivételt ké-
peznek az ivarsejtek, az ssejtek, és a rakos sejtek tobbsége. Ha a telomer szakasz tul
rovid, akkor a telomerkot6é fehérjék nem tudnak hozzakapcsolddni, a visszahajlas
(loop) nem tud kialakulni, a kromoszémak végei ,ragaddssa” valnak, és mindez kromo-
szoma-atrendezddésekhez vezet. Végiil ledll a sejtosztddas, és beindul a programozott
sejthaldl mechanizmus, az apoptézis. Mindebbdl az kovetkezik, hogy a
telomervesztésnek - ha az nem keriil pétlasra - kdszonhet6en a sejtek meghatarozott
szamu (50-60) oszt6das utan elpusztulnak. Igazolt, hogy az ember testi sejtjeiben a
telomer a kor el6rehaladtaval rovidil. Mai tudasunk szerint ezt a mechanizmust a bio-
stressz hatasara a telomervesztés 6tszorose lehet a normalisnak.

Mint emlitettiik, bizonyos sejttipusok (ivarsejtek, 6ssejtek) képesek a telomer sza-
kaszaik megujitasara. Ennek sziikségessége érthet6 is. A telomerek hosszusagat a
telomeraz enzim tartja fenn. A telomeraz egy ribonukleo-protein.

A human telomeraz felépiilése (6.14. abra):

o Katalitikus alegység (hTERT, human telomeraz reverz transzKkriptaz): ez a
fehérje egység, mely az RNS részt sajat templatként hasznalva DNS-t szintetizal,
vagyis reverz transzkripciot végez. A testi sejtekben a hTERT fehérje génje
transzkripcionalisan represszalt allapotban van (réla mRNS és fehérje nem ke-
letkezik).

e RNS-alegység (hTERC, human telomeraz RNS komponens): ez az RNS-mole-
kula a telomer ismétlések szintézisének a templatja. Masodlagos szerkezetét fa-
jok kozti er6s konzervaltsag jellemzi.
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Telomer
5! 3
3’ 53
Eukariota DNS "
Ismétlodo egység Fehérje rész
—t——

-~-TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG|3

—~AACCCCAAC / AACCCCAAC
3 5

1. A telomeraz komplex a DNS végi Talomorace
telomer szekvenciahoz kotodik.

RNSrész
2. A DNS 3’ végén a telomeraz szalszintézist végez.

Templatként a komplex sajat RNS része szolgal.

>

~TTGGGGTTGGGGTTGGGGT TG cicichy

~AACCCCAAC

~-TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

-AACCCCAAC m AACCCCAAC

//.

3. A telomeraz komplex
4. Az alap replikacios tovabb csuszik, és ujabb
gépezet altal elkésziil a nukleotidokat épit a DNS
komplementer szalis. - szal3’ végére. I

B
, 5. A telomer DNS hurkot
I 4B Képezve visszahajlik.

6.14. dbra: A telomer szerkezete, és ujjaéplilése a telomerdz komplex dltal

A rakos sejtek korlatlan szamu osztédasra képesek, ,halhatatlanok”. A kutatasok-
ban hasznalt sejtvonalak jelentds része éppen ezért rakos szovetbdl szarmazik. (Pél-
daul a HeLa egy méhnyakrak sejtvonal, melyet 1951-ben izolaltak egy bizonyos Henri-
etta Lacks nevii paciensb0l, s azota vilagszerte fenntartanak kutatasi célokra.) A rakos
sejtek zomére jellemz6 a telomeraz enzimaktivitds. Az orvoslasban felvetédott a
telomeraz-gatlas daganatterapias alkalmazasanak lehet6sége. Ez olyan szempontbdl
szelektiv, hogy a normalis szovetekben telomerazaktivitas alig van, de az dssejtekre
gyakorolt hatasuk elbizonytalanitoé. A kutatdk feltételeznek egy in. ALT-mechanizmust
(a telomerek hosszabbitasanak alternativ utja), mivel a rakos sejtek egy része fenn
tudja tartani a telomerei hosszuisagat, mikdzben telomeraz enzimaktivitast nem mutat-
nak. ,Attérve” erre az ttvonalra, a daganatsejtek rezisztensekké valhatnak a telomeraz
gatloszerekkel szemben.

A telomereknek fontos szereptik van néhany orokletes betegség kialakulasaban is.
A Werner-szindréma egy korai 6regedést mutaté kérkép, mely autoszémalis recessziv
modon 6roklédik. A betegek WRN génjének mindkét kdpiaja mutans. Ez a gén egy
helikazaktivitasu fehérjét kddol, melynek szerepe lehet a telomerstruktuira létrehoza-
saban. A betegek sejtjeire fokozott telomer vesztés jellemzé.
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Ne vdgd tUl rovidre! )
Az U ug\l oregit!

L Podr Viktor Soma

6.15. dbra: Kromoszéma ,a fodrdsznal”
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7. A génkifejezodés molekularis alapjai

Azokat a 1épéseket, melyeken keresztiil a génekrdl a fenotipust befolyasolé molekulak
(fehérjék és funkcionalis RNS-ek) képzédnek, génkifejez6désnek (génexpresszid) ne-
vezzlk. Az 1990-es évek kozepétdl kezd6dben meghataroztak egy sor é161ény teljes ge-
nomjanak DNS-szekvenciajat. Ezek az eredmények Oriasi eldrelépést jelentenek, hi-
szen a szekvenciaadatokbdl a kordbban felhalmozédott ismeretek alapjan rengeteg in-
formacié kiolvashaté. Lehetdvé valik a gének szamanak és milyenségének eldrejelzése,
s6t a gének kifejez6désének szabalyozasara utalé informacidk kiolvasasa is. Az infor-
macidk értelmezését a DNS-ben kédolt ,jelrendszer” teszi lehet6vé. Ezekrdl a ,jelekrél”
a tovabbiakban folyamatosan targyalunk. A teljes genomok szekvenciajanak analizise
informatikai eszk6zokkel lehetséges.

Az els6ként megismert teljes genomszekvencidk nem hoztak meglepetést a gének
szamanak tekintetében: az Escherichia coli baktérium kb. 3200 génnel, a Saccharo-
myces cerevisiae egysejtli eukariota éleszt6 kb. 6300 génnel, a tébbsejtli muslica (Dro-
sophila melanogaster) kb. 13600 génnel rendelkezik. A novekvd komplexitas tehat a
gének szamanak novekedésével jar. Ennek alapjan a kutatok kordbban ugy becsiilték,
hogy az ember kb. 100000 génnel rendelkezik. A human genom felderitése el6tti évek-
ben az érdekelt kutatok fogadast kotottek egymassal a human gének szamara vonatko-
z6an. A tippek 26000-150000 koézott mozogtak. 2003 tavaszara jutott el a human ge-
nom analizise abba a stddiumba, hogy a gének szamat jé kozelitéssel meg tudtak alla-
pitani. Igen meglepd eredmény sziiletett: a fehérjekddolé génjeink szama mindossze
20000 kortli. A fogadasban a legkisebb szamra (25947) tippel6 kutaté nyert. Hogyan
lehetséges, hogy a fejlett aggyal, kifinomult immunrendszerrel rendelkezé6 Homo sapi-
ens csak kétszer annyi génnel rendelkezik, mint egy fonalféreg, és nagyjabdél ugyanany-
nyi génje van, mint a noévényi modellszervezet Arabidopsis thaliana-nak? A valasz az
alternativ splicing mechanizmus 1étében keresendd (errdl késébb szolunk részlete-
sen), melynek kdszonhet6en a 20000 gén 100000-nél tobb fajta proteint kddol.

7.1. RNS intermedier létére utalo korai kisérletek

1957-ben Elliot Volkin és Lawrence Astrachan kutaték igen jelent6s megfigyelést tet-
tek. Azt a meglepdnek tliné jelenséget talaltak, hogy az Escherichia coli baktérium T2
faggal torténo fert6zését kovetden jelentds mennyiségli RNS szintetizal6dik a baktéri-
umban. Ez a gyors ,fag-indukalta” RNS-szintézis hamar, perceken belil lecseng. Az
RNS-molekuldk gyors megjelenése, majd eltlinése arra utalt, hogy a képz6d6 RNS-
eknek szerepiik lehet a T2 faggenom kifejez6désében, sziikségesek lehetnek ahhoz,
hogy az 0j fagrészecskéket felépit6 fehérjék szintetizalédjanak.

Eukariota sejteknél a DNS a sejtmagban talalhatd, mig a fehérjeszintézis a citoplaz-
maban torténik. Az RNS kozvetit6 szerepét a DNS és fehérjék kozotti informacio atvi-
telben un. pulse-chase (impulzus és iildozés) kisérlettel vizsgaltak. A sejtekhez rovid
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idore (impulzusszeriien) radioaktivan jelolt uracilt adtak (az uracil az RNS egyik alko-
toeleme), majd a médiumot lecserélték nem jelolt uracil tartalmira. A médiumcsere
el6tt a sejtek a sejtmagban tartalmaztak a jelolt RNS-eket, a médiumcserét kdvetéen
pedig a radioaktivitas a citoplazmaban volt kimutathaté. A kisérlet azt mutatta, hogy
eukariota sejtekben az RNS a sejtmagban szintetizal6dik, majd kijut a citoplazmdba, a
fehérjeszintézis helyszinére. A kisérlet alapjan az RNS-molekula alkalmas jeloltnek
tlint arra, hogy informécidt tovabbitson a DNS és a fehérjék kozott.

7.2. Az RNS-molekulak sajatsagai

A DNS és az RNS is nukleinsavak, felépitésiik, tulajdonsagaik sok k6zds vonast mutat,
azonban fontos kiilonbségek is vannak kozottiik:

e Az RNS altalaban egyszalu nukleotidlanc (nem kettds hélix szerkezet(i, mint a
DNS). Egy RNS-molekulan beliili bizonyos szakaszok bazisparosodassal egy-
mashoz kozel hozhatjak a molekula adott szakaszait (intramolekularis bazis-
parosodas), igy az egyes RNS-molekuldk igen valtozatos haromdimenzios szer-
kezeteket képeznek.

e Az RNS-t felépit6 nukleotidok cukor része ribdz (nem dezoxirib6z, mint a DNS-
ben). A cukormolekula 2’ szénatomjan hidroxilcsoport (-OH) talalhato a ribéz
esetében. Késébb latni fogjuk, hogy ez a hidroxilcsoport kitiintetett szerepet jat-
szik tobb fontos folyamatban. Az RNS cukorfoszfat gerince — a DNS-hez hason-
l6an - 5'—=3’ polaritast kolcsonoz a nukleotidlancnak.

e Az RNS-t felépité nukleotidok (ribonukleotidok) adenin, guanin, citozin és
uracil (timin nukleotid helyett) bazisokat tartalmaznak. Az uracil - a timinhez
hasonl6an - adeninnel képez bazispart.

e Ismeriink olyan RNS-molekuldkat, melyek - a fehérjékhez hasonl6an, de a DNS-
sel ellentétben - katalizalni képesek biokémiai reakcidkat. A ribozimek katali-
tikus sajatsaggal rendelkez6 RNS-ek. (Neviik az ,RNS-enzim” 6sszeolvadasabdl
alakult ki.)

7.3. RNS-tipusok

e mRNS (messenger, informaciés RNS): A gének tobbségérdl képzddd RNS-
transzkriptum koztes, informacidszallité termék, amely sziikséges a gén altal
kodolt fehérjetermék szintéziséhez.

e Funkcionalis RNS-ek: Ezek az RNS-tipusok nem szolgalnak alapul fehérjék
szintéziséhez, hanem 6nmagukban végeznek egy bizonyos funkcidt
o tRNS (transzfer, szallit6 RNS): Aminosavat szallitanak a fehérjeszintézishez.
o TrRNS (riboszomalis RNS): A riboszomak felépitésében és miikodésében
vesznek részt. A riboszomak RNS-bdl és fehérjébdl felépiil6 makromoleku-
laris gépezetek, melyek az aminosavlancok szintézisét végzik.

A t-RNS-t és az rRNS-t kddolé gének szama egy adott genomban kevés (néhany tu-
cat). A sejtben 1évd RNS-ek kozott az rRNS-ek vannak folényes mennyiségben jelen. Ez
az r-RNS-ek nagy stabilitasanak készonhetd, valamint annak, hogy folyamatosan sok
kopiaban irédnak at a génjeikrdl.
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o SnRNS (small nuclear, kis nuklearis RNS): Csak az eukaridtakra jellemz4 cso-
port. Az els6dlegesen képzddott RNS-transzkriptum érésében vesznek részt.
Egy részik fehérjékkel komplexet alkotva alakitja ki a spliceoszémat (lasd a
fejezet késdbbi részében), mely az intronok eltavolitasat végzi.

A kovetkezo6 két csoport szintén az eukaridta szervezetekre jellemzd RNS-félesége-
ket tartalmaz. Az eukariéta genomok jelentds része irodik at olyan funkcionalis RNS-
sé, melyek a gének kifejez6désének szabalyozasaban vesznek részt kiilonb6z6 szinte-
ken. Ezek koziil a legismertebbek:

o miRNS (micro RNS): Nemrégiben fedezték fel ezt az RNS-tipust, és egyre
tobb gén esetén igazoljak, hogy ezek nagyon sok gén expresszidjanak szaba-
lyozasdban vesznek részt. A képzddott fehérjetermék mennyiségét kiilonféle
szinteken befolyasolhatjak.

o siRNS (small interfering, kis interferalé RNS): A n6vényi és allati genomok
integritdsanak meg6rzésében fontosak. Gatoljak a virusrészecskék képzodé-
sét, megel6zik a mozg6 genetikai elemek genomon beliili athelyez6dését.

7.4. RNS-szintézis

Az RNS-szintézis (transzkripcio, atiras) baziskomplementaritas szerint DNS-mintardl
(templat) torténik. A szintézist RNS-polimeraz végzi. Az enzim a DNS kettds spiralhoz
kapcsolddik az atirand6 gén elején, és mikozben halad el6re, épiti a ribonukleotid-lan-
cot a DNS-templat alapjan, rNTP-k (ribonukleotid-trifoszfatok) felhasznalasaval. Az
RNS-szintézis - a DNS-szintézishez hasonléan - 5’=3’ irdnyban torténik, azaz az Gjabb
rNTP a késziil§ RNS-lanc el6z6 nukleotidjan a rib6z egység 3’ -OH csoportjahoz kap-
csolodik észterkotéssel. Egy RNS-molekula szintéziséhez mindig csak a DNS kettds
hélix egyik lanca szolgal templatként. A masik szal az RNS-szintézis tekintetében a
nem-templat szal, melynek nukelotidsorrendjével és polaritasaval a képz6dé RNS
nukleotid sorrendje és polaritasa megegyezik, vagyis az RNS a nem-templat szal maso-
lata (kivéve, hogy az RNS-ben timin helyett uracil taldlhat6). Ez a nem-templat szal a
kodol6 szal, mivel a benne rejlé nukleotidsorrend adja a funkcionalis RNS-ek és a fe-
hérjék szerkezetére vonatkozé informaciot, a kdédot. Ha egy nagyobb kromoszémasza-
kaszt tekintlink, tobb génnel (k6dol6 szekvencidval), akkor az egyes gének esetén a
DNS kettds hélix egyik vagy masik szala lehet a kodol6 szal, tehat bizonyos gének ese-
tében az egyik, mig mas gének esetében a masik DNS-szal szolgal genetikai kédként
(7.1 abra). Kompakt genomoknal, amelyekben a génsiiriiség nagy, el6fordulhat, hogy a
DNS kettds spiral egy adott szakaszan mindkét szal kédold. Ebben az esetben az egyik
és a masik szalrol is képzddik RNS-masolat, tehat egy DNS-szakaszon két gén is elhe-
lyezkedhet (gén a génben, Gén 3 és Gén 4 a 7.1. abran). Ez két teljesen kilonb6z6 RNS-
nukleotidsorrendet eredményez (7.2. dbra). A két kédolé szakasz atfedése sokszor
csak részleges. Az RNS-szalat - akarcsak a DNS-t - balrél jobbra 5’ — 3’ iranyban irjuk
fel. Kés6bb latni fogjuk, hogy ennek a polaritasnak az RNS-érése és késdbbi ,élete” so-
ran is jelent6sége van (példaul mRNS-eknél a fehérjeszintézis iranyanak meghataroza-
saban).
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7.1. abra: A DNS mindkét szdla szolgdlhat genetikai kédként

3'~ CCGCCATCTGCTATGGCTAAGTTCA -3

3’ GGCGGTAGACGATACCGATTCAAGT -5

Ha a kodolo szal a felso szal,
akkor az RNS-szintézis templatja az also szal.
(az RNS szintézis iranya ..balrol jobbra™)

az RNS (1) szekvencidja
a kodolo szallal egyezik, kivéve T>U):

3~ CCGCCAUCUGCUAUGGCUAAGUUCA -3

Ha a kodolo szal az also szal.
akkor az RNS-szintézis templatja a fels6 szal,
(az RNS szintézis iranya ..jobbrol balra™)

az RNS (2) szekvenciaja
(a kodolo szallal egvezik. kiveve T>U):

5~ UGAACUUAGCCAUAGCAGAUGGCGG -

7.2. dbra: Egy szakaszon a DNS egyik és mdsik szdla eltéré kodot jelent, eltéré RNS-
szekvencidt hatdroz meg

7.4.1. A transzkripcio 1épései

Egy atirasra keriil6 DNS-szakasz egy jéval nagyobb DNS-molekuldnak, a kromoszéma-
nak egy kis szegmense. Mivel a kromoszomat alkoté DNS kettds hélix egyetlen mole-
kula, egyetlen folytonos egység, a transzkripciot végzdé molekularis gépezetnek
nukleotid pontossaggal biztositania kell, hogy a megfelel6 szakaszok a megfeleld irany-
ban és megfelel6 hosszan irodjanak at. Ez harom részfolyamatban torténik: 1) a gén
elejének megtalalasa, a transzkripcié pontos starthelyének és iranyanak kijelolése -
iniciacio, kezdés, 2) az atiras végzése a gén hossza mentén - elongacio, lanchosszab-
bitas, 3) az atiras leallitasa a gén végén - terminacio, befejezés (7.3. dbra). A teljes fo-
lyamatot a fenti harom részfolyamat szerint targyaljuk. A transzkripci6 alapjaiban igen
hasonléan zajlik pro- és eukariotakban, de vannak 1ényeges eltérések is.
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7.3. dabra: A transzkripcié dttekintése

7.4.2. TranszKkripcio iniciacio prokaridotakban

Hogyan talalja meg az RNS-polimeraz a transzkripcié korrekt starthelyét? Ehhez egy
specialis DNS-szekvencia segiti hozza, melyet prométernek (promoter, el6segit6) ne-
veziink. A promoter a transzkripci6 starthelyének kozelében, attdl 5’ iranyban (vagy
upstream) helyezkedik el (7.3. abra). Emlékezziink vissza, hogy a gén kddol6 szakaszat
5’ — 3’ irdnyban irjuk fel, és a transzkripci6 iranya megegyezik a kddolé szal 5’ —» 3’
iranyultsagaval. A k6dolé szalon az els6 atirdsra kertilé nukleotidot +1 pozicionak ne-
vezziik. Ez a fontos koordinata a transzkripci6 starthelye (7.4. dbra). Ett6l 5’ irdnyban
(a kodold szakasz el6tt vagy upstream) 1év6 nukleotidokat -1, -2... stb. szamozassal, a
+1 helytdl 3’ iranyban (downstream) elhelyezkeddket pedig +2, +3... stb. szamozassal
jeloljiik. A promoéter tehat a +1 helytdl upstream elhelyezkedé DNS-szekvenciarész,
mely a transzkripci6 strathelyének kozelébe iranyitja az RNS-polimerazt. Mit6l specia-
lis ez a DNS-szakasz? Egy DNS-szakasz egyediségét nem adhatja mas, mint annak
nukleotidsorrendje. A promoétert is meghatarozott nukleotidok meghatarozott pozici-
O0kban és sorrendben valé elhelyezkedése teszi funkcionalis szakassza. Egy genomon
beliil az egyes promoterek szekvencidja hasonlé. Ha 6sszehasonlitjuk példaul E. coli gé-
nek +1 helyt6l upstream l1évé DNS-szakaszait, akkor két olyan, egyenként néhany
nukleotidbdl allo részt figyelhetiink meg, melyek az egyes gének promdter régidiban
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igen hasonloak. (A promoterszekvenciat altalaban csak az egyik szal, a kédolé szakasz-
nak megfelel§ DNS-szal szerinti szekvenciaval adjuk meg.) Ezekb6l a hasonlé - de nem
mindig tokéletesen egyezd - szekvenciaju régiokbol leképezett leggyakoribb bazissor-
rendet konszenzus (megegyezd) szekvenciaknak nevezziik. Az E. coli promoterek kon-
szenzusszekvenciai a -10 és a -35 poziciok kornyezetében vannak (7.4. abra). Mas
prokariota promdterekre is jellemz6 ez a szerkezet. Bar e két konzervalt régio helye
prokariotaknal altalanos, a konkrét bazissorendben egy genomon beliil is tobbféle va-
riacio lehetséges. Ez befolyasolja az adott promoter er6sségét, és lehetdséget biztosit
meghatarozott géncsoportok egylittes transzkripcionalis szabalyozasara (lasd ké-
s6bb). A 7.4. dbran az E. coli RNS-polimeraz o70 alegysége altal felismert konszenzusz-
szekvencia lathatd. A konszenzusszekvenciatél akar csak egy bazisban is eltérd
promdtereknél az RNS-polimeraz kotédése (és ezzel a transzkripcid) gyengiil vagy aka-
dalyozott. Mas tipusu promoterfelismerd RNS-polimeraz alegységekhez mas konszen-
zusszekvenciak tartoznak.

Promoter
[ & A
PR . 6, 71 (1] -10 régio Starthely
Kodolo szal ———= — R +
5" TTGACA TATAAT A ~3'
3% AACTGT ATATTA T 5
Templat szal T
P Transzkripcio
5,E >3,
RNS

7.4. dbra: Az E. coli RNS-polimerdz 679 alegysége dltal felismert promdterek
konszenzusszakaszai

A promoter utan pasztazva, az RNS-polimeraz holoenzim (tébb alegységbdl allo
enzimkomplex) felismeri azt a specialis szekvenciaja alapjan, hozzakot, megkezdi a
DNS kettds hélix lokalis széttekerését (ezzel 1étrejon a transzKkripcios buborék), és
pontosan a +1 poziciéban 1évé nukleotidnal elkezdi az RNS-lanc felépitését. A
promoterben a konzervalt szekvenciaszakaszok megfeleld pozicioban valo jelenléte el-
engedhetetlen ahhoz, hogy a transzkripci6 mindig pontosan meghatarozott
nukleotidnal indulhasson el.

A bakterialis RNS-polimeraz alegységei: o, o, 3, ', w. Ez az 6t alegység alkotja az
un. core enzimet (core - mag). A promotert kozvetlentil egy tovabbi alegység, a o-faktor
ismeri fel, ez iranyitja a promoéterhez a core enzimet. A o-faktor elnevezése a specifitas
(specificity) kifejezés kezddbetiijével all 6sszhangban, ugyanis ez az alegység felel a
DNS specifikus szakaszainak felismeréséért. A o alegység a DNS-szalak szétvalasztasa-
ban is részt vesz a -10 hely kérnyezetében. A transzkripcid elindulasaval a o alegység
levalik a DNS-r6l és a core enzimrol.

Az E. coli - akarcsak mas baktériumok - tobbféle o-faktorral is rendelkezik. A gének
zOmének atirasaban a ¢70 nevii (70 kDa) fehérje vesz részt. Mas o-faktorok masféle
promoterszekvencidkat ismernek fel, vagyis a o-faktorok prométerspecifitdsban kii-
l6nboznek egymastdl. Ez lehet6vé teszi, hogy ugyanaz az RNS-polimeraz holoenzim - a
sejtben jelenlévé o-faktorok fiiggvényében - tobbféle, kiilonb6z6 promébterszerkezeti
gének csoportjait irhassa at. Prokariotaknal a gének kifejez6désének a o-faktorok sej-
ten beltli hozzaférhet6ségébdl (jelenlétébdl, hianyabol, mennyiségébdl) fakado szaba-
lyozasa elterjedt (1asd A génkifejez6dés szabalyozasa prokariétakban cimi 9. fejezetet).
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A transzkripcié starthelye (+1) nem esik egybe a transzlacids starthellyel. (Itt
mRNS-ekrdél beszéliink; mas RNS-féleségek nem templatjai a transzlaciénak.) A transz-
lacié a START kodonnal (ez altalaban AUG az mRNS-en, tehat ATG a kddolé DNS-sza-
lon) indul. A DNS-szekvenciaban ez az ATG triplet (bazisharmas) a +1 helytdl tavol,
downstream helyezkedik el, és a transzKkripciés apparatus szamara semmilyen jelzés-
értékkel nem bir. Ez azt jelenti, hogy a képz6dd RNS-transzkriptumnak van egy olyan
5’ végi szakasza (a transzkriptum eleje), mely nem Kkeriil transzlaciora. Ezt az RNS-sza-
kaszt 5° UTR-nek (untranslated region, nem transzlal6do régio) nevezziik. Az 5’ UTR-
nek a transzlacional a riboszoma kotésében fontos szerepe van (lasd errdl késébb).

7.4.3. TranszKripcid elongacio prokariotakban

Az RNS-polimeraz haladasa kézben maga el6tt kitekeri, maga mogott pedig visszate-
keri a DNS kettds hélixet. A lokalisan széttekert DNS kettds hélix (transzkripciés bubo-
rék) lehet6vé teszi, hogy a templat szal leolvashatova valjon az enzim szamara. A
transzkripciés buborék igy az RNS-polimerazzal egyiitt halad (7.5. dbra). Az RNS-
polimeraz kb. 30 nukleotid hosszan kétédik a DNS-hez (a DNS dupla hélix egy teljes
csavarulata 10 nts), a kitekert szakasz hossza 18-20 nukleotidnyi. A nukleotidok be-
épiilése a templat szallal komplementer bazisparosodas alapjan torténik. A beépiilés-
hez sziikséges energiat a szintézis monomereiben, a ribonukleozid-trifoszfatokban
(NTP-k) 1évé foszfoanhidrid-kotések felszakadasa szolgaltatja, pirofoszfat felszabadu-
lasa kdzben. Az RNS-szintézist az alabbi egyszerii képlettel irhatjuk le:

NTP + (NMP)n - (NMP)n+1 + PPi
DNS
Mg2+
RNS-polimeraz

~__————— RNS polimeraz haladasi iranya
~__ RNS polimeriz =~ —)
) 3 a DNS

a DNS
visszatekeredése

|
/ Nukleotidok
beépiilése az RNS
3’ végén

RNS-DNS NTP-k
hibrid régio

7.5. dbra: RNS-szintézisnél a DNS kettds hélix lokdlisan felnyilik (transzkripcios
buborék)

Az RNS-lancba utoljara beépiilt 8-9 nukleotid hidrogénhidakkal kapcsolodik 6ssze
a DNS-templatszallal (ez RNS-DNS hibrid régio, 7.5. dbra), az ezt megel6z6 RNS szakasz
pedig levalik a templatrol.
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7.4.4. TranszKripcio terminacio prokariotakban

Az elongacié mindaddig tart, mig az RNS-polimeraz nem , érzékel” terminacidra utaléd
jelet. E. coli-ban (és mas baktériumokban) két {6 mechanizmust ismeriink a transzkrip-
fiiggd terminacio.

Az intrinsic terminacids mechanizmus direkt ut, kiils6 faktor nem sziikséges hozza.
A termindcios szignal - ahogy a mechanizmus neve is utal ra - a DNS-ben kédolt. Ez egy
kb. 40 nukleotid hosszu szekvencia, mely rendelkezik két egymassal komplementer,
GC-gazdag szakasszal, melyet minimum hat A nukleotid kovet (7.6. dbra). Ez a DNS-
templatra jellemz6 szekvencia a réla atir6dé mRNS-ben, az ellentétes iranyultsagu
komplementer szakaszoknak kdszonhet6en, un. hajtli szerkezet kialakulasat idézi el
(7.6. &bra). Ezt koveti egy A-U hibrid szakasz, mely laza DNS-RNS parosodast okoz. A
mechanizmus részletei nem vilagosak. Feltételezhet6, hogy a transzkripcié soran az
RNS-polimeraz érzékeli, ha tal laza a ,modgotte hagyott” DNS-RNS hibrid szakasz, ekkor
visszalép, és megprdbalja stabilizalni azt. A terminaciés szakaszon kialakulé laza A-U
kapcsolodas ezért ledllasra és visszalépésre késztetheti az RNS-polimerazt, a stabil, GC-
parok altal dsszetartott hajtli struktdra pedig utjat allja, melynek hatasara a polimeraz
és az RNS levalik a DNS-r6l. Az E. coli genomban ezrnél tobb ilyen szekvencia talalhato,
ami azt jelenti, hogy a gének kozel fele ilyen terminatorral rendelkezik.

DNS
2=

Egymassal 53
komplementer
szakaszok

Hajtii szerkezet
(GC-gazdag)

uuuuuu

RNS &

polimeraz 3 5

7.6. abra: Intrinsic (p-fiiggetlen) transzkripcié termindcio

A masik terminacidés mechanizmusban egy fehérje, a p-faktor miikédik kozre. Ez
egy homohexamer fehérje. A p-fiigg6 terminacios szignalt is egy specialis DNS-szakasz
szolgaltatja, melyre jellemz6, hogy 40-60 nukleotid hosszisagy, C-ben gazdag (de G-
ben szegény), és tartalmaz egy Un. rut (rho utilization site, p altal felismert hely)
szekvenciarészt. Amint a rut hely atirodik és hozzaférhetévé valik, a p-fehérje hozza-
kot, ezzel ledllasra kényszeriti az RNS-polimerazt, és eldsegiti az RNS levalasat.
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mRNS-ek esetén a transzkripcié terminaciés helyet mindig megel6zi a majdani
transzlacié terminacids hely (ez a STOP kodon, lasd kés6bb). Az mRNS 3’ végén tehat -
az 5’ véghez hasonldan - van egy nem transzlal6dé szakasz (UTR, untranslated region,
nem transzlalodo régid). A 3° UTR tehat az mRNS-nek a STOP kodontdl a 3’ végig tartd
szakasza, mely tartalmazza a transzkripcié terminaciés szignalt.

7.4.5. TranszKkripcio eukariotakban - attekintés

Az eukariota transzkripci6é az alapmechanizmusok tekintetében a prokariéta mecha-
nizmusokhoz hasonlit, de annal jéval komplikaltabb. Ennek legf6bb okait az alabbi ha-
rom pontban foglaljuk 6ssze:

e Eukariotdkban a gének szadma nagyobb (jellemzden tizezres nagysagrendd a
prokariota genomok néhany ezres génszamaval szemben). Ehhez a nem kédold
DNS-szakaszok magas aranya tarsul, ami jelent6sen csokkenti a gének ,stirtisé-
gét”. Néhany példa a génslrliségre: E. coli 1 gén/1400 bp, Drosophila 1
gén/9000 bp, ember 1 gén/100000 bp. Egy gén megtalalasa a transzkripcios
apparatus szamara olyan lehet, mintha t{it keresnénk a szénakazalban. Erthetd,
hogy eukariéta sejtekben komplexebb transzkripci6 inicidciés rendszer felelhet
csak meg ennek az Oriasi kihivasnak. Az egyik kiemelendd eltérés a
prokariotakkal szemben az, hogy eukariétdkban nem egy, hanem harom kiilén-
b6z8 RNS-polimeraz enzim miikddik. Az RNS-polimerazok mas-mas géncsopor-
tok transzkripciojat végzik:

o RNS-polimeraz I - rRNS-gének atirasa (kivéve az 5S RNS-t)

o RNS-polimeraz II - fehérjek6dol6 gének (melyek termékei a mRNS-ek), to-
vabba néhany snRNS gén atirdsa

o RNS-polimeraz III - kis funkcionalis RNS-ek (tRNS-gének, snRNS-gének és
az 5S rRNS-gének)

A mitokondrium és a kloroplaszt sajat RNS-polimerazzal rendelkezik.

Ebben a fejezetben els6sorban az RNS-polimeraz I1-vel foglalkozunk.

Az eukariota génatiras masik fontos jellemzdje, hogy az iniciacios 1épésben az
RNS-polimerazon kiviil szamos fehérje vesz részt. Ezeket a fehérjéket 6sszefog-
lal6 néven altalanos transzkripcios faktoroknak (GTFs, general transcription
factors) nevezziik. Hidnyukban az RNS-polimeraz nem képes elinditani az at-
irast.

e Eukariotakban a transzkripcio és a transzlacio térben és id6ben elkuiloniil egy-
mastol: a transzkripcié a sejtmagban, a transzlacio a citoplazmaban zajlik. Mig
prokariotakban mar a transzkripcié elongacié soran elkezd6dik az 5’ RNS vég
transzlacidja, eukariota sejtekben az mRNS-nek el6bb ki kell jutnia a sejtmag-
bol. Ezt megel6zéen szamos modosuldson megy Kkeresztiil az elsédleges
transzKkriptum (vagy pre-mRNS), mely folyamatokat 6sszefoglalé néven RNS-
érésnek neveziink (ennek részleteit lasd a tovabbiakban).

o Eukariotakban a kromatin szerkezete befolyasolja a génatirast, ami jelent6s
szereppel bir a gének kifejez6désének szabalyozasaban.
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7.4.6. TranszKripcio iniciacio eukariotakban

Az RNS-polimeraz Il nem képes arra, hogy a gének prométer régidit felismerje. Ehhez
mas fehérjék, az altalanos vagy alap transzkripcios faktorok (GTFs, general vagy
BTFs, basal transcription factors) sziikségesek. A TFIIA, TFIIB... stb. (transcription
factor of RNA polymerase II) elnevezésii altalanos transzkripcios faktorok egyenként
is tobb fehérjébdl felépiil6 komplexek. Maga az RNS-polimeraz II szintén tobb (egy tu-
cat kortili) alegységbdl all. Az RNS polimeraz II tobb alegysége konzervalt (hasonld
szerkezetl(i) az éleszt6tdl a humanig. Ezt igazolja, hogy ha az élesztd RNS-polimeraz bi-
zonyos alegységeit a human megfelelGire kicserélik, akkor az az élesztdsejtekben funk-
cional6 kiméra (a kiméra sz6 jelentése: kiilonbo6z6 eredetii részeket magaba foglalo)
RNS-polimerazt alkot.

A promoter régié eukaridta géneknél is a transzkripcioés starthelytdl 5’ irdnyban
helyezkedik el. Az eukaridta promoéterek kiterjedtebb szekvenciaszakaszok, mint a
prokariéta promoterek, és funkciondlis szempontbdl két részre oszthatok:
magpromoter és szabalyoz6 promoter. E fejezetben a magpromoterrel foglalko-
zunk, a szabalyozo6 promoterekrdl a génexpresszio szabalyozas témakornél lesz sz6. Az
RNS polimeraz-II altal atirt gének promoétereinek dsszehasonlitasabol kirajzolédik a -
30 pozicié kornyezetében elhelyezkedé TA-gazdag, iun. TATA-box konszenzus szek-
vencia. Ennél a pozicional kezd6dik el a preiniciacios komplex 6sszeépiilése, mely hat
GTF-t és magat az RNS-polimeraz Il enzimkomplexet tartalmazza (7.7. dbra). A TATA-
boxot a TFIID komplex TBP (TATA-binding protein, TATA-kot6 fehérje) alegysége is-
meri fel. A TBP a prométer kérnyezetébe vonzza a tobbi GTF-t (TFIIA, TFIIB, TFIIE,
TFIIF, TFIIH) és az RNS-polimerazt (7.7. 4bra). A preiniciaciés komplex 6sszeszerel6-
désével az RNS polimeraz II-komplex a megfelel6 helyre iranyitodik, és elkezdheti az
atirast. Az elongacios szakasz kezdetérdl azt tudjuk, hogy az RNS polimeraz II egyik
alegységének a C-terminalis doménje (CTD) foszforilalodik, feltehet6leg valamelyik
GTF altal. Ez a kémiai modosulas lazithatja a polimeraz kot6dését a preiniciacios komp-
lex tobbi tagjahoz, és el6segitheti a levalasat (7.7. abra). Ezzel kezdetét veszi az RNS-
lanc szintézis (elongacids) szakasz. A GTF-ek egy része a DNS-hez kototten marad, és
hozzajuk ujabb RNS-polimeraz kapcsolddhat. [ly médon egy génrdl egymast kovetden
tobb polimeraz folytathat atirast.
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7.4.7. TranszKripcio elongacio, terminacio és pre-mRNS-érés
eukariotakban

Az elongacié a transzkripciés buborékban a prokariéta RNS-szintézishez hasonléan
zajlik. A 1ényegi kiilonbség, hogy mig prokariétaknal a még polimerizal6dé RNS-szal
mar elkésziilt 5’ végéhez riboszoma kapcsolodik, és elindul a transzlacio, addig az
eukariéta pre-mRNS-ek nem transzlalédnak, hanem ebben a fazisban esnek at harom
fontos érési folyamaton: 1) az 5’ vég egy ,sapkat” (cap) kap, 2) meghatarozott szaka-
szai, az intronok kivagasra kertilnek, ez a splicing nevii folyamat, 3) a 3’ végre adenin
tartalmud nukleotidokbol all6 szakasz (poliA) kapcsolédik a poliadenilacionak neve-
zett folyamat soran. Korabban azt gondoltak, hogy ez a harom érési folyamat a transz-
kripci6 végeztével zajlik (azaz poszt-transzkripciondlisan), de a kisérleti eredmények
azt igazoljak, hogy mar a transzkripcié kézben (ko-transzkripciondlisan) végbemegy a
pre-mRNS-ek érése. Ugy tiinik, hogy az RNS-polimeraz mar emlitett alegységének C-
termindlis doménje (CTD, amely az elongacios fazis elején foszforilalédik) fontos sze-
repet kap az érési folyamatok 6sszehangolasaban, iranyitasdban is. A CTD jellegzetes
aminosavsorrenddel rendelkezik (hét aminosavbdl all6 szakasz tébbszor ismétlodik),
és térben a késziil6 RNS-lanc RNS-polimeraztél leval6 részének kozelében helyezkedik
el. Az érés egyes fazisaiban a CTD aminosavai reverzibilis médositadsokon mennek ke-
resztll (leggyakoribb a foszforilaci6o-defoszforilacid), ami meghatarozza, hogy az érés-
ben részt vevo fehérjék koziil melyek kapcsolédnak hozza, és keriilnek ezaltal az RNS-
lanchoz kozel.

Az 5’ és a 3’ végek modositasa
Amint az RNS-lanc 5’ vége (,eleje”) levalik a polimerazrol, egy specidlis strukturat, 7-
metilguanozin ,sapkat” (cap) kap, mely harom foszfatcsoporton keresztiil kapcsolédik
a transzkriptumhoz (7.8. abra).

5’ végi sapka
(cap)

7-metil-guanozin <

Az RNS lanc J
5’ vége G

S

7.8. abra: Capping: az RNS 5’ végi médositasa
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A médositast az un. capping enzimkomplex végzi. A cap szerepe kettds: 1) védi az
RNS-t a degradalédastol, ami azért fontos, mert hosszu utat kell megtennie, mig a
transzlacidra sor kertiil, 2) jelenléte sziikséges a transzlacidhoz (errdl lasd késébb).

Az elongacié addig folytatédik, mig egy AAUAAA vagy AUUAAA konzervalt szekven-
cia keletkezik az RNS-szalon. Ezt egy enzim felismeri, és t6le 10-35 nukleotiddal
downstream elvagja a transzkriptumot. Az elvagott 3’ véghez egy 150-200 adenint tar-
talmazé nukleotidfiizér (poliA farok) szintetizalodik (7.9. abra). A konzervalt
szekvenciaszakaszt ezért poliadenilaciés szignalnak nevezziik. A 3’ vég modositasat
végzb enzim a poli(A) polimeraz. Ez az RNS-lanchosszabbitds nem igényel templatot,
a poliA farok nem a DNS-ben kddolt! Megjegyezziik, hogy mas RNS-féleségekhez (nor-
malisan) nem kapcsolédik poliA farok, ami lehetéséget teremt arra, hogy a kutaték az
mRNS-eket szelektiven preparalhassak a sejtekbdl (példaul kromatografias oszloptol-
teten rogzitett szintetikus oligoT szekvenciakhoz az mRNS-ek a poliA szekvenciajukkal
a komplementer bazisparosodas alapjan kikot6dnek).

&) l
5’ sapka lj/ AAUAAA GIU ] 3/
A3

\

\
Viagas az AAUAAA
szekvenciatol downstream
10-35 nukleotiddal

- F
5’ sapka [j/,/ AAUAAA |

*:: i Poli(A) polimeraz

L
5’ sapka Ij/ AAUAAA AAAAAAAAAAA ...

Poli(A) farok

7.9. dbra: Poliadenildcié: az RNS 3’ végi médositdsa

Az intronok eltavolitdsa: RNS-splicing

1977-ben a Cell cim folyéiratban jelent meg egy tudomanyos publikacié a kovetkez6
cimmel: An amazing sequence arrangement at the 5' ends of adenovirus 2 messenger
RNA, azaz Elképeszt6 szekvenciaelrendezddés az adenovirus 2 mRNS 5’ végén. Az ,el-
képesztd” Kkifejezés nem volt tilz6. Két kutatocsoport (Richard Roberts és Phillip
Sharp laboratoriuma) egymastol fliggetleniil fedezte fel, hogy az eukariota gének két-
féle darabokbdl allnak, exonokbol és intronokbdl. Az exon szakaszok (expressed
region, kifejez6d6 régio) tartalmazzak mRNS-ekben a fehérjék aminosavsorrendjére
vonatkozo6 kodsort, az intron részek (intervening region, kozbees6 régio) pedig az
exonok kozé ékelédnek, genetikai kédként nem funkciondlnak, mivel a primer
transzkriptum érése soran kivagoédnak (7.10. abra). Az intronok funkci6ja maig nem
vilagos. Intronok nemcsak a proteink6dol6 génekben vannak, hanem néhany rRNS- és
tRNS-génben is. Az intronok szama, mérete egy genomban génenként valtozik, illetve
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fajok kozott is vannak felismerhetd kiillonbségek. Példaul az éleszt6 6300 génjébdl csak
kb. 200-ban van intron, emberben pedig a legtobb génben van néhany intron. Ember-
ben az intronok atlagos mérete 2000 nukleotid, az exonoké pedig 200 nukleotid. Egy
extrém példa: egy human izombetegség, a Dushenne-féle izomdisztroéfia génje 79 exont
és 78 intront tartalmaz, egyiittesen 2,5 millié bp hosszisagu, s ebbdl az exonok mind-
0ssze 14000 bp-t tesznek ki.

Primer transzkriptum (pre-mRNS)
5’ Exon Intron Exon Intron Exon 3’

Poli(A) farok

1 30 3 104 105 146

Az intronok kivagodnak, az
exonok pedig tsszekapcsolodnak

mRns [FGSPAT

1 146
7.10. dbra: Az exonok kézé ékelddé intron szakaszok az érés sordn kivdgodnak

Az intronok lathatéva tehet6k elektronmikroszképpal, ha az érett mRNS-t a megfe-
lel6 genomidlis DNS-szakasszal hibridizaltatjak (parositjak). Ekkor az intronszakaszok
- mivel az RNS-ben nincs homolég szekvencidjuk - kihurkolédnak (7.11. abra). Kisér-
letesen bazispontossaggal megallapithatok az exon-intron hatarok ugy, hogy az ismert
genomialis szekvenciat és az érett mRNS-rdl készitett cDNS (komplementer DNS, me-
lyet in vitro rendszerben rutinszer(ien szintetizalnak reverz transzkriptaz enzim segit-
ségével) szekvenciajat 6sszevetik egymassal.

4 [, Rl
. " ’ 30 8
L RRY f*‘:?? T
L\ AR ” B S0 PRARLE
AN EAl Dt

(a) (b)

7.11. dbra: A gén és a rola képzbdott érett mRNS hibridizdciéjakor a DNS-molekula
intron szakaszai kihurkolédnak, mert az érett mRNS-ben nincs homoldg szakaszuk

A splicing mechanizmusa. A spliceoszéma és a kis nukledris RNS-ek (snRNS-ek)

Miutan az intronok léte nyilvanvalova valt, a kdvetkez6 kérdés az volt, hogy milyen me-
chanizmussal vagédnak ki nukleotidpontossaggal az intronok. A kutatok elsé megko-
zelitésképpen pre-mRNS szekvencidkat hasonlitottak Ossze (melyekben az exon-
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intron hatarokat mar ismerték). Az illesztésekbdl kirajzolodott a konzervalt bazisok
helye és milyensége: az intronok 5’ végén GU, a 3’ végén AG, és ez utdbbitol 15-45
nukleotiddal upstream konzervalt A nukleotid mindig jelen van (7.13. és 7.14. abra). E
harom hely kérnyezetében 1évé mas nukleotidok konzervaltsaga is megfigyelhet6 (de
nem ennyire erds). A konzervalt bazisok jelenléte az exon-intron hatarokon arra utalt,
hogy léteznie kell olyan cellularis ,gépezetnek”, mely informacidéként hasznalja ezeket
ajeleket, és az exonok splicingjat (6sszekapcsolasat) véghezviszi. Mint a tudomanyban
sok mas esetben is, a splicing elemek els6 megfigyelése is a véletlennek kdszonhetd.
Joan Steitz autoimmun betegségben szenvedd paciensek vérének vizsgalata kozben
olyan antitestet talalt, mely egy nagy molekularis komplexhez kapcsolédott. Ez a nagy-
méretl molekularis komplex kisméreti RNS-eket és fehérjéket tartalmazott. Mivel ezt
a riboprotein komplexet sejtmagbol izolaltak, az RNS-komponenseket Kis nuklearis
RNS-knek (snRNAs, small nuclear RNAs) nevezték el. Kés6ébb kidertilt, hogy az snRNS-
ek komplementer szakaszokat hordoznak az exon-intron hatarok kérnyezetével, és igy
osszefiiggésbe hoztak ezeket a splicinggal. Mai tudasunk szerint a transzkriptum kon-
zervalt szakaszait 6t snRNP (snRNS+proteins) komplex ismeri fel, melyek fehérjéket és
az 0t snRNS (U1, U2, U4, U5, U6) egyikét tartalmazzak. Szaznal tébb tovabbi fehérje
vesz még részt a folyamatban. Ezek az elemek egyiittesen alkotjak az intronok eltavoli-
tasat végzo molekularis gépezetet, a spliceoszéomat (7.12. abra). A spliceoszéma kom-
ponensei kdlcsonhatdsban allnak az RNS-polimeraz CTD-részével, és igy keriilnek kozel
a késziil6 RNS lanchoz mar a transzkripcio6 befejezése el6tt (7.12. dbra). A splicing tehat
ko-transzkripcionalisan megy végbe (ily médon a 7.10. abra nem teljesen hilien tiikrozi a
valdsagot, mert a poliA farok létrejotte el6tt mar kivagédhatnak az intronok). Ez mikro-
szkoposan is megfigyelhetd (7.12. abra).

24

| Spliceoszoma

28

Kromatin
fonal

7.12. abra: Egy génrél egyszerre t6bb RNS-transzkriptum képzddik, ez mikroszkdéposan

fenydfara emlékezteto strukturaként jelenik meg (a ,fa teteje” a gén elejének, ,alja” a

gén végének felel meg, egyre hosszabb ,dgakkal”, vagyis levald transzkriptumokkal). A
splicing ko-transzkripciondlisan zajlik, ez a bal oldali felvételen megfigyelheté.
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A splicing kémiailag két transzészterifikalasi reakciot jelent. Az elsd reakciohoz az
elagazasi ponton (branch point) 1év6 konzervalt A nukleotid ribézegységének 2’ -OH
csoportja sziikséges. Az els6 transzészterifikalas kovetkeztében az intron lasszora em-
lékeztetd szerkezetet alkot. Az intron lasszdstruktira a masodik transzészterifikalast
kovetden kivagddik, majd lebomlik (7.13. és 7.14. abrak).

Splice hely Splice hely
Exon 1 / Intron \, Exon 2
s [INIGU A AG I 3/
1. U1l snRNP kotodik a pre- El;gxz:'lsi pont
mRNS 5’ splice helyén. Ne Y (branch-point)
A Ac [N

2. U2 snRNP kotodik a pre-mRNS
v /_\\,/ intronban az elagazasi pontnal.
&) : A - AG _
3. U4/U6 és U5
+— SnRNP-k kitodnek.

(us

Spliceoszoma

4. Az RNS az 5’ splice helyen elvagodilk,
és kialakul a lasszo struktara (az 5° végr e l
fosztat csoport €s a tamadasi pont A

nukleotidjanak 2°-OFH csoportja kozotta
transzészterifikacioval).

Lasszo
struktura

5. Az RNS az 3’ splice helyen elvagodik,
és a két exon dsszekapcsolodik.

Exon 1 Exon 2

Kivagott
6. A kivagott intron degradalodik. — intron
S lasszo

100g0gplg 0

7.13. dbra: A splicing folyamatdnak dttekintése
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7.14. dbra: A splicing két egymadst kdveto transzészterifikaldsi
reakciéval valésul meg

Self-splicing intronok és ,,RNS-vilag”

Atiité felfedezés sziiletett 1981-ben Tom Cech és munkatarsai jovoltabol. Leirtak, hogy
a Tetrahymena allati egysejti (melyet a telomerkutatds kapcsan mar emlitettiink)
egyik rRNS-ének elsédleges transzkriptumabol egy 413 nukleotid hosszusagu intron
szakasz kémcsOben, fehérjék nélkiil, 6nkatalizalt médon képes kivagédni. Ma mar tobb,
hasonlé tulajdonsaggal rendelkezd, un. self-splicing intront ismeriink. Ezek az ismere-
tek az snRNS-k splicingban betoltott szerepének feliilvizsgalatara késztették a kutato-
kat. A legfrissebb kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a spliceoszOmaban az
intronok eltavolitasat nem a fehérjekomponensek katalizaljak, hanem az snRNS-ek. Ké-
s6bb latni fogjuk, hogy mai tudasunk szerint egy masik RNS-fehérje gépezet, a riboszo-
mak miikodésében is igen fontos katalitikus szerepiik van a riboszéma RNS kompo-
nenseinek a fehérjeszintézis soran. A Kkatalitikus funkciéval rendelkezé RNS-eket
ribozimeknek nevezziik. Létiik hivta életre az ,RNS-vilag” tedriat, mely szerint a foldi
élet kialakulasa soran az elso sejtek genetikai anyaga RNS lehetett, mivel ez a molekula
képes genetikai informacio tarolasara és egyuttal biokémiai reakciok katalizalasara is.

Alternativ splicing

A human genom koriilbeliil 20000 fehérjekodolo gént tartalmaz (ami csak kortilbeliil
kétszerese egy hengeresféreg génjei szamanak), a human fehérjék Osszesége, a
proteom viszont szazezres nagysagrendben tartalmaz fehérjéket. Ez csak uigy lehetsé-
ges, ha egy génben kddolt informacié egynél tobb fehérje szerkezetét is képes megha-
tarozni. Ez tobbek kozott az alternativ splicing segitségével valdsul meg, melynek soran
egy elsddleges transzkriptumbol tobb kiilonb6z6 mRNS és ennek megfelel6en tobb kii-
16nb06z6 fehérje képzddik. Mig az alternativ splicing igen ritka a novények korében, ad-
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dig a human gének tobb mint 70%-aro6l képzddik alternativ splice termék. Hangsu-
lyozni kell, hogy az alternativ splicing soran képz6d6 fehérjetermékek egymashoz ha-
sonldak, hiszen ugyanazon elsddleges transzkriptum alapjan késziilnek. Ezek az alter-
nativ szerkezet( fehérjék altalaban kiilonb6z6 sejttipusokban vagy eltérd fejlédési sta-
diumokban keletkeznek. A lehetséges alternativ splicing mechanizmusokat szemlélteti

a 7.15. 4bra.

pre-mRNS mRNS
Kieso exon Splicing
Bt o, N~ I
....... ——

Bennmarado intron
.......... —
e TR ~ e

7.15. dbra: Alternativ splicing formdk

7.4.8. Az eukariota tRNS-ek érése

A tRNS-ek is atesnek érési folyamatokon (7.16. abra). Ezek leggyakrabban az alabbiak:
Az 5’ végi szekvencia eltavolitasa
A 3’ végi két nukleotid cseréje CCA szekvenciara (ez minden tRNS-molekulara
jellemzd, ehhez a részhez kapcsolodik a tRNS altal a fehérjeszintézis helyére
szallitott aminosav).

Meghatarozott bazisok kémiai mddositasa
Intronok eltavolitasa

Az érett tRNS-t sikban abrazolva léhere levélre emlékeztetd szerkezetet latunk
(7.16. dbra). Ez a jellegzetes masodlagos szerkezet intramolekularis bazisparosodasok
kovetkeztében alakul ki.
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Erés A
@
[G]
G
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3. Bazisok kémiai
modositasa

a) Eleszté tirozin-tRNS prekurzora b) Az érett tRNS misodlagos szerkezete
(elsddleges transzkriptum)

7.16. abra: Egy tRNS-prekurzor és érett formdja

7.4.9. Az eukariota rRNS-ek érése

A riboszomalis RNS-gének egy része (18S, 5,8S és 28S) egy transzkripcios egységet al-
kot, és a genomban ezek az egységek egymas mellett tobbszor ismétlédnek (Un. tandem
ismétlédés, lasd a Sejtbiologiai tanulmanyokban a nucleolust). Az rRNS-gének atirasat
az RNS-polimeraz [ enzim végzi. Egy transzkripciés egységr6l egy olyan primer
transzkriptum képz6dik (45S), mely a harom rRNS-szekvenciat tartalmazza TS
(transcribed spacer, atir6dé elvalasztd) szakaszokkal elvalasztva egymastodl. Az érés
soran a TS-szakaszok kivagodnak és eldall a haromféle rRNS-molekula (7.17. abra).
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NTS
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Transzkripcio az
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Erés (vagas)

A TS-szakaszok
degradalodnak

d) Erett rRNS-k ]
188 5.85 28S
rRNA rRNA  rRNA

7.17. dbra: Eukariéta rRNS-ek érése

7.5. A gének és a fehérjék kolinearitasa

Az 1900-as évek elso6 felében mar ismert volt, hogy a gének kromoszémakon lokaliza-
l6dnak (lasd a kromoszomaelméletet, 2.4.5. szakasz). A gének egymashoz viszonyitott
helyzetét genetikai eszkozokkel (lasd a rekombinacids térképezést, 4.4. szakasz) meg
tudtak hatarozni még miel6tt bizonyitast nyert volna, hogy a gének anyaga a DNS, és
miel6tt a DNS szerkezetét megismerték volna. Egy ideig kiilon fejlédott a genetika a
maga eszkoztaraval, és téle viszonylag fiiggetlen tudomanyag volt a hosszabb multra
visszatekint6 biokémia. A két tertilet azonban a mult szazad kézepétdl fokozatosan ko-
zelitett egymashoz.

A gének és a fehérjék kapcsolatara vonatkozo fontos feljegyzést tett Archibald
Garrod az 1920-as években. Alkaptonurias betegeket vizsgalva azt tapasztalta, hogy a
betegek vizeletében a homogentizinsav felhalmozodik. (Egészséges embereknél ez a
vegyliilet normalisan tovabbalakul.) Garrod azt is tudta, hogy ez recessziven 6rokl6dd
betegség, s feltételezte, hogy 6rokl6d6é metabolikus hiba, enzimhiba. Garrod felvetette
annak lehetdségét, hogy a sejtekben lejatszodé kémiai reakcidk gének iranyitasa alatt
allhatnak.

Nagy jelent6ségl kisérletsort végzett ezen a tertileten George Wells Beadle és Ed-
ward Lawrie Tatum 1940-ben. (Munkajukért 1958-ban Nobel-dijat kaptak.) Egy bio-
kémiai tvonal genetikai analizisét végezték el Neurospora crassa gomban (lasd az Egy
biokémiai dtvonal genetikai analizise cim 5.5.6. fejezetben). Munkajuk hidat vert a ge-
netika és a biokémia kutatasi modszertana kozott. Eredményeik alapjan megalkottak
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az egy gén - egy enzim hipotézist, mely szerint a gének felel6sek az enzimek funkcié-
janak kialakitdsaért. A szakmaban a molekularis biologia fogantatasat kotik ehhez a
munkahoz.

Ne feledjiik, hogy a gének anyagi természete (lasd Griffith és Hershey-Chase mun-
kai), és a gének anyaganak szerkezete (lasd a DNS Watson-Crick-féle modelljét) csak
ezt kovetOen valt ismertté.

Nagy attorést jelentett a fehérjék szekvenalasi moédszerének kidolgozasa. Frederick
Sangernek hat évébe telt a szarvasmarha viszonylag kisméretli (51 aminosavbdl all6)
inzulin aminosavsorrendjének meghatarozasa. Ez volt az els6 publikalt fehérje szek-
vencia (1955-ben, jéval megel6zve a DNS-szekvenalast). A mddszer kidolgozasaért
Sanger 1958-ban megkapta a kémiai Nobel-dijat. (Masodik Nobel-dijat 1980-ban kapta
a DNS-szekvenalas mddszerének kidolgozasaért, Paul Berggel és Walter Gilberttel
megosztva.)

A Sanger-féle fehérjeszekvanalas modszerét felhasznalva Vernon Ingram 1957-
ben egészséges emberek és sarldsejtes vérszegénységben szenvedd betegek vérébdl
szarmazod (mutans) hemoglobin [3-alegység szekvenciait hasonlitotta 6ssze. A hemog-
lobin B-lancdban egyetlenegy aminosav kiilonbséget talalt (a hatodik poziciéban
glutaminsav helyett valin taldlhaté a mutans valtozatban). Munkajaval a korabban ge-
netikailag azonositott betegség 0j értelmezést nyert a fehérjeszerkezet szintjén. Ké-
s6bb tovabbi 6rokl6dé hemoglobinvaltozatokban mas-mas aminosavcseréket talaltak.
Nyilvanval6va valt, hogy a génvaltozatok fehérjevaltozatokat hatdroznak meg.

Minden ismeret arra utalt, hogy a DNS nukleotidsorrendje és a fehérjék
aminosavsorrendje kozott linearis megfeleltethet6ség (kolinearitds) all fenn. A
kolinearitas kisérletes igazolasara 1963-ban kertilt sor. Charles Yanofsky egy konnyen
kezelhet6 modellszervezetet, az E. coli baktériumot hasznalta a kérdés tisztazasara. 16
triptofan szintetaz mutanst izolalt. A mutacidék egymashoz viszonyitott helyét a trpA
génben térképezte (rekombinacios térképezéssel). Az egyes mutansokbdl izolalt TrpA
fehérje aminosavsorrendjét is meghatarozta. Minden esetben egyetlen aminosavcserét
talalt. Bar a gén nukleotidsorrendjét akkor még nem tudta meghatarozni, a mutaciok
sorrendjét és relativ tavolsdgukat a klasszikus genetikai térképezéssel meglehet6sen
precizen meg tudta allapitani. Amikor a mutacidk térképhelyzetével 6sszevetette az
egyes génvaltozatok altal kédolt fehérjevaltozatok adatait, akkor azt tapasztalta, hogy
a trpA génben a mutaciok sorrendje és relativ tavolsaguk megegyezik a fehérjék meg-
felel6 aminosavvaltozasainak sorrendjével és viszonylagos tavolsagaval (7.18. abra).
Ezzel a gének és a fehérjék kolinearitasa bizonyitast nyert.

Gén
A muticiok
térképhelyzete
Fehérje
NH;' COO-
1522 49 175 177183 211 213 234 235 243
I [ | | | | | | | | Aminosavak a
Lys Phe Glu Tyr Leu Thr Gly Gly Gly Ser  Glin vadl tipnshan
Y NN\
‘ l l / l\l l l l ks Glulc-""" As )l l Aminosavak a
Stop Leu Val v Met Cyvs Arg Ile V= Val eu Stop  nutinsokban

Gln

7.18. dbra: A gén és a fehérje kézotti kolinearitds igazoldsa Yanofsky kisérletében
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7.6. A genetikai kod

A genetikai kdd az a forditasi kulcs, amely meghatarozza, hogy milyen nukleotidcso-
portok felelnek meg az egyes aminosavaknak.

1968-ban a Nobel-bizottsag a genetikai kdd megfejtéséért és a fehérjeszintézisben
jatszott szerepének tisztazasdért harom kutaténak - Robert William Holley, Har
Gobind Khorana és Marshall Warren Nirenberg - itélte oda a rangos kitiintetést.

Holley nevéhez fliz6dik a fehérjeszintézisben részt vevd tRNS-ek szétvalasztasara
szolgalé médszerek kidolgozasa. O hatarozta meg az els6 RNS, az alaninspecifikus tRNS
nukleotidsorrendjét (1964). Khorana modszereket dolgozott ki meghatarozott szek-
venciajuy, szintetikus polinukleotidok el6allitasara. A kémiai és enzimatikus modszerek
szellemes kombindci6javal szintetizalt poliribonukleotidokat, melyeket messenger-
ként hasznalt sejtmentes rendszerben folyé fehérjeszintézis programozasara.
Nirenberg 1961-ben munkatarsaival egylitt leirta egy E. coli-b6l készitett sejtmentes
fehérjeszintetizal6 rendszer el6allitasanak és miikodésének koriilményeit. A fenti tech-
nikai el6relépések teremtették meg a genetikai kod megfejtésének lehet6ségét.

Lassuk, mit tudtak a genetikai kddrol a genetikai kddrendszer megfejtése elott:

e AKkdd harom betiis
Elvi megfontolds: A 20 aminosav kddolasahoz csak 4 kiilonb6z6 nukleotid all
rendelkezésre, ezért egy-egy aminosav meghatarozasahoz tobb nukleotid kom-
binacidja sziikséges. Ha egy aminosavat két nukleotid kédol, akkor 4x4=16 féle
(azaz kevés), ha harom, akkor 4x4x4=64 féle (t6bb, mint elég) aminosavat ké-
pes kdédolni.
Kisérletes igazolds: A k6d harom betis (triplet) voltat kisérletesen Watson Crick
és Seymour Benzer igazolta 1961-ben klasszikus genetikai eszkézokkel az E.
coli T4 fagjanak rll 16kusza segitségével (a részletekre itt nem tériink ki).

e AKkdd nem atfed6
Elvi megfontolds: Ha a kod atfed6 lenne, akkor egy nukleotid valtozas egynél
tobb (kettd vagy harom) aminosavat érintene.
Kisérletes igazolas: A vizsgalatok egyértelmiien azt mutattak, hogy egy nukleotid
csere csak egyetlen aminosav cseréjét eredményezi. Tehat a kod nem atfedoé.

A koédszotart in vitro fehérjeszintetizalé rendszer segitségével fejtették meg.
Templatként szintetikus RNS-eket hasznaltak. Els6ként monoton polimerekkel sike-
riilt megallapitani, hogy a poliU fenilalanin, a poliC prolin, a poliA lizin, a poliG pedig
glicin beépiiléséhez vezet. Két nukleotidot tartalmazdé polimerekkel (példaul
AGAGAGAGAGA) tovabbi kodonok valtak ismertté. Végiil szintetikus RNS-tripletekkel
sikertilt az 6sszes kod megfejtése, teljessé valt a kodszotar (7.19. abra).
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Masodik pozicio
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7.19. dbra: A kédszotar

A genetikai kédrendszer tovabbi sajatsagai:

A kédolas redundans, egy aminosavat tobb kodon is meghatarozhat. Vannak
azonban aminosavak, melyekhez csak egy kodon rendelhetd. A kéd kialakula-
sara vonatkozodan egyel6re nincs minden szempontbdl kielégitd tudomanyos
magyarazat.

START és STOP kodonok:

Harom kodon nem hataroz meg aminosavat (nincs vele komplementer
antikodonnal rendelkezd tRNS), ezek a STOP kodonok. A STOP kodon a transz-
lacio terminaciojat okozza (lasd késébb). A STOP kodonok kiilon nevet is kap-
tak: UAG - amber (borostyankd) kodon, UAA - ochre (okker) kodon, UGA - opal
(opal) kodon.

A transzlacio kezd6helyét jelz6 START kodon leggyakrabban az AUG (vannak
kivételek, féleg prokariotakban). Ennek megfelelen az els6 beépiilésre kertild
(N-terminalis végi els6) aminosav minden peptidlancnal metionin.
(Prokariétaknal formil-metionin - akkor is, ha mas a START kodon -, mely uto-
lagosan eltavolitasra kertil.)

A kod univerzalis, élovilagszerte - kevés Kkivételtdl eltekintve — ugyanaz.
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7.7. A genetikai informacioaramlas utolso allomasa:
transzlacio

A transzlacié témakorével csak érintdlegesen foglalkozunk, mivel a genetikat hallgaték
mas tantargyak keretein beliil mar részleteiben megismerkedtek a fehérjeszintézis me-
chanizmusaval.

7.7.1. rRNS-ek és tRNS-ek a transzlacioban

A fehérjék szintézisében két — egylittesen a sejtek teljes RNS-tartalmanak 80-95%-at
kitevd - funkciondlis RNS-csoport, a tRNS-ek és az rRNS-ek vesznek részt. Ugy becsilik,
hogy e két RNS-féleség egy aktiv eukaridta sejtben a teljes nuklearis transzkripcio6 tobb
mint felét lefedi. Abundanciajuk ezen kiviil nagy stabilitasukbol is ered.

A rRNS-ek a riboszémak alkotéelemei. A riboszémak felépitése pro- és eukariéta
sejtekben hasonlo, azzal a kiilonbséggel, hogy az eukariétak riboszémai nagyobb mé-
retliek. A prokariéta riboszéma tomegének 2/3-a RNS, 1/3-a fehérje. Egy nagy (50S)
és egy kis (30S) alegységbdl éptil fel (7.20. dbra). Haromféle rRNS (23S és 5S a nagy
alegységben, 16S a kis alegységben) és mintegy 6tvenféle fehérje alkotja. Az eukariota
riboszéma nagy alegysége 60S, a kis alegység 40S iilepedési dllandéju. Négyféle rRNS-
bdl (28S, 5,8S és 5S a nagy alegységben, valamint 18S a kis alegységben) és tobb mint
80 fehérjébdl all. A mRNS-t tartalmazé riboszoman harom tRNS-ko6tShely talalhaté: a
,toltott” tRNS (A - acilalt vagy aminoacil), a peptid-tRNS (P - peptid vagy peptidil) és a
deacilalt ,iires” tRNS (E - exit) helye (7.20. abra). A riboszéma 5’— 3’ iranyban halad
az mRNS mentén.

A
(aminoacil)
P (peptidil) hely
E (exit) hely

M Novekvo
{ peptidlinc

7.20. abra: Prokariota riboszoma sematikus dbrdzoldsa a kotott mRNS-sel és a névekvd
peptidldnccal

A riboszémak szerkezetérdl egyre finomabb képiink van (7.21. dbra). Az els6 nagy-
felbontasti modelleket 2000-2001-ben publikaltak. A riboszémak szerkezetének és
miikodésének felderitéséért {télték oda a kémiai Nobel-dijat 2009-ben Ada E. Yonath,
Thomas A. Steitz és Venkatraman Ramakrishnan kutatoknak. A részletes szerkezeti
modellek nagyban hozzajarulnak a raciondlis, szerkezet alapu antibiotikum-tervezés-
hez (a ma forgalomban 1évé antibiotikumok koériilbeliil felének targetje a bakterialis
riboszéma).
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50S ribosomal subunit

+ Clindamycin

Proteins

7.21. dbra: Prokaridta riboszéma nagyfelbontdst szerkezeti modellje (fent).
Antibiotikumok, melyek a peptidldnc kivezeté csatorndndl blokkolnak (lent).

A tRNS-ek toltik be az adapter (feldolgozo) szerepet a transzlacio soran. Az mRNS
kodonja 6sszekapcsolddik a tRNS antikodonjaval baziskomplementaritas alapjan. A
tRNS-ek a kddnak megfelel6 aminosavakat szallitjak a riboszomakhoz, igy , értelmezik”
az mRNS-ekben 1évd kddokat. A tRNS-ek 74-95 nukleotid hosszi, jellegzetes 16here
alaku szerkezetet felvevé RNS-ek (7.22. abra). Sejtenként 30-50 kiilonb6z6 tRNS talal-
hatd. Az antikodon hurok sorrendje szabja meg a tRNS kapcsolédasat az mRNS-el.
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7.22. dbra: tRNS mdsodlagos és harmadlagos szerkezete

Az aminosav a tRNS 3’ CCA sorrendjéhez kapcsolodik kovalensen aminoacil-tRNS
szintetaz enzimek altal. Ezek az enzimek specifikus kot6helyet tartalmaznak az adott
aminosav és a meghatarozott antikodonnal rendelkezd tRNS szamara (7.23. abra).
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Aminoacil-tRNS
aminosav szintetaz

1. Az enzim aktiv centrumaba
kotodik az aminosav és ATP

2. Az aminosavhoz AMP

kapcsolodik pirofoszfat
felszabadulas kozben \

o ®
20

irofoszfat

foszfat

3. Az AMP tRNS- /
re cserélodik

B 4. Az amlnoacll-
tRNS levalik az
\
enzimrol
‘
Aminoacil-tRNS

7.23. dbra: Aminoacil-tRNS szintézise

A kodon-antikodon parosodas nem csak Watson-Crick parosodassal valdsulhat
meg. A kodon harmadik pozicidjadban G-U parosodas is el6fordulhat, amit 16ty6gésnek
(wobble) neveziink (7.24. dbra). A tRNS antikodon részén inozin is el6fordulhat, mely
U, C és A bazisokkal is képes parosodni. Ha egy aminosavat tobb kodon is meghataroz,
akkor ezek a kodonok gyakran a harmadik pozicidéban 1év6 bazisban kiilonboznek. A
16ty6gés lehetdvé teszi, hogy ugyanaz a tRNS tobb kodont is felismerhessen. Ezért nincs
sziikség minden (64 minusz a 3 STOP kodon) kodonhoz kiilon tRNS-re.
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Citozin "

y N
mRNS m/ “H :

N N ¥ ¢
Y g o Guanin
0. o

N | N\>
H\N/k\N N
!

tRNS

Uracil

&’

N N\
Y H_
0. c

‘o Guanin
Hy -
I
e
H
A kodon harmadik Komplementer bazis az
poziciojaban elofordulo bazis antikodonban
(mRNS-ben) (tRNS-ben)
U A
G C
Avagy G U
Cvagy U G
U, Cvagy A I (Inozin)

7.24. dbra: A kodon-antikodon kapcsoléddsban ,16tyogés” is eldfordul

7.7.2. mRNS-ek a transzlacioban

Az mRNS-ek szolgaltatjak a génekbdl szarmazo, a fehérjék aminosavsorrendjére vonat-
kozé kodsort. Egy sejt mRNS-ei méretiiket tekintve igen heterogének, és a sejt dsszes
RNS-ének csak néhany szazalékat teszik ki. Gélelektroforézis soran az mRNS-ek ezért
halvany ,maszatként” (smear) latszanak az abundans rRNS-ek erds savjaihoz képest.
A ténylegesen aminosavsorrenddé forditod6 szakasz a START kodon és a STOP
kodon kozotti rész (7.25. abra). Mind a pro-, mind az eukariota mRNS-ek rendelkeznek
5'UTR és 3’'UTR (untranslated, nem transzlal6dd) régiokkal. Ezek, ahogy a neviik is
jelzi, nem kertilnek transzlaciora. Az 5’ UTR fontos szerepet tolt be a riboszoma mRNS-
hez kot6désében. Prokariotaknal a riboszomakétShely (RBS, ribosome binding site,
vagy mas nevén Shine-Dalgarno-szekvencia) a START kodontdl kértlbelil 10
nukleotiddal 5’ iranyban elhelyezkedd 6-8 nukleotid hossztusagu GA-gazdag konszen-
zus szekvencia. Ide kotédik a riboszéma 30S kis alegysége a 16S rRNS 3’ végével, komp-
lementer bazisparosodassal. Ezaltal az AUG START kodon a riboszéma P-helyére keriil.
Prokariétaknal gyakori az un. policisztronos mRNS, amely egymas utan tdbb
polipeptidlanc kédolé szekvencidjat tartalmazza (lasd 9.4. operonok). Ebben az eset-
ben minden egyes kddold szakasz START kodonnal kezd6dik és STOP kodonnal végzo-
dik, és minden START kodont megel6z egy riboszémakoté hely. Eukariéta mRNS-eknél
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a transzlacidé kezd6pontjat a START kodont is magaba foglal6 és az azt koriilvevd kon-
szenzus szekvencia (az un. Kozak-szekvencia: ACCAUGG, az aldhuzott rész a START
kodon) alapjan ismeri fel a riboszéma. A transzlacio iniciaciéjahoz, a riboszéma koto-
déshez az eukariéta mRNS-ek 5’ végi cap része és 3’ végi poliA farka is sziikséges.

5UTR Kodolo szekvencia 3'UTR
- = v i N = N

5 3

Stop kodon

Riboszoma kotohely g1t kodon (UAG, UAA vagy UGA)

(RB‘S —ribosome (AUG)
binding site)

a) Bakterialis mRNS

5UTR Kodolo szekvencia 3 UTR
C = X g N - \
5’[ c.P I PO'V(AN 3
Start kodon és
Kozak szekvencia
b) Eukariota mRNS

7.25. dbra: Prokaridta (monocisztronos) és érett eukariota mRNS-ek szerkezete

7.7.3. A transzlaciéo mechanizmusa

A transzlaci6 pro- és eukariotakban igen hasonldan zajlik (7.26. bra).

Az elso aminosavat
P szallito tRNS Riboszoma
- alegységek
ko -aE
= I
Antikodon INICIACIO®
5’ e - 3| 1Az injcia:\cié soréfl a ELONGACIO
AUG mRNS UAG transzlacios apparatus '
P 3 < komponensei osszeallnak i 2. Az elongicio soran az
el Sk ik az mRNS-sel és a Start | aminosavak egyenként
kodonhoz kapcsolodo, l szallitodnak és adodnak hozza
elso aminosavat (AA ) a novekedo polipeptid lanchoz.
szallito tRNS-sel.
Release faktor ‘."'
Kész polipeptid 2

~ TGS
4-/

3. A terminacio soran a Stop
kodonhoz release faktor kot, a

m transzlacios apparatus szétesik,

Stop kodon a keész polipeptid felszabadul.

7.26. dbra: A transzldcio lépéseinek dttekintése

A transzlacioban segit6 fehérjék is részt vesznek: az iniciaciohoz iniciaciés fakto-
rok (IF), az elongaciohoz elongacios faktorok (EF), a terminaciohoz pedig release
faktorok (RF) szilikségesek (7.27, 7.28 és 7.29. abra). A peptidkotés a 23S rRNS katali-
zise altal jon létre.
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faktorok és GTP kot.

1. A riboszoma 30S
alegységéhez iniciacios iF1 (2) IF3

(3
Riboszoma- kitohely (RBS)
(Shine-Dalgarno szekvencia)

5'
S
Iniciator tRNS \./ mRNS  AyuG

2. A riboszoma 308 Startkodon
alegységéhez kotodik az \»
iniciator tRNS és az mRNS is.

’—.-\\ ./

mRNS kotohely
30S iniciacios komplex

3. A 30S iniciacios
komplexhez kiotodik az . .
50S riboszoma alegység. GTP hidrolizis

k>++ +

70S iniciacios komplex

7.27. dbra: Transzldcid inicidcié (prokaridta)
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fMet

Tk (vagy peptidlanc) Phely

iires E hely : \ e liely

Htoltetlen” tRNS ~ ,»====""

elso kodon masodik kodo!

Aminoacil-tRNS kotése

1. Az A helyre aminoacil-tRNS
kapcsolodik GTP-kitott EF-Tu
kiséretében. A GTP hidrolizisével
az EF-Tu levalik. Az EF-Tu

A Transzlokacio

3. Az mRNS-en a riboszoma 3
nukleotiddal tovabbcsuszik,
melyhez EF-G-kitott GTP
hidrolizise sziikséges. Ezaltal a
peptidil-tRNS a P helyre, az iires
tRNS az E helyre keriil, és levalik.

Peptidil
transzferaz
kozpont

Terminacio

A masodik kodonnak
megfelelo aminoacil-tRNS

EF-Turegenericioja
EF-Ts segitségével

Peptid kotés kialakulasa

2. A P helyen lévo aminosav
karboxil-csoportja és az A helyen
1évo aminosav amino-csoportja
kozott 1étrejon a peptid kotés.

7.28. dbra: Transzldcio elongdcio
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A peptidlanc még tRNS-
hez kapcsolodik
Release faktor
Stop kodon (UAG, UAA
5% vagy UGA) az A helyen
Polipeptid ™
Riboszoma
alegységek
Ures tRNS
3'
mRNS
5'
7.29. dbra: Transzldcio termindcio
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8. Mutaciok

A genetikai valtozatossagot alapvetden két mechanizmus biztositja: a mutacidk képzo-
dése és a rekombinacio. Mutaciok szolgaltatjak a nyersanyagot az evoluciéhoz. A rekom-
binaci6 hatdsa magasabb szint(, lehet6vé teszi, hogy a kiillonboz6 gének alléljei j kom-
binacidkban jelenjenek meg (lasd A homol6g rekombinacié mechanizmusa cimi 4.3. fe-
jezetben). A mutaciok, illetve az azokat hordoz6 mutans sejtek vagy egyedek a genetikai
analizis nyersanyagai: a genetikai boncolas mutansok gytijtésével vagy el6allitasaval
kezdddik. Ebben a fejezetben a mutacidk tipusaival, keletkezésével foglalkozunk.

A mutaciok 6rokl6dé valtozasok. (Az oroklédést itt tdgabb értelemben, a valtozas
sejtrél-sejtre torténé atadasaként értelmezziik.) A valtozasok a vad tipushoz képest
jelentenek valtozast. A vad tipus olyan genetikai tulajdonsagot takar, melyet kdzmeg-
egyezéssel alaptipusnak tekintiink. Egy gén vad tipusu valtozatanak vagy a természet-
ben el6fordulé leggyakoribb allélt, vagy a laboratériumban tenyésztett torzs alléljat te-
kintjiik. A mutans kifejezést kiillonb6z6 szinteken hasznalhatjuk: mutans allél, mutans
fehérje, mutans sejt, mutans egyed. A mutaciok létrejohetnek spontan médon vagy ké-
miai (mutagén anyagok), illetve fizikai (sugarzas) hatasok kovetkeztében.

8.1. A mutaciok csoportositasa

A mutdaciokat kiilonféle szempontok szerint csoportosithatjuk: az érintett régié nagy-
saga, a valtozas iranya, szovettipus, fenotipus és a génmiikodés megvaltozasa szerint.

8.1.1. Pont- és kromoszoma-mutaciok

A mutdci6 altal érintett régié nagysaga szerint két mutaciéformat kiilonboztiink meg:
e Pontmutacioknak nevezziik azokat a mutaciékat, amelyeket nem lehet kimu-
tatni hagyomdanyos citogenetikai eszkozokkel. Ezek altalaban egy gént érinte-
nek (ez esetben a génmutacio kifejezés is hasznalatos).
e A kromoszoma-mutaciok tobb gént, akar teljes kromoszémakat érintenek.
Legtobbszor a kromoszomak szintjén kimutathatok.

8.1.2. Forward és reverz mutaciok

A valtozas iranya szerint a mutacié kétféle lehet:

e Eléremutato (forward) mutacio, ekkor az eredetitdl (vad tipustdl) eltérd valtozat
keletkezik.

e Visszamutato (reverse vagy back) muticid, ez az eredeti (vad) genotipus vagy
fenotipus visszaallasat eredményezi. A visszaallas tobbféle modon torténhet:
» pontos reverzioval, amikor az eredeti nukleotidsorrend helyreall,
» egyenértékd reverzidval, amikor az Uj nukleotid az eredetitdl kiilonbozik, de

hatasara az eredeti funkcio helyreall,
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» génen beliili szupresszor mutacidval, amikor ugyanabban a génben egy maso-
dik mutacié kompenzalja az elsé mutacié hatasat,

» génen kivili szupresszor mutaciéval, amikor egy masik génben megjelené 1j
mutacié kompenzalja az elsé mutacio hatasat.

8.1.3. Szomatikus és csiravonal mutaciok

Szovetes szervezddési él6lényekben a mutacio altal érintett szovettipus szerint szo-
matikus mutacidkat és csiravonal mutaciokat kiilonitiink el.

A szomatikus mutaciok a testi sejtekben keletkezd mutaciok. A mutans sejt 0sztd-
dasaval a mutaci6 az utédsejteknek is atadodik, mutdns szektort (sejtcsoportot) ké-
pezve az egyedben. Ezt mozaikossagnak is nevezik, mert az egyed eltéré genotipusu
sejtcsoportokat tartalmaz. Ha a szomatikus mutaci6 az egyedfejl6dés korai szakasza-
ban keletkezik egy sejtben, akkor a mutans szektor mérete nagyobb lesz, mert sok o0sz-
todassal a mutans sejtbdl nagy sejtpopulacio képzddik. Az egyedfejlédés soran késébb
bekovetkezd szomatikus mutaci6 kevesebb utédsejtbe adédik at, igy a mutans szektor
mérete kisebb lesz. A szektorok szama megegyezik a mutacié kialakuldsanak esetsza-
maval. Egy latvanyos példat mutat be erre a 8.1. abra. A Golden retriever és a Labrador
retriever kutyafajtak kozott ritkan el6fordulnak sarga-fekete mozaikos egyedek.

8.1. dbra: Sarga-fekete mozaikos Labrador retriever (lent) és sziilei (fent)

A 8.1. dbran lathato foltos egyed fekete és sarga sziil6k keresztezésébdl szarmazik,
testvérei vagy tiszta feketék, vagy tiszta sargak. A sarga labradorokra jellemzé ee allél-
par B- genotipus mellett gatolja a fekete pigment termel6dését. Genetikai jelolésekkel:

Ee (BB) x ee (BB)
fekete sziild sarga szil6

utddok:

Ee (BB) feketék
ee (BB) sargak
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A foltos kiilonc 6rokolt genotipusa ee (BB), a fekete szektorok szomatikus mutacié
miatt (e — E, ez back mutacid) alakultak ki a testen. A csiravonalat nem érinti mutacio,
az ivarsejtek genotipusa e (B), ezért a foltos egyed az utddaira csak e allélt 6rokit at.

A természetben megfigyelhetd valtozatossagot a csiravonal mutacidk hozzak létre.
A novények csirasejtjei az egyedfejlédés végén szomatikus sejtekbdl jonnek létre,
ilyenforman a névények szomatikus mutacioi ivaros szaporodas soran atoroklédhet-
nek (a vegetativ szaporitassal pedig egyébként is). Az allatok csiravonala koran elkiilo-
niil a szomatikus sejtektdl az egyedfejlodés soran. A csirasejtekben keletkezé mutacié
abban az esetben adddhat at a kovetkez6 nemzedéknek, ha a mutans csirasejt részt
vesz a megtermékenyitésben.

8.1.4. A mutaciok fenotipus szerinti csoportositasa

A mutdci6 altal érintett fenotipus szerint a mutaciok tobbfélék lehetnek:

e Morfologiai (alaktani) mutacidk
befolyasolja. A tananyag példaiban a leggyakrabban ilyen mutaciétipusokkal ta-
lalkozunk.

e Letalis (halalos) mutaciok
A letalis allélokkal A mendeli genetika kiterjesztése cimi fejezetben mar foglal-
koztunk. Diploid él6lényekben ezek a mutaciok a leggyakrabban homozigéta
formaban vezetnek letalitashoz.

e Anyagcsere-mutaciok
A mikrobak anyagcsere-mutaciot hordozé torzseit auxotr6foknak nevezziik. Az
auxotréf mutansok laboratériumi kértiilmények kozott taptalaj-kiegészitést igé-
nyelnek szaporodasukhoz. A prototrofok asvanyi sokat és energia forrast tartal-
maz6 minimal taptalajon nének. Az ember velesziiletett anyagcsere rendelle-
nességei is (példaul fenilketonuria, galaktozémia) anyagcserét érinté mutaciok
kovetkezményei.

o Viselkedési mutaciok
Az allatok (és az ember) viselkedése jelentds részben genetikailag meghataro-
zott, ezért azt mutaciok megvaltoztathatjak. A muslica udvarlasi viselkedése
példaul megvaltozhat akar a szarnyizmokat, akar azok beidegzését, akar az
idegkozpont szerkezetét befolyasol6 mutaciokkal.

e Kondicionalis (feltételes) mutaciok
A kondicionalis mutacié csak bizonyos kornyezeti feltételek, restriktiv, azaz
korlatozé korilmények kozott eredményez mutans fenotipust. Mas,
permissziv, megengedd koriilmények kozott vad fenotipus jon 1étre. A kutatok
leggyakrabban a tenyésztési hOmérsékletet hasznaljak mint restriktiv, illetve
permissziv korilményt, ilyenkor a mutansokat hdérzékenyeknek nevezziik. A
héérzékeny mutansok esetén az egyedfejlédés kiilonb6z6 szakaszaiban valtoz-
tatva a hOmérsékletet meghatarozhato az ,érzékeny” életszakasz. Az érzékeny
szakasz azt jelzi, hogy az érintett gén milikodésére mikor van sziikség.
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8.1.5. Funkcidvesztéses és funkcionyeréses mutaciok

A génmiik6dés megvaltozasa szerint a mutaciék lehetnek:
e Funkcidvesztéses mutaciok (loss of function, LoF)
A DNS véletlenszer( valtozasanak leggyakoribb kovetkezménye a génmiikodés
sériilése. Ekkor a kddolt fehérje eredeti miikodése gatlodik vagy elvész. Ezek a
funkciovesztéses, vagy loss of function (LoF) mutaciék. Amennyiben a génmii-
kodés teljesen kiesik, ,nulla allél” jon létre. Ha a vad tipusu funkciobol vala-
mennyi megmarad, azt homozigdta formaban leaky (magyarul santanak neve-
zett) fenotipus jelezheti. A funkcidvesztéses mutaciok altalaban recesszivek. A
gén egyetlen sértetlen példanya ugyanis legtobbszor a vad fenotipus kialakita-
sahoz elegendd terméket termel. Azon ritka esetekben, amikor egyetlen ép gén-
példany nem elegend6 a vad fenotipus kialakitasahoz, a funkciovesztéses allél
dominans fenotipust okoz (haplo-elégtelenség, haplo insufficiency). Léteznek
un. dominans negativ mutaciok is. Ezek olyan funkciévesztéses mutacidk,
amelyeknél a vad alléllal szemben mutatott dominancia oka az, hogy a funkcié-
vesztett géntermék gatolja az ép géntermék miikodését.
¢ Funkcidonyeréses mutaciok (gain of function, GoF)

A mutaci6 a sejtben megvaltozott miikodésl génterméket is eredményezhet.
Megemelkedhet példaul a fehérje eredeti aktivitasa, vagy teljesen Uj reakciok-
ban is részt vehet. A megvaltozott miikddés a heterozigotakban is megjelenik,
és altalaban dominans fenotipust okoz.

8.2. A mutaciok kialakulasa

A mutacidk kialakulhatnak spontan mdédon vagy valamilyen kérnyezeti hatas kovet-
keztében. A spontan mutacidk a sejtek természetes kornyezetében kovetkeznek be,
mig az indukalt mutaciok kialakuldsdhoz valamilyen mutagén agens sziikséges, amely
megnoveli a mutaciok kialakuldsanak gyakorisagat.

8.2.1. Mutacios rata és mutacids gyakorisag

Mutacids ratan az idéegység alatt bekovetkez6 mutaciok szamat értjiik. Biologiai id6-
egységként altalaban egy él6lény generacios idejét hasznaljuk, vagy sejtosztédasokra
normalizaljuk az Gjonnan létrejott mutacidk szamat. A 8.2. abra példajan a mutacios
rata 1/7 (egy mutacié keletkezett hét sejtosztddas alatt).

A mutaciés gyakorisag az az ardny, amivel egy bizonyos mutaci6 a sejtek vagy

V4

risag az utolso sejtgeneracioban 2/8 = 0,25.
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8.2. dbra: Mutdcids rdta (1/7) és mutdcids gyakorisdg (1/4) szemléltetése

A nagyobb mutaciés rata nagyobb mutacids gyakorisagot eredményez.
A genom egyes régioinak ,mutaciés hajlama” nem egyforma. A spontan mutacios
rata ezért l6kuszonként eltéré lehet, 10-5-10-10 nagysagrendben mozoghat.

8.2.2. A Luria-Delbriick-féle fluktuacios teszt

A mutdaciok kialakuldsanak mikéntje szdmos kutato6t foglalkoztatott. Az alapvetd kérdés
az volt, hogy a mutaciék spontan, véletlenszerlien keletkeznek-e, és a természetes po-
pulaciokban kis gyakorisaggal ugyan, de jelen vannak, vagy kiils6 hatas befolyasolja a
kialakuldsukat. A kérdés megvalaszolasdhoz nagymértékben hozzajarult Salvador
Luria és Max Delbriick 1943-as kisérlete.

Ha egy E. coli baktérium populaciot T1 bakteriofdgokkal fertéziink meg, akkor a
fagok a baktériumok tobbségét elpusztitjdk. Néhany baktérium azonban ellendll a
fagfert6zésnek, és tuléli, tehat szaporodik, agar lemezen telepet képez. A
fagrezisztencia sejtrol sejtre atorokitédik, tehat ez genetikai valtozas, azaz mutacio6 ko-
vetkezménye. Luria és Delbriick azt a kérdést tette fel, hogy ezek a fagrezisztens mu-
tans baktériumok a fagfert6zést kovetden, annak hatasara alakulnak-e ki, vagy a mu-
tans baktériumok még a fagfert6zés eldtt kialakultak és jelen voltak a populacioban, de
csak a fagfert6zéses szelekci6 hatasara valtak lathatéva. E kérdés eldontéséhez tervez-
ték meg a fluktuacios tesztet. 20 baktériumtenyészetet képeztek kevés sejtbdl kiin-
dulva: 108 sejt/ml siirliségli baktérium tenyészeteket novesztettek fel. Emellett készi-
tettek egy 108 sejt/ml slirliségli nagyobb kulturat is. A 20 egymastol filiggetleniil no-
vesztett kultarat és a nagy kultirabol szarmazé mintat fagok jelenlétében agar leme-
zekre szélesztették, és megvizsgaltak a rezisztens telepek szadmat az egyes lemezeken
(8.3. abra).
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20%2 ml taptalaj 1x20 ml tiptalaj
beoltiasa baktériummal beoltisa baktériummal

20 db

.l7.1tas 37°C-on 10%ml scjtw.umg \
S7eles7tes 0,2 ml ként 20-20 db, T1 fagokkal boritott lemezre
‘ /] |
A —
—= —= @ - .. = === ..

Kinovo fagrezisztens telepek szamlilasa

8.3. dbra: A fluktudcids teszt kivitelezése

Azt talaltak, hogy a fiiggetlen kultdrakban a rezisztens telepek (azaz baktériumsej-
tek, hiszen egy telep egy baktériumsejt klonja) szama lemezrdl lemezre nagy varianciat
mutat (0-107 telep/lemez), vagyis fluktual (8.1. tablazat). Ugyanakkor az egytitt no-
vesztett baktérium kultirabdl szarmazé 20 mintaban az ellenallé telepek szama ke-
vésbé fluktualt (11-32 telep/lemez), és minden egyes lemezen talaltak telepeket (8.1.

tablazat).
8.1. tdbldzat: A fluktudcids teszt eredménye
Egyedi kultarak Nagy kultura
lemezek sorszama és fagrezisztens telepek | lemezek sorszama és fagrezisztens telepek
szama szama
1. 0 11. O 1. 24 11. 16
2. 3 12. 0 2. 17 12. 23
3. 0 13. 1 3. 11 13. 26
4. 107 14. 0 4. 28 14. 18
5. 12 15. 0 5. 13 15. 22
6. 0 16. 64 6. 32 16. 15
7. 0 17. 0 7. 19 17. 17
8. 5 18. 35 8. 18 18. 16
9. 0 19. 0 9. 26 19. 25
10. 6 20. O 10. 12 20. 14

A kisérlet eredménye alapjan arra a kovetkezetetésre jutottak, hogy a fagrezisztens
mutacidk 1étrejottét nem a fagok jelenléte indukalta, hanem a baktérium tenyészetek-
ben a novesztés folyaman véletlenszertien keletkeztek. Ha ugyanis a rezisztenciat a
fagok valtjak ki, akkor minden baktérium csekély, de azonos valésziniiséggel rezisz-
tenssé valhat a fag hatasara, és a rezisztens sejtek szama csakis a baktériumsejtek és a
fagok szamatol fligg. A kisérlet tanusaga szerint azonban azonos baktériumszam és
fagszam mellett az egyes tenyészetekben eltéré szamu rezisztens sejt keletkezett,
vagyis a rezisztensek szama tenyészetenként valtozott, fluktualt.
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A fluktuaciot azzal magyaraztak, hogy az egyes tenyészetekben a mutaciok vélet-
lenszer(ien, nem egy id6ben keletkeznek. Azokban a tenyészetekben, ahol a mutaciok
korabban kialakulnak, tobb rezisztens sejt lesz a szélesztés id6pontjaban. Lesznek to-
vabba olyan populaciok is, amelyekben a rezisztenciaért felel6s génmutacié nem ala-
kult ki a szélesztés id6pontjaig (8.4. abra).

Luria és Delbriick ezért a felfedezésért, valamint a bakteriofdgok kutatasaban elért
tovabbi eredményeiért 1969-ben megkapta a Nobel-dijat.

Kiilon-kiilon szaporitott kultarak: jelentos fluktuacio

0 0 0 0
00 L10] 00 00
0000 ee(0 0000 0000
00000000 02000 0000000 00000000
0000000000000000 eeeeeeee00000000 000000 00000000 0000000000000000
(0 mutans/lemez 8 mutans/lemez 2 mutans/lemez (0 mutans/lemez

Egy kulturabol szarmazo szélesztések: nincs fluktuacio

0 0 0 0
00 00 00 00
0000 0000 0000 0000
000000 0*=00000 000000 0e=00000
000+00000002«000 =000+0000200000e 000000e=000*=00000 0=00*+000000=00=0
3 mutans/lemez 4 mutans/lemez 4 mutans/lemez 5 mutans/lemez

8.4. dbra: A fluktudcids teszt eredményének magyardzata

A fluktuacios teszt altal sugallt megallapitasokat 1952-ben Joshua Lederberg és fe-
lesége, Esther Miriam Zimmer Lederberg kisérlete is alatamasztotta. Az altaluk kidol-
gozott replika modszer (8.5. dbra) segitségével a fagfert6zést megel6z6en sikeriilt ki-
mutatniuk a mutans baktériumok jelenlétét a tenyészetben. Ha a lemezen 1év6 telepek-
hez steril barsony darabot érintiink, akkor ahhoz minden egyes telepbdl néhany sejt
hozzatapad. Ha ezt a barsonydarabot egy masik lemezhez érintjiik, akkor a leszakad6
sejtek létrehozzak az eredeti lemez (master plate) telepmintazatat, replikajat.
Lederbergék a fluktuaciés tesztet ugy moédositottak, hogy a baktériumtenyészeteket
el6szor fagmentes taplemezre szélesztették, majd a kin6tt telepeket a replika modszer-
rel szamos, faggal fert6zott lemezre vitték at. Ha a mutaciok a fagokkal valé kdlcsonha-
tas miatt alakulnak ki, akkor a replika lemezeken barmely baktérium véletlenszer(ien
mutalddhat, és ez az egyes replika lemezek telepmintazataban is megnyilvanul. Ezzel
szemben azt tapasztaltak, hogy minden egyes replika lemezen ugyanolyan mintazat-
ban és szamban jelentek meg rezisztens baktérium telepek (8.5. abra).

Joshua Lederberg a mikrobialis genetika teriileten végzett munkassagaért - Ed-

ward L. Tatum és George Beadle kutatokkal megosztva - orvosi Nobel dijat kapott
1958-ban.
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‘ —
Replllmms 1 7
(replica plating)

< Master plate 10" koléniaval

Replikazas T1 faggal boritott lemezekre
— (replic uplunng) —_—

-
e — =

Areplikikon megegyezik a
Eredeti lemez l fagrezisztens telepek szima és helye

(a fagrezisztencia mar a master plate
-

adott telepeinél jelen volt)
Eredeti lemez maisolata

(master plate replika)

‘H

(master plate)

8.5. dbra: Replikdzdssal igazolhatd, hogy a fdgrezisztencidt okozé mutdcié spontdn, a
fdggal vald taldlkozds elétt 1étrejon a baktériumokban

8.2.3. Spontan mutaciok

A spontan mutacidk a sejtek természetes kornyezetében kovetkeznek be. Gyakran nem
allapithaté meg, hogy a mutaciot bels6 vagy kiils6 tényez6 hozta-e 1étre. llyenkor alta-
laban spontadn mutacionak tekintjiik a mutaciot. A spontan mutaciék képzédésének oka
lehet a tautomerizacio és a bazisok egyéb szerkezeti valtozasai, valamint replikacios
szalcsuszas.

A bazisok alternativ formai (keto/enol, amino/imino tautomerek) megvaltoztat-
jak a bazisok parosodasi sajatsagait. A normal (Watson-Crick modell szerinti) bazispa-
rosodasban a bazisok keto és amino formai vesznek részt (8.6. dbra). A tautomerek pa-
rosodasaban pedig:

guanin enol forma timinnel,

adenin imino forma citozinnal,
citozin imino forma adeninnel,
timin enol forma guaninnal

képez part (8.6. dbra). A parosodasi hiba a replikacid soran jon létre az Gjonnan szinte-
tizalt szalban. Ha a hiba nem kertiil kijavitasra, akkor a kdvetkezd replikacié soran az
inkorrekt modon beépiilt bazis szolgal alapul az egyik szal szintéziséhez, igy a hiba al-
landésul:

példaul: eredeti bazispar G-C — G(enol)-T — egyik molekulaban G-C, masikban A-T (a
nyilak egy replikacids ciklust jelképeznek; az eredeti G-C par a masodik replikaciét ko-
vetden A-T parra modosult).

© Deak Veronika, BME www.interkonyv.hu

© Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

160 Altaldnos genetika

Normil Watson-Cr id\ bazispirosodas
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LY H=N
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. . . - ’ \
Citozin ritka Normal Tmun ritka enol H Normal
imino formaja adenin formaja guanin

8.6. dbra: A bdzisok normadl és ritka tautomer formdinak pdrosoddsa

A DNS szerkezeti valtozasai szintén a bazisok parosodasi tulajdonsagait valtoztat-
jak meg. Deaminacidval a citozin uracilld alakul, s ez a replikaciékor adeninnel paro-
sodik, G-C = A-T tranziciét okozva. Az uracil-DNS-glikozilaz repair enzim felismeri az
uracilt és kivagja azt. (A bazismentes hely a fejezet késdbbi részében leirt modon ve-
zethet mutacidhoz.) A metilalt citozin (5-metilcitozin) a DNS-molekuldban mutaciés
forropontként viselkedik (azaz gyakran vezet mutacié kialakuldsdhoz). Ennek oka,
hogy az 5-metilcitozin deamindalasa timint (5-metiluracilt) eredményez, melyet az
uracil-DNS-glikozilaz nem ismer fel. Ez mC-G — T-A tranziciéhoz vezet.

A glikozidos kotés hasadasa bazismentes (apurin vagy apirimidin) hely kialaku-
lasahoz vezet. A replikacié soran a templaton 1év6 apurin illetve apirimidin helyen az
Uj szalba random épiil be egy bazis. Ez a véletlenszeri beépiilés mutaciot okozhat.

A replikadcié soran a szalak elcsuszasa kovetkeztében kisméretii inszerciok és
deléciok keletkezhetnek (8.7. 4bra). A hiba kialakulasanak esélye ismétl6d6 DNS-szek-
venciaknal nagyobb. Az ismétlédéseket tartalmazé DNS-szakaszok ezért mutaciés for-
ropontként viselkednek, mert ezeken a részeken a mutacio képzddés gyakorisdga ma-
gas. A kovetkez6 replikacié soran az inszercio, illetve a delécié6 fixalodik.
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Az ijonnan szintetizalodo szal kihurkolodasa A templat szal kihurkolodasa
inszerciot okoz az 10j szalban deléciot okoz az 1ij szalban
Replikacio iranya Replikicio iranva

uj szal 5 .. . ICTGAGAGA uj szal

3' ... GCAAAAACGTAC. templat szal 3 ... GACTCTCTCTCTGCA templat szil

Sneﬂ 5...H

3' ... GC AAAAACGTAC... 3 ... GA_CTCTCTCTGCA . . .

5 . 5

g, 3 ...GA CTCTCTCTGCA . ..
cT

8.7. dbra: Ismétlddéseket tartalmazo szekvencidk replikdcidjdndl a szdlak elcstszdsa
inszerciohoz vagy deléciéhoz vezethet

Emberben tobb 6roklédé betegség molekularis hatterében harom nukleotid is-
métlodés Kiterjedése all. A kiilonb6z6 betegségekben az ismétl6dés érinthet kddold
és nem kodold szakaszokat egyarant.

A torékeny (fragilis) X kromoszéma szindroma (a név abbdl ered, hogy in vitro
cytolégiai képen az X kromoszéma az adott ponton gyakran torik) az egyik leggyako-
ribb 6rokl6doé szellemi visszamaradottsag (el6fordulasa férfiakban 1/1500, n6kben
1/2500). A betegség hatterében all6 FMR-1 (fragile X mental retardation 1) gén nor-
malisan 60-nal kevesebb egymast kovetd CGG-ismétlodést tartalmaz az 5’ UTR régio-
ban. 50-200-szoros ismétlédés a legtobbszor nem okoz sulyos tiineteket (az esetek
csak 20%-a sulyos), e feletti ismétlddésszamnal azonban kialakul a korkép (sulyos ese-
tekben az ismétlddések szama a betegben tobb ezer is lehet). Az FMR-1 fehérje a
szinaptikus plaszticitas kulcseleme, ezaltal elengedhetetlen a tanulas, memoria folya-
matokban. Az ismétlédések kiterjedésének mechanizmusa nem ismert. Valoszinsit-
hetd, hogy 50 ismétl6dés felett pontatlan az ember replikaciés rendszere. Az ismétlo-
dések génfunkciora gyakorolt hatasa sem ismert. Elképzelhetd, hogy az ismétlédést
tartalmazo szakaszon a kromatin magasabb metilaltsaga transzkripciot gatlé hatasu,
vagy a tdl hosszu 5’'UTR gatolja a transzlaciot.

A Huntington-kérban szamfeletti CAG ismétlédés jellemz6 a Huntingtin gén kodolo

WEV4

szakasz megjelenéséhez vezet.

8.2.4. Indukalt mutaciok

A spontdn mutdciés rata mesterséges modon jelentésen megemelhetd. Ez mutaciot
okozd vegyszerekkel (mutagén anyagokkal) vagy ionizald sugarzassal torténhet. Az igy
keletkezett mutaciokat nevezziik indukalt mutacioknak. A genetikai munkahoz sziik-
séges nagyszamu mutans vonal el6allitasa leggyakrabban indukalt mutagenezissel, va-
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lamilyen mutagén agens alkalmazasaval torténik. Fontos hangsulyozni, hogy a muta-
gén hatasok a genom egészében novelik a mutacidok képzédésének gyakorisagat. A
mutacioképzddés ez esetben is random, a mutagén agens a folyamat iranyara (mely
génekben kovetkezzen be mutacid) nincs befolyassal. A mutagenizalt populacioban a
szamunkra érdekes fenotipusti mutansokat sziiréssel (mutans screen) kell kivalogatni.

Ionizalo sugarzas hatasara a molekuldk ionizalt és gerjesztett allapotba keriilnek,
és ilyen formaban reagalhatnak a sejt komponenseivel, tobbek kozott a DNS-sel is. Az
ionizal6 sugarzas felbonthatja az N-glikozidos kotést, mely apurinalt, illetve
apirimidinalt helyet eredményez, s kétszala torések is 1étrejohetnek. Mindkét jelenség
mutacidk kialakulasat indukalja, az el6bbi pontmutaciokhoz, az utébbi kromoszéma
atrendezddésekhez vezethet.

Vegyszerek szamos modon okozhatnak mutaciokat:

e abazisanaldégok a DNS-be beépiilnek, de nem a megfelel6 bazissal parosodnak,

e az alkilal6, deamindl6 szerek, oxidalé anyagok a DNS bazisainak szerkezetét és pa-
rosodasi tulajdonsagait valtoztatjak meg,

e az interkaldl6 szerek a bazisok kozé ékel6dnek, és nukleotid inszerciét vagy
deléciot okoznak.

A bazisanaldogok a természetes bazisokhoz hasonl6d szerkezetliek, a DNS-
polimeraz a bazisanalogokat a kettds spiralba beépiti.
Példaul:
» Az 5-brémuracil (5BU) timin analég, mely adeninnel és guaninnal is képes pa-
rosodni, s az alabbi utakon okozhat tranziciot:
T-A -» 5BU-A - 5BU-G - C-G
C-G - 5BU-G - 5BU-A > T-A
» A 2-aminopurin (2AP) adenin anal6g, mely a timinen kiviil citozinnal is képes
parosodni, s az alabbi utakon okozhat tranziciot:
T-A - T-2AP - C-2AP - C-G
C-G - C-2AP > T-2AP > T-A

Az alkilalészerek alkil (-CHs, -CHz2-CHs) csoportokat épitenek a nukleinsavak ba-
zisaira, igy modositjak azok kémiai tulajdonsagait.

Példaul az etil-metanszulfonat (EMS) f6ként a guanint, kisebb mértékben a timint
modositja. A 6-etilguanin (G¢) timinnel parosodik, ami C-G¢ — T-A tranziciot eredmé-
nyez. A 4-etil-timin (T¢) guaninnal parosodik, melynek kovetkezményeként Te-A — C-
G tranzicid jon 1étre.

A deaminalé szerek (példaul salétromossav) hatdsara a citozin uracilla, az adenin
hipoxantinna (A=9) alakul. Az uracil (ha nem kertil kijavitasra) a kovetkez6 replikacié
soran adeninnel parosodik, majd az azt koévetd replikdcioban timin épill be az
adeninnel szemben, ezaltal C-G — U-G — T-A tranzicibhoz vezet. A hipoxantin nem
timinnel (az adenin eredeti parja), hanem citozinnal parosodva T-A — C-A=0 - C-G
tranziciét eredményez.

A hidroxilalészerek (példaul hidroxilamin, NH20H) hidroxilaljak a citozin C4 po-

zicibban levé amino-nitrogénjét, mely igy adeninnel fog parosodni. Ezzel C-G — CNOH-
G = T-A tranziciét indukal.
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Az interkalaloé szerek olyan gyltir(s vegytletek, melyek térkitoltése a bazisparok-
hoz hasonlit. A DNS kett8s spiralban egymas mellett 1év6 bazispar kozé képesek be-
épiilni (8.8. abra). A beéptilés a kettds spiral alakjat torzitja, ami a replikacié soran egy
nukleotid kiesését vagy beépiilését okozza. Az interkalalé vegytiletek ezért frameshift
mutaciot (1asd késébb) okoznak. El6fordul, hogy keresztkotik a DNS két szalat, ezaltal
megakadalyozzak a replikacidt. Interkalalé tulajdonsagu molekuldk példaul a
proflavin, akridin sarga, etidium-bromid, aktinomicin-D, dioxin-szarmazékok.

8.8. dbra: Két szomszédos bdzispdr kézé ékel6dé etidium-bromid torzitja a kettds spirdl
szerkezetét

8.3. Pontmutaciok

8.3.1. A pontmutaciok tipusai

A pontmutacidok minddssze egy vagy néhany nukleotidot érintenek. Pontmutaciok ha-
rom uton johetnek létre: szubsztiticid, inszercid vagy delécid réven.

Szubsztiticio esetén egy bazis egy masik bazisra cserélédik ki. A szubsztituciok-

nak két altipusa van:

e Tranziciordl beszéliink, ha egy bazis hozza hasonl6é kémiai tulajdonsagu ba-
zisra cserélddik. Ez esetben egy purinvazas bazis purinvazas bazisra (A - G
vagy G — A), vagy egy pirimidin vazas bazis pirimidin vazas bazisra cserélédik
ki (T - CvagyC—-T).

e Transzverzio esetén egy purin bazis valtozik pirimidinre (A—- C,A—- T, G - C,
G = T), vagy egy pirimidin purinra (C—>A,C—->G T—=A,T- G).

Inszercio esetén egy vagy tobb bazis ékel6dik be az eredeti DNS-szekvenciaba.

A delécié egy vagy tobb bazis kieesését jelenti az eredeti DNS-szekvenciabol.

8.3.2. A pontmutaciok hatasa a géntermékre

A kodolé régiét érinté pontmutdciok

A mutaciok érinthetik a DNS kddold, illetve nem koédolod szakaszat. A kédold szakaszban
létrejott mutaciok kovetkezménye altalaban kénnyen megjosolhato, legtobbszor az
adott fehérje aminosavsorrendjének és térszerkezetének megvaltozasat eredményezi.
Ezzel szemben a nem kdédolé régiékban bekovetkez6 mutaciok gyakran nem, vagy ke-
véssé eldrelathaté mdédon valtoztatjdk meg a génmiikodést. Befolyasolhatjak a kddolt
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fehérje aminosavszekvenciajat (lasd alabb az mRNS érését befolyasol6 mutacidkat),
hatéssal lehetnek a gén kifejez6désének helyére, illetve mértékére is.

Szinonim vagy csendes mutaciok

A kédolé szakaszt érintd pontmutaciok legtobbszor a kod és igy a kddolt amino-
sav megvaltozasahoz vezetnek, azonban bekdvetkezhetnek olyan mutaciok is,
amelyek nem okoznak valtozast a koédolt polipeptid aminosavsorrendjében.
Ezek az dgynevezett szinonim (synonymous) vagy mas néven csendes (silent)
mutacidk. A genetikai kdd degeneralt, vagyis a legtobb aminosavat tobb kodon
is kddolja. Ezért, ha az adott pontmutaci6 kovetkeztében az eredeti kodon egy
szinonim (ugyanazt az aminosavat kddol6) kodonra valtozik, akkor ez a mutacio
csendes, mivel nem okoz valtozast a kod alapjan képz6dd polipeptid
aminosavsorrendjében (8.9. abra).

Misszensz (missense, megvaltozott értelmii) mutaciok

Ha egy pontmutacié eredményeképpen a kédolt aminosav minésége megvalto-
zik, akkor misszensz mutaciordl beszéliink. Az aminosavcserét eredményez6
mutacié konzervativ, ha az eredeti aminosav hasonl6 kémiai struktdraja ami-
nosavra cserélédik. Két hasonl6 szerkezetli aminosav kicserélédése altalaban
kevésbé befolyasolja az adott fehérje térszerkezetét, illetve funkciojat. Ha a
misszensz mutacié kovetkeztében az eredetitdl eltéré kémiai szerkezetli ami-
nosav épiil be a fehérjébe, akkor az aminosavcsere nem konzervativ. Az ilyen
mutaciok gyakran jarnak az adott fehérje szerkezetének és miikodésének meg-
valtozasaval (8.9. abra).

Nonszensz (nonsense, értelmetlen) mutaciok

El6fordul, hogy egy aminosavat kédolé kodon a transzlaciét terminal6, tigyne-
vezett STOP kodonra valtozik, ezaltal a fehérje transzlacioja id6 el6tt befejez6-
dik. Az ilyen mutaciékat nevezziik nonszensz (nonsense, értelmetlen) mutaci-
6knak. A nonszensz mutaciok sulyosan befolyasoljak a fehérjék funkciéjat, mi-
vel hatasukra az eredeti fehérjénél akar jelentésen rovidebb, miikodésképtelen
fehérjék keletkezhetnek (8.9. abra). A nonszensz mutaciokat - a harom STOP
kodon hagyomanyos neve alapjan - szoktak amber (UAG), ochre (UAA), illetve
opal (UGA) mutacioknak is nevezni.

Frameshift (kereteltolodasi) mutaciok

Egy vagy néhany bazispar kiesése (delécid) vagy beékel6dése (inszercid) az
orokitdanyag kodold régidjaba dramai valtozasokat okozhat a kddolt fehérje
szerkezetében. Amennyiben az inszerciéban, illetve a deléciéban résztvevd ba-
zisok szdma harommal nem oszthatd, a DNS-r4l atir6dé mRNS leolvasasi ke-
rete elcsuszik, ezaltal a mutaciot kovetd kodonok az eredetitdl eltéré aminosa-
vakat fognak kédolni. A leolvasasi keret elcstiszasa kovetkeztében sokszor non-
szensz mutacid is kialakul. Abban az esetben is jelentds mértékben megvaltoz-
hat a fehérje szerkezete, ha az inszercio, illetve a delécié nem jar a leolvasasi
keret megvaltozasaval. (Harom és tobbszordse szamu bazis beépiilése vagy ki-
esése extra aminosavak beéptiléséhez vagy kieséséhez vezet.) (8.9. abra).

www.interkonyv.hu © Deék Veronika, BME

www.interkonyv.hu

© Typotex Kiado

© Deéak Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

8. Mutacidk 165

Vad tipus Cotu T s X met X ser 1 tys 1 Gly

[ GAA AAA ATG AGT  AAA GGA T ]

Csendes mutacio @@@@@@

transzverzio GAA . CGAG

Tranzicio vagy

[ GAG AAA ATG AGT AAA GGA T ]

Misszensz mutacio [ lys {_ Met {_Ser [ lys L Gly )
(konzervativ)
GAA — GTA [ GIA AAA ATG AGT AAA GGA T]

Misszensz mutacio @@@@@

(nem konzervativ)
GAA — GAC [

Nonszensz mutacio “
AAA — TAA [

GAA TAA ATG AGT AAA GGA T ]

GAC  AAA ATG AGT AAA GGA T ]

-

Delécio6 — 5 Frameshift mutacié

o [ GAA AAA  ATG (A)JGTA AAG  GAT ]
vagy

inszercipo ———— Frameshift mutacio M

*T
[ GAI AAA AAT GAG TAA AGG T ]

8.9. dbra: Fehérjekddold gének kodolé régidjdt érintd pontmutdcidk tipusai

Nem kodolo régiokat érinté pontmutdciok
A DNS azon részében, amely kozvetleniil nem vesz részt a fehérjék kddolasaban, sza-
mos olyan régié talalhat6, amely elengedhetetlen a normalis génm{ikddéshez. llyen ré-
gidk példaul a DNS transzkripciojat, az mRNS érését, valamint transzlaciéjat szaba-
lyozo fehérjék kotbhelyei. Az itt bekovetkezd mutacidk hatasa nehezebben jésolhatd
meg, mint a kodolo régiot érinté6ké. A nem kddolo régiokban bekdvetkezé mutaciok
egyes esetekben nincsenek kimutathato6 hatassal a gén kifejez6désére, maskor azonban
akar a gén teljes funkcidvesztéséhez is vezethetnek.
e Az mRNS érését befolyasolé mutaciok
Az mRNS érése soran a nem kddolo intronok kivagodnak. Az intron hatarait jel-
legzetes szekvencidk, az 5’ és a 3’ splice helyek jelzik. Ha egy génmutacié a splice
helyeket érinti, akkor az éretlen mRNS-bdl az intronok hibasan vagédnak ki. A
splice helyek mutacio hatasara eltlinhetnek, illetve megjelenhetnek. E16bbi eset-
ben intronok maradhatnak az érett mRNS-ben (intron retencié), utébbi esetben
exon régiok vagddhatnak ki bel6le. Mindkét esetben jelentds valtozast okoz a
mutacio a polipeptid-szekvenciaban (8.10. abra).
e A promotert és az 5’ szabalyozo6 régiot érinté mutaciok
A gének kifejezddése nagyban fligg a transzkripcios faktorok kotédésétdl. A ko-
tédésben részt vevd szabalyozé elemek mutacidi elronthatnak vagy létrehoz-
hatnak transzkripcios faktor kot6helyeket, ezaltal drasztikusan valtozhat a gén
transzkripciéjanak mértéke. Mutaciok érinthetik azokat a nem kédolé szakaszo-
kat, melyek atirédnak, és az RNS-ben a transzlaciohoz sziikségesek (példaul ri-
boszoma kotbhely). Ezek a mutaciok ugyancsak befolyasoljak a gén kifejez6dé-
sének mértékét.
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Eredeti exon-intron szerkezet Exon 2.

GT AG GT AG

Intron 1. I Intron 2. Exon 3.

I
I
GC b GT

Exon 1.

|
; I
Uj 5’ splice hely képzaodik |
(a masodik intronnal egytitt |
az 57 iranyban lévo exon [ |
egyv szakasza 1s Kivagodik ) 1 ¥

T ACEEEGT o7 Ac [

|

|

|

5’ splice hely eltiinik GT 1‘, TT
(az elso intron az érett v
mRNS-ben marad)

s Ac

8.10. dbra: A pontmutdciék megvdltoztathatjdk a gén exon-intron szerkezetét

8.4. A DNS hibait javito (repair) mechanizmusok

A DNS hibai tobbféle mechanizmussal javitédnak. Néhany altalanos szabaly érvénye-
stil. A javitas a DNS kett6s spiral szerkezetén alapszik. A javitasi mechanizmusok re-
dundansak, azaz egy hibat tobb mechanizmus is képes kijavitani, ami tobbszoros biz-
tonsagot jelent. Ha egy hibat az egyik mechanizmus nem javitja ki, j6 esély van ra, hogy
egy masik mechanizmus felismeri és kijavitja.

A DNS-polimeraz proof-reading javité tulajdonsagarol a replikacié targyaldsakor
mar volt szo.

A mismatch (hibas bazisparosodat javitd) repair pro- és eukariotakban is
el6fordulé konzervalt mechanizmus. A MutL-MutS fehérjék felismerik a téves paroso-
dast. A MutH exonukleaz a legkozelebbi GATC helynél elvagja az 0j szalat. A javitandd
Uj szalat agy ismeri fel, hogy annak GATC helyein 1évé adenin még nem metilalt az
adeninmetilaz (Dam metilaz) lassisaga miatt. A helikdz szétvalasztja a szalakat,
exonukleazok visszabontjak, egyesszalu DNS-koto (SSB) fehérjék stabilizaljak az egy-
szalu templatot, melyen a polimeraz djra szintetizalja a kivagott darabot.

Baktériumokban és néhany alacsonyabb rendli eukariétdban fordul el6 a
fotoreaktivacios repair. Az UV fény altal 1étrehozott timidin fotodimert a kék-zold
tartomanyban miikddé fotoreaktivalo enzim (fotoliaz) széthasitja az eredeti bazisokra
(fényt igényl6 repair). Ez direkt hibajavitasi mechanizmus.

Direkt hibajavitast végezhetnek alkiltranszferazok, melyek az 0-6-os pozicio-

ban metilezett guaninrdl a metilcsoportot egy ciszteinjiikre viszik at, mikézben az en-
zim inaktivalodik. Igy ez a repair rendszer kimerithetd.

www.interkonyv.hu © Deék Veronika, BME

www.interkonyv.hu © Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

8. Mutacidk 167

A bazis kivagason alapul6 (bazis exciziés repair, BER) esetében DNS-
glikozilazok hasitjdk a sériilt nukleotid bazis-cukor kotését, AP (apurin vagy
apirimidin) helyet eredményezve. Az AP-helyen a foszfodiészter kotést az AP-
endonukleaz elhasitja, a dezoxiribofoszfodiészteraz enzim eltavolitja a cukorfoszfat
lanc egy szakaszat. A DNS-polimeraz ezutan kipétolja a hianyt, amit a ligaz azutan be-
forraszt, és ezzel helyredll az eredeti sorrend. Sokféle glikozilaz ismert. Példaul az
uracil-DNS-glikozilaz eltavolitja az wuracilt a DNS-bdl, mely a citozin spontan
deaminalasakor keletkezik (vagy eleve uracil épiilhet be). A rendszer felismeri a
hipoxantint, xantint, 3-metiladenint, a 7-metilguanint és mas moédositott bazisokat. A
sejtek életben maradasahoz nélkiilozhetetlen javitd6 mechanizmus, mert az AP-helyek
keletkezése nagyon gyakori. Human sejtben napi 20-40 000 AP-hely keletkezik.

A nukleotid exciziés repair (NER) nagyméretli DNS-hibdkat (fotodimereket,
nagyméretli bazismddositasokat) javitoé repair mechanizmus. A javité rendszer a sérii-
1és kornyékén szétvalasztja a szalakat, azokat SSB fehérjék stabilizaljak. Két bemetszés-
sel eltavolitasra kertil a sériilést hordozd szal egy nagyobb, tobb nukleotidnyi szakasza.
A maradék egyszalu szakasz alapjan a polimeraz a komplementer szalat feltolti, és a
ligaz folytonossa teszi a szalat. Prokariotakban 12-13 nukleotidnyi a kivagas, és harom
fehérje (UvrA, B és C) vesz részt a javitasban. Eukariétaknal 27-29 nukleotid vagédik
ki, és legalabb 17 fehérje miikodik kozre a javitasban.

Hibajavitas rekombinacio utjan is torténhet. Ha a replikaciés komplex miikodése
fennakad egy hiban, a komplex esetenként ,atugorja” azt, és egy egyszalu rést hagy
maga utan. A rést a recA gén terméke a masik templat szalrdl pétolja, majd az ott kelet-
kezett rést — a masik 4j szalat hasznalva fel templatként - Kkitolti.

A fentieken kiviil még sokféle mechanizmus ismert, melyekre itt nem tériink ki. Ha
a hibajavito6 fehérjéket kodolé génekben mutacié kovetkezik be, a DNS-hibak javitasa
szenved kart, igy tobb hiba halmozo6dik fel a DNS-ben. Ennek kovetkezménye egysejtii-
ekben nagysagrendekkel magasabb mutacids rata, tobbsejtiiekben rakbetegség kiala-
kulasa. Ezért ezeket a géneket mutator géneknek is nevezik.

8.5. Mutagén hatast (genotoxicitast) méro
rendszerek

Felmérések szerint a halalozasok oka a civilizalt vilagban 40%-ban rakos daganat. A
rakos megbetegedések kozel 90%-at a kdrnyezetiinket szennyezé mutagének okozzak.
A mutagén vegyliletek egyben rakkelt6k (karcinogének) is, hiszen a rakos sejtek muta-
ci6k sorozataval alakulnak ki. Evente néhany ezer olyan vegyiiletet allitanak els, ame-
lyek korabban nem léteztek a F6ldon (gydégyszer-alapanyagok, novény- és faanyagvédo
szerek, élelmiszer-adalékok, kozmetikumok komponensei, haztartasi vegyszerek stb.).
A mutagének és a karcinogének kozotti szoros kapcsolat sziikségessé teszi a kdrnyeze-
tlinkben 1évé mutagén vegyiiletek kimutatasat.

A mutaciét okozé anyagok kimutatasara olyan tesztrendszer sziikséges, amely ha-

tékonyan lathatéva tesz sok kiilonb6zd 16kuszban bekovetkezd uj funkciovesztéses re-
cessziv mutacidt is. Soksejtii eukaridtakban ez nehezebb, az elsd ilyen rendszert mégis
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muslicaban dolgozta ki Herman J. Miiller 1928-ban (Drosophila CIB-teszt). Ma tobbféle,
nemzetkozileg elfogadott tesztrendszer hasznalatos a genotoxicitds mérésére:

e Dbakteridlis tesztek (Salmonella typhimurium, Escherichia coli)

e mikroszkopikus gombak (példaul Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans)

e rovarok (ecetmuslica Drosophila melanogaster)

novények (16bab, arpa, voroshagyma)

gerincessejt-vonalak (human és egyéb emlds sejtvonalak)

e invivo emlds (egér, horcsog, patkany)

Az egyik legegyszeriibben kivitelezhetd teszt a bakterialis reverz mutagenitasi
teszt. Kidolgozodja, Bruce Ames utan Ames-tesztnek is hivjak. Validalt teszt (OECD
Guideline 471), vilagszerte alkalmazzak Uj anyagok mutagén tulajdonsaganak vizsga-
latara elsd szlir6ként. A teszt pontmutacidk észlelésére alkalmas, s nagy populacidéban
bekovetkez6 ritka mutaciés esemény detektalasat teszi lehet6vé. A teszt Salmonella
typhimurium apatogén, mutans térzseinek hasznalatan alapul. A tesztet tobb teszttor-
zson is el kell végezni. A teszttorzsek mindegyike hisztidin auxotré6f. A hisztidin bio-
szintézisben részt vevd tobb gén koziil barmelyiket érintheti a mutacid (hisG, hisC, hisD)
az egyes torzsekben. A teszt a potenciadlisan mutagén vegyiilet hatasara bekovetkezd
his-— his* reverzi6 gyakorisagat méri a spontadn reverzi6s gyakorisaghoz képest (8.11.

abra).
MUTAGEN
TESZTTORZS
Jiis- Reverzio (back mutacio) his+
hisztidin bioszintézisére képtelen hisztidint szintetizal
(hisztidint NEM tartalmazo (hisztidint NEM tartalmazo
tapkozegben életképtelen) tapkozegben életképes)

mutagénnel spontan
kezelt ' reverzio

hi.»:zlidin-l}lcnl c\l;ipl:llujun

8.11. dbra: Az Ames-féle mutagenitdsi teszt alapja

A tesztel6 torzsek a fentieken tul hibasak az LPS kialakitasaban (rfa, sejtfelszini
lipopoliszacharid bioszintézisben), ezaltal a vizsgalandé anyag konnyebben jut be a
sejtbe a sejtfalon at. Tovabba, hibasak a teszttorzsek az excizids repairben (uvr-), ami
érzékenyebb kimutatast tesz lehetvé.

A torzsek kiilonb6z6 tipust his mutaciokat tartalmaznak (baziscserét vagy
frameshift mutaciot), ezért a mutacié reverzidja torténhet bazispar szubsztiticioval
vagy frameshift mutacié segitségével. Ez azért el6nyos, mert kiilonb6z6é hatdsmecha-
nizmusd mutagén vegyiiletek mutathatok ki, azaz a teszt informaciét nyujt a
genotoxikus anyagok altal el6idézett mutaciok tipusarol is.
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8. Mutacidk 169

A tesztelend6 vegylilethez patkdny majabol késziilt mikroszoma frakciét (an. S9
frakcidt, mely tartalmazza az endoplazmas retikulumot a drogmetabolizmusban részt
vevl enzimrendszerekkel) is adagolnak. Ennek célja, hogy modellezzék az eml6sdkben
lezajlé enzimatikus reakciokat, igy a bakterialis genotoxikoldgiai tesztbdl precizebben
kovetkeztethetilink a vizsgalt anyag magasabb rendii szervezetekre gyakorolt hatasara.

Egy vegyiiletre akkor mondjuk, hogy Ames-tesztben nem mutagén, ha legalabb
négy torzson - TA98, TA100, TA1535, TA97 és/vagy TA1537 - bizonyitotta 6nmagaban
vagy S9-es aktivalas utan a hatastalansagat. Egyetlen torzsén mért pozitiv teszt esetén
is mutagén a mindsités.

Az Ames-teszt tovabbfejlesztett valtozataban nem Petri-csészéken képzett telepek
szamat mérik, hanem 96 zsebes mikrotitral6 lemezen, zsebenként 6 térzzsel (TAMix)
egyszerre végzik a kimutatast. A lemez zsebeiben hisztidinmentes tapkézegben szapo-
rodo (revertalt) baktériumok savasitjak a tdpkozeget, amit a tdpkozegbe helyezett pH-
indikator festék (bromkrezol lila sargulasa) jelez (8.12. abra).

000000000000 000000000000 000000000000 (0/0/0]0/0/0/0/0/0]0/0]0)
000000000000 000000000000 000000000000 0/0/0]0/0/0/0/0/0/0/0/0)
000000000000 000000000000 ol L1 ol lof lof [ [ ] (0/0/0/0/0/0/0/0/0]0/0/0)
000000000000 000000000000 L Jojel o] [ o] Jo] @) 0/0/0]0/0/0/0/0/0/0/0]9)
00000000000 000000000 000000000000 000000000000
000000000000 000000000000 o] I lof lojel lo] o] ] Q000 Q0
000000000000 000000000000 [ Jojel 1 1 [ lelel [ l@) 000000000000
000000000000 000000000000 o Jejof Jof [ I 111} 000000000000

Negativ kontroll Spontan reverzio Vélheto mutagén  Pozitiv kontroll
(sterilitas teszt, (mutagén hatas nélkil) hatasua anyag (hatékony mutagénnel
baktérium nélkili kezelt, pl. EMS)
mintak)

8.12. dbra: Az Ames-teszt tovdabbfejlesztett vdltozata
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9. A génkifejezodés szabalyozasa
prokariotakban

A gének kifejez6dése (génexpresszio) az a teljes folyamatsor, melynek soran a génekrol
funkcionalis termék (fehérje vagy funkcionalis RNS) képzddik. Vannak gének, melyek
termékeire allanddan sziliksége van az él61énynek, ezért expressziojuk allandé (kons-
titutiv). Ezeket haztartasi (housekeeping) géneknek nevezziik. A regulalt, nem min-
dig expresszal6do gének kifejez6dése a teljes folyamatsor tobb pontjan szabalyozhaté.
Az els6 szabalyozasi pont a transzkripciondlis szabalyozas, mely lehetdséget ad arra,
hogy a sejtek génjeiknek csak egy részérdl készitsenek RNS-masolatot, méghozza azok-
rél, amelyek termékére az adott pillanatban szilikségiik van. Ez igen hatékony, energe-
tikailag gazdasagos megoldas. Baktériumokban a génkifejez6dés szabalyozasa els6sor-
ban transzkripcids szinten valdsul meg. Ez azt jelenti, hogy egy id6pillanatban a sejtben
a géneknek csak egy részérdl torténik atirds. Ahhoz, hogy sejtek a kérnyezeti feltéte-
lekhez igazodva képesek legyenek génjeik ki-be kapcsolasara, rendelkezniiik kell a kor-
nyezeti valtozasokat érzékel6 rendszerrel, valamint a gének ki-be kapcsolasat lehet6vé
tevd mechanizmusokkal. Azon gének, melyek termékeire az adott koriilmények kozott
nincs sziiksége a sejtnek, nem (vagy csak gyengén) irédnak at. Altalanossagban mond-
hatjuk, hogy a lebonté folyamatokért felel6s gének alapallapotban nem irédnak at, csak
akkor kapcsolnak be, ha a lebontand6 molekula rendelkezésre all (példaul specialis
cukrok hasznositasaban részt vevé operonok: lac, ara stb.). Ellenben, a felépit6 folya-
matokat iranyité gének alapallapotban mindaddig miikdnek, amig a termék szintézi-
sére a sejtnek sziiksége van (példaul aminosavak bioszintézisében részt vevd
operonok: trp, his stb.).

A transzkripcionalis szabalyozas leggyakrabban a transzkripci6 iniciaciéjanak be-
folyasolasaval valésul meg, de ismertink transzkripcié terminaciéval kapcsolatos regu-
laciés mechanizmusokat is.

9.1. A transzKripcio iniciaciojanak szabalyozasa
regulator fehérjék altal

A transzkripcié iniciaci6 szabalyozasanak gyakori esete, amikor az RNS-polimeraz
promoterhez kapcsolddasa all kontroll alatt. A szabalyozasban a promoéter kérnyeze-
tében elhelyezked6 specifikus DNS-szakaszok és a hozzajuk kapcsol6dé regulator
fehérjék vesznek részt. A regulator fehérjék lehetnek aktivatorok, melyek kot6dése
fokozza a transzkripciét (ez pozitiv szabalyozas), vagy lehetnek represszorok, melyek
a promoéter kornyezetébe kapcsolédva gatoljak az atirast (ez negativ szabalyozas). A
represszorok kot6helyeit baktériumokban operator régionak nevezik. A regulaciéban
részt vevo fehérjék és kotdhelyeik a gének ki-be kapcsolasaért felels genetikai kap-
csolok. Mind az aktivator, mind a represszor fehérjéknek képesnek kell lenniiik arra,
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hogy a sejt fizioldgias allapotanak, illetve a kornyezeti feltételeknek megfelel6en két-
féle allapotba keriilhessenek: az egyik allapotukban kétédjenek, a masikban levaljanak
a target DNS-szekvencidikrol. Ez leggyakrabban allosztérikus konformaciévalto-
zassal valosul meg. Az allosztérikus domén a regulator fehérje szenzor funkciét betoltd
része, melyhez kismolekulaji molekula (dn. allosztérikus effektor) kapcsolédhat. Az
effektor kotodése befolyasolja a fehérje DNS-kot6 doménjének konformaciojat, és ily
modon befolyasolja a génatirasra kifejtett aktivitasat. A transzkripcié bekapcsolasa, fo-
kozasa torténhet aktivalassal, vagy gatlas megsziintetésével. A transzkripcio6 kikapcso-
lasa, mérséklése pedig az aktivalas felfiiggesztésével vagy gatlassal valosulhat meg.

9.2. A transzKripcio iniciaciojanak szabalyozasa
specialis szigma (o) faktorok altal

E. coli-ban az RpoD (079) az alap szigma faktor, amely jellegzetes konszenzus promoter
szekvenciat ismer fel (9.1. tablazat). Vannak mas szigma faktorok, amelyek kiilonb6z6
kornyezeti tényezék hatdsara vagy regulaciés kaszkadok aktivalédasakor jelennek
meg, és specialis, eltéré promoterszerkezettel rendelkezd gének atirodasat biztositjak
a core RNS-polimerazhoz kapcsolédva. Az alternativ szigma faktorok tehat maguk is
génexpresszids szabdlyozas alatt dllnak. Nézziink néhany példat az E. coli alternativ
szigma faktoraira!

Az RpoH (032) héstressz fehérje gének atirdsat irdnyitja. A h6mérséklet emelkedé-
sére jelennek meg a sejtben héstressz (heat shock) fehérjék, amelyek kozott szamos
un. dajkafehérje (chaperone) talalhaté. Ezek segitenek a fehérjék szerkezetének stabi-
lizalasaban, a helyes térszerkezet kialakitasaban. E. coli-ban 17 olyan héstressz fehérje
talalhatd, amelynek expresszidja az RpoH iranyitasa alatt all. A denaturalt fehérjék fel-
szaporodasa a jel az RpoH megjelenésére. Ahogy n6 az RpoH aranya a sejtben, ugy szo-
ritja ki az alap szigma faktort az RNS-polimeraz komplexbdl, és segiti el6 a héstressz
gének atirasat. Mivel az RpoH gyorsan degradalédik, a stressz elmultaval a héstressz-
gének atirasa is gyorsan leall.

Az RpoE (oF) szintén héstressz hatasara jelenik meg. A periplazmikus térben és a
kiils6é membranban felszaporodé denaturalt fehérjék hatasara aktivalodik egy jelatvi-
teli Ut, és jelenik meg az RpoE fehérje.

Az RpoS (0%) a logaritmikus novekedés leallasa (a stacionarius fazis kialakulasa)
kozben kezd megjelenni a sejtekben. Az alacsony hdémérséklet vagy a magas
ozmolaritas stressz szintén aktivalja.

Az RpoN (0°%) nitrogénéhezés esetében jelenik meg, amikor az ammonia szintje
csokken. Ekkor olyan gének kapcsolédnak be, amelyek mas nitrogénforras felhaszna-
lasat segitik el6.

A FliA (oF) a kemotaxissal és a flagellaris apparatussal kapcsolatos gének atirasat
segiti eld.

A kiilonb6z6 szigma faktorokat tartalmazo RNS-polimerazok mas és mas konzerva-
lodott promodter szerkezetet ismernek fel. Ezek legtobbje a -10 és -35 régiokban tartal-
maz - az alap promoterétdl eltérd - jellegzetes DNS-szekvenciakat (9.1. tablazat).
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9.1. tdbldzat: Kiilonféle szigma faktorok és az dltaluk felismert prométer
szekvencidk jellemzdi

Gén Szigma -35 konszenzus kozbiils6 -10 konszenzus
faktor szekvencia tavolsag (bp) szekvencia

rpoD  RpoD (07°) TTGACA 16-18 TATAAT

rpoH  RpoH (03?) CCCTTGAA 13-15 CCCGATNT

rpoN  RpoN (c%4) CTGGNA 6 TTGCA

fliA FliA (oF) CTAAA 15 GCCGATAA

sigH SigH (o1) AGGANPuPu 11-12 GCTGAATCA

A szigma faktorok alkothatnak regulacids kaszkadot. Jellegzetes példa erre a Bacil-
kulasahoz vezetd) lépéseket iranyit6 gének bekapcsolasanak sorrendjét kiilonb6zd
szigma faktorok megjelenése hatarozza meg (ezt most nem targyaljuk). Ehhez hasonlé
a Bacillus subtilis SPO1 bakteriofag fert6zésénél miikodo6 kaszkad. A fag korai génjeinek
promdterét még a baktérium alap szigma faktora ismeri fel. A korai gének kozott van
egy specialis szigma faktort meghatarozo gén is (gp28). A korai fazisban nagy mennyi-
ségli gp28 fehérje késziil, amely lecseréli az alap szigma faktort a baktériumban. A
gp28-tartalmi polimerdz mar nem firja at a bakteridlis géneket, de intenziven
expresszalddnak a fag k6zéps6 fazis génjei. Ezek kozott szintén van két gén, amelyek
egy dimérbdl all6 specidlis szigma faktort kédolnak (gp33 és gp34). Ezek felszaporo-
dasa teszi lehet6vé a fag késdi fazis génjeinek atirédasat. Tehat minden egyes cserénél
az RNS-polimeraz mas és mas promoterrel rendelkezé gének atirasat végzi, és abba-
marad az ezektdl eltér6é promoterszerkezettel rendelkez6 gének atirasa.

9.3. A transzKripci6 terminacidjanak szabalyozasa

Ismeriink transzkripcié terminaciéval kapcsolatos szabalyozast is. llyen mechanizmu-
sok az attenudcid (1asd késbbb, trp, phe, his operonok) és az antiterminacio. Ez utébbinal
a terminacios szignal ellenére is tovabb folyik a transzkripcié akkor, ha egy
antiterminatornak nevezett fehérje kotédik a transzkripcié terminacids szignalhoz. Az
antiterminacioval megvaldsul6 transzkripcionalis szabalyozasra jo példat szolgaltat az
E. coli lambda fag lizogén-litikus fejlédésének szabalyozasa (erre itt nem tériink ki).

9.4. Operonok és regulonok

Baktériumokban az egy folyamatsorban részt vevd fehérjék génjei altalaban csopor-
tokba rendez6dnek a kromoszdéman, un. operonokat alkotnak. Ez a szervezddés gazda-
sagos, kozos transzkripcionalis szabalyozasnak a lehet6ségét teremti meg. Az operon
tehat olyan gének csoportja, melyek fizikailag egymashoz kozel helyezkednek el a kro-
moszoman, és egy promoter irdnyitasa alatt allnak. A gének egy transzkripciés egysé-
get alkotnak, vagyis roluk egy k6zos RNS-transzkriptum keletkezik, melyet policiszt-
ronos RNS-nek (,tobb génes”, a cisztron ritkdn hasznalt kifejezés, mai értelmezésben
a génnek felel meg) neveziink. A policisztronos RNS-rél tébb peptidlanc képzédik. Az
operon részének tekintjiik annak szabalyozo6 elemeit is: a promoter kornyéki szaba-
lyoz6 szekvenciakat (szabalyozo fehérjék kotShelyeit) és a struktirgének kozelében
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elhelyezked6 - de sajat promoterrel rendelkezd, 6nallé transzkripcios egységként vi-
selkedd - szabalyozo fehérjék génjeit. Az operonok prokariotaknal elterjedtek, eukari-
Ota szervezetekben ritkak, de akad ra példa. A tovabbiakban néhany operon szabalyo-
zasi mechanizmusat tekintjiik at.

A regulon tobb, egyiitt szabalyozott géncsoportot jelent, lényegében egylitt szaba-
lyozott operonok 0sszessége, mely operonok a genomban elszortan helyezkedhetnek
el. Példa erre a CAP-regulon, mely az 6sszes, CAMP-CAP altal szabalyozott operont ma-
gaba foglalja (lac, ara, gal, mal és egyéb cukorhasznositasban részt vevé operonok, lasd
a fejezet késobbi részében).

9.5. A lac operon szabalyozasa

Az els6ként felderitett génszabdalyozasi rendszer az E. coli lakt6z-metabolizmusban
részt vevd operon (roviden lac operon) szabalyozasa volt. Az operon miikdédésének
alapjait Francois Jacob, Jacques Monod és André Lwoff tarta fel az 1950-es években.
Oket az operonmodell megalkotéiként tartjuk szamon. Jacob és Monod 1965-ben No-
bel-dijat kapott. Munkajukat nagyrészt genetikai kisérletes eszkoztar segitségével vé-
gezték, s ezek a kisérletek a klasszikus baktériumgenetikai kisérletek iskolapéldai. A
tovabbiakban el8szor attekintjiik az operon szabalyozasanak kulcselemeit, majd - az
olvas6 genetikai szemléletének csiszolasa céljabol - érint6legesen foglalkozunk a mo-
dell megalapozasahoz vezet6 kisérletekkel.

9.5.1. Negativ szabalyozas és indukcio a lac operonban

A lac operon termékei a lakt6z hasznositasban vesznek részt. Hirom struktirgénje és
a megfelel6 fehérjetermékek, valamint azok funkcioi az aldbbiak:

e lacZ gén - 3-galaktozidaz - lakt6z hidrolizisét katalizal6 enzim (9.1. dbra)

e JacY gén - galaktozid permedz - a sejtmembranban elhelyezkedd transzport fehérje
e lacA gén - transzacetilaz - funkcidja a lakt6z-metabolizmusban nem ismert

HOCH,
HO/ QOH
OH
[}-galaktozidos kotés \—/
HOCH, OH OH
HO/ o} r \ B-galaktozidaz Galaktoz
o O oH -t
s MmJOH  H,0 HOCH,
OH HOCH, QOH
Laktoz Ho\OH /H
OH
Gliikoz

9.1. dbra: A B-galaktoziddz enzim a laktézt galaktdzra és gliikézra hidrolizdlja

A harom struktirgénrdl, egy szabalyozhaté promoter irdnyitdsa alatt egy poli-
cisztronos RNS keletkezik, igy a harom fehérjetermék mindig egyenl6 mennyiségben
képzddik.
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Az operonhoz tartozik a promoétertdl upstream elhelyezkedd szabalyoz6 - rep-
resszor - fehérje génje, a lacl. A lacl gén sajat promoterrel rendelkezik, expresszidja
konstitutiv. Az operon része tovabba a Lacl represszor fehérje kot6helye, az operator
szakasz, mely a struktirgének szabalyozhaté prométerével és a transzkripcids start-
hellyel fed at (9.2. dbra).

Az RNS polimeriz
iikiidése.odtols A represszor az

lacZ gén [ lacY gén | tacA gén

Lakt6z hidnydban a represszor az operitor
régiohoz kot, meggitolva az RNS polimeriz
miikodését, és ezaltal a strukturgének atirasat

Az RNS polimeriz
stiria. ktiirgénckes

lacZ gén | lacYgén  |(tacA én

llclsztronos

galaktozid "
' ‘ ‘ B-galaktozidaz Sanaracetili

Inaktiv Ghaktivrepresszor,

Ha laktoz jelen van, hozzakot a represszorhoz, aminek
hatisdra a represszor levilik az operator régiorél. Az
RNS polimeraz igy atirhatja a struktirgéneket.

9.2. abra: A lac operon felépitése és negativ szabdlyozdsa

Az operonon alapallapotban (ha nincs felvehetd laktéz a tapkozegben) negativ sza-
balyozas érvényesil: a sejtben mindig jelen 1év6 Lacl represszor fehérje az operator
szakaszhoz kot, és ezzel megakadalyozza az RNS-polimeraz promoéter felismerését. Az
operon bekapcsolasa a gatlas feloldasaval valésul meg: a laktéz (illetve egyéb
galaktozid-szarmazékok) allosztérikus effektorként modositjak a Lacl szerkezetét ugy,
hogy az levalik az operator szakaszrol (9.2. dbra). Ezt a folyamatot — mivel a génatiras
fokozasarol van sz6 - génindukcionak is nevezziik. Felmertilhet a kérdés, hogy ha az
operon represszalt, akkor nincs jelen a sejtekben a laktdzt importalé permeaz, tehat
nem juthat be lakt6z a sejtekbe, és nem végezhet effektor funkciot. Valéjaban a rep-
resszid, mint ahogyan a prokariota génszabalyozasban altalaban igaz, nem szaz szaza-
1ékos, az operon ,ereszt”, gyengén, de atirddnak a struktirgének. Az indukciéval ez a
gyenge atiras tobbszazszoros mértékben megemelkedik.

Az operon szabalyozhaté promoter kdrnyezetének szerkezetét DNS-szekvencia
szinten mutatja be a 9.3. dbra. Az operator régié egy tiikdérszimmetrikus szekven-
ciarész (akarcsak a kés6bb targyaland6 cAMP-CRP kotbhely). Az operatorhoz a Lacl
represszor tetramerként kotédik (9.4. abra).
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lacl kodolo lacZ kodolo
szakasz vége szakasz kezdete
—
{ Promoter 1 1 :
' | Operator ' |
35 1 hRws
I I

mmmu@mcwccmnmmmmmcrcmrc.\n.\mc.\cccmmacmcmmmmmmmmmmmmAmcmmcw@cc.\m
CCTTTCGCCOGTCACTCGCGTTGCGTTAATTACAC TCAATOGAG TEAG TAA TCCG TEGGGTCCEARA TG TGAAA TACGAAGG CCGAGCATACAACACACC TTAACAC TCGCCTATTGT TAAAG TGTG TCC TTTG TOGATAC TGGTAC

cAMP-CRP RNS Lacl
Kbttty polimeraz represszor
kotohely kotohely

9.3. dbra: A szabdlyozhato lac promdter és kérnyezetének szerkezete szekvencia szinten

lac operitor
5 TaGRATTGTGAGEcEATARCARTT 3
3 ACCLEAACACTKCGCCTATLGLIAA 5

Lacl represszor
tetramer (2x2. 360 aminosav)

9.4. dbra: A Lacl represszor tetramerként kétodik a tiikorszimmetrikus szekvencidju
operdtor régiéhoz

9.5.2. Pozitiv szabalyozas a lac operonban

A lac operonon érvényestl egy pozitiv szabalyozas is. A szabalyozé a CAP (vagy CRP)
fehérje, melynek allosztérikus effektora a cAMP (ciklikus AMP). Ez a pozitiv szabalyo-
zas nemcsak a lac, hanem mas cukorhasznositasban részt vevé operonon is érvényesiil
(CAP-regulon). Ez a szabalyozasi rendszer lehet6vé teszi, hogy tobb cukorforras egyiit-
tes jelenléte esetén a baktérium elényben részesitse a szamara legkedvezdbbet, a leg-
konnyebben hasznosithato gliikézt (9.5. dbra). Amig gliik6z hozzaférhet6 a sejt sza-
mara, a lac, ara, ma, gal operonokrdél - a laktdz, arabindz, maltdz, galaktéz indukcioé
ellenére is - csak gyengén folyik az atiras.
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0.1

~, Laktoz

Optikai denzitas

|
0.01

Idé

9.5. dbra: A sejtek két cukorforrds kéziil el6bb a gliikézt fogyasztjdak

Kezdetben azt feltételezték, hogy a gliikdz valamelyik bomlasterméke, katabolitja
gatolja a tobbi cukoroperon miikodését, ezért a jelenséget elnevezték katabolit rep-
resszionak, a szabalyoz6 fehérjét pedig CAP, azaz katabolit aktivator proteinnek. Ma
mar tudjuk, hogy egészen mas mechanizmusroél van sz6, ennek ellenére a fenti kifejezés
megmaradt a szaknyelvben. Néhol mar taldlkozhatunk a CAP helyett a CRP (cAMP re-
ceptor protein) elnevezéssel, mely a valdsagot jobban tiikr6zé név. A tovabbiakban mi
is ezt hasznaljuk.

Mi az 6sszefiliggés a CRP-t aktivalé cAMP szint és a gliik6z kozott? A cAMP ATP-bdl
keletkezik adenilat-ciklaz (AC) hatdsara. Alapvetden a szintézis sebessége hatarozza
meg az intracellularis cAMP-koncentraciot. Az adenilat-ciklaz membrankotott enzim,
amelynek aktivitdsat egy masik membrankotott enzim, a IIAGlc befolyasolja. A 11AGlc
fehérje a foszfotranszferaz transzport rendszer egyik eleme, ami a gliikdz transzport-
jaban jatszik szerepet. A [IAGlc miikodése kdzben reverzibilisen foszforilezédik, és glii-
koz jelenléte esetén foszfatjat nagy sebességgel a gliikoznak adja, az pedig glikdz-6-
foszfatta alakul. Az adenilat-ciklaz aktivitasahoz foszforilez6désére van sziikség, ami
szintén a IIAGIc feldl torténik. Gliikkoz jelenlétében ez a folyamat lasst, mert a glikdz
foszforilalodik els6dlegesen a IIAGIc altal, ezért az AC inaktiv, és alacsony a cAMP szint.
Az alacsony cAMP szint miatt a CRP nem aktiv, pozitiv regulatorként nem tud hatni a
CAP-regulon tagjain. Gliikk6z hiany esetén azonban a IIAGIc foszforilezett formajanak
koncentracidja megnd, gyorsan foszforilezi és aktivalja az AC-t, aminek kovetkezmé-
nyeként megno a cAMP szintje.

A cAMP-CRP komplex erdsiti a promoétert. A komplex kétféleképpen segitheti az
iniciaciot, annak fiiggvényében, hogy milyen a promoéter és a cAMP-CRP kot6hely vi-
szonya (9.6. abra):

e zart komplex szerkezet: cAMP-CRP kotohely a -60 pozicidban az RNS-polimeraz
kotodését segiti (példaul lac operon)

e nyitott komplex szerkezet: cAMP-CRP kot6hely a -40 pozicidban stimulalja a DNS-
szalak szétvalasat, azaz a transzkripcids buborék kialakulasat (példaul gal operon)
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-41.5
b) Nyitott komplex

9.6. dbra: A cAMP-CRP komplex a kitéhelyének és a prométer tdvolsdgdnak
fiiggvényében kétféleképpen segitheti a transzkripcié inicidcidt

A cAMP-CRP koétbhely a lac operonban egy rovid, tiikkorszimmetrikus DNS-szekven-
cia (9.7. abra). A komplex kot6dése megvaltoztatja a DNS gorbiiletét.

5 GTGAGTTAGCTCAC &
3 CACTCAATCGAGTG ¥

9.7. dbra: A cAMP-CRP komplex tiikérszimmetrikus szekvencidhoz kotédik

Osszefoglalva: a lac operonon kettds - egy negativ és egy pozitiv - szabalyozas ér-

vényesiil. A struktirgének atirasa:

e laktdz hianyaban és gliikdz jelenlétében ,csak szivargo” (negativ szabalyozas meg-
léte, és pozitiv szabalyozas hianya)

o laktdz és gliikoz egyiittes jelenlétében gyenge (negativ szabalyozas feloldasa, de a
pozitiv szabalyozas hianya)

o laktdz jelenlétében és gliikkoz hianyaban er6s (negativ szabalyozas feloldasa, és a
pozitiv szabalyozas megléte)
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Ha egy gépjarmiihoz hasonlitjuk a rendszert, akkor a negativ szabalyozas analog a
fékkel, illetve annak kioldasaval, a pozitiv szabalyozas pedig a gdzadassal. Ahhoz, hogy
az autd maximalisan miikodjon, nem elég a féket kioldani (a repressziét megsziintetni),
gazt is kell adni (pozitiv szabalyozas is sziikséges).

9.5.3. A lac operon miikodésének felderitése

Jacob, Monod és Lwoff az ,enzimadaptacié” jelenségével kezdett foglalkozni az 1950-
es években. Felfigyeltek arra, hogy az E. coli baktérium lakt6z-metabolizmusban részt
vevl enzime, a [3-galaktozidaz nem mindig van jelen a sejtekben, csak akkor termel6-
dik, ha laktdz keriil a tAptalajba. Ezt nevezték el adaptacio jelenségnek, melyben az en-
zim megjelenését a szubsztrat valtja ki. [zotoppal jelzett aminosavak segitségével bizo-
nyitottak, hogy az enzim a lakt6z adast kovetéen tjonnan szintetizalodik. A kérdés,
melynek megvalaszolasa elvezetett egy génszabalyozasi modell megalkotasahoz, és a
Nobel-dij elnyeréséhez, szinte magatél adddott: vajon mibdl érzékeli a sejt, hogy mikor
kell termelni a megfelel6 enzimeket?

A B-galaktozidaz aktivitds kimutatasara, és az indukcié kivaltdsadra mesterséges
galaktozid szarmazékokat is kiprobaltak.

A B-galaktozidaz enzimaktivitas vizsgalatara két kromogén szarmazékot (ONPG és
X-gal) is talaltak (9.8. abra). E kromogén szubsztratok esetén szines termék is keletke-
zik a bomlasi reakcio soran, igy az enzimaktivitas nyomonkovetése egyszer(i. Az ONPG
(O-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid) pontos enzimaktivitds méréseknél hasznalatos, a
reakcié sarga terméket eredményez. Az X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-f3-D-
tiogalaktopiranozid) festéket a szilard taptalajba téve a 3-galaktozidaz aktivitassal ren-
delkez6 baktériumkolonidk megkékiilnek. Ez a médszer az enzim jelenlétének vagy hi-
anyanak gyors kimutatasat teszi lehet6vé. A két kromogén szubsztratot a mai napig
elterjedten hasznaljak a lac operon alapu kutatasi technikakban.

Egyes vegyliletek az alapszinthez viszonyitva akar ezerszer tobb enzim megjelené-
sét indukaltak. Az inducer eltavolitasa ledllitotta az enzim szintézisét. A legjobb
indukalészernek az IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid) bizonyult (9.8. abra),
mely nem szubsztratja az enzimnek. Az indukal6 tulajdonsag és az enzimhez val6 ko-
todés tehat elkiiloniil, gy is mondhatjuk, hogy mas az érzékel6 és mas a végrehajto
rendszer. Az IPTG alkalmazasanak el6nye, hogy nem fogy az indukci6 elérehaladasaval,
mint az eredeti indukaldszer, a laktéz. Ezért maig ezt a vegyliletet alkalmazzak a lac
promoterrel miikodé biotechnoldgiai rendszerekben.

CH,0H (“H:‘
HO 0, S—C—H

OH H CH3
H

IPTG

9.8. dbra: A B-galaktozidaz enzim két kromogén szubsztrdtja (X-gal, ONPG) és a lac
promdter kivdlé indukdldszere (IPTG)
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Az operon struktirgénjeinek azonositdsa

A B-galaktozidaz enzim mennyiségi meghatarozasat eleinte specifikus ellenanyaggal
végezték. A kromogén szubsztatok alkalmazasa megkonnyitette a genetikai analizist.
B-galaktozidaz aktivitast nem mutato, illetve az enzimet tultermel6 baktériumtoérzsek
kénnyen azonosithatok voltak a szinreakciokkal. I1zoldltak olyan mutansokat, melyek
indukalt allapotban is fehér telepeket képeztek (nem indukalhaté mutansok, Lac
fenotipus). A mutaciokat két komplementaciés csoportba tudtak besorolni. A mutaciok
altal izolalt két gént (melyek neve lacZ és lacY) térképezték, és megallapitottak, hogy
ezek egymashoz igen kozel helyezkednek el a kromoszéman. Funkcidjukat tekintve
megallapithato, hogy mivel ezen gének elrontisa megakadalyozza a laktézbont6 en-
zimaktivitas megjelenését, a gének termékei nélkiilozhetetlenek az aktivitashoz (bele-
értve az enzimet kodolé gént is).

Szabdlyozdsban hibdas mutansok

Az alapvetd gének (lacZY) megismerése, térképezése utan lehetdség nyilt kiilonleges
fenotipusu mutaciok felismerésére, izoldlasara is. Néhany mutacié konstitutiv (folya-
matos) expressziot eredményezett, azaz a mutans baktériumokban a (-galaktozidaz
allanddan termel6dott. Ez a mutans tehat nem Lac, felismerni példaul ugy lehet, hogy
X-gal tartalmu taptalajon inducer hianyaban kék telepet ad. Azon gének, melyek elron-
tasa az enzim konstitutiv termelését eredményezi, ép allapotban gatoljak az enzim ter-
melését. Az Gj mutaciok a lacZY génekhez kozel térképezddtek, és a késdbbi kisérletek-
ben tovabbi két csoportra voltak bonthatok: lacO operatorgén (késébbi pontos elneve-
zése operator régio) mutaciok és lacl indukalhatésagot befolyasolé mutaciok. A két ka-
tegdria kozott komplementacios kisérletekkel lehetett kiillonbséget tenni.

A lacl volt az els6 gén, melyrdl feltételezhet6 volt, hogy nem enzimet kddol, hanem
valamilyen regulator funkciét télt be. A vad (lacl*) baktériumokban (-galaktozidaz tel-
jes termel6dés csak inducer jelenlétében torténik. A lacl - mutansokban a [3-
galaktozidaz szint az indukalt allapotra jellemz6 az inducer hidnyaban is. Tehat a lacl
mutacidja megakadalyozza a gatlast, azaz a Lacl represszor fehérje, mely gatolja a lacZY
gének miikodését.

A szabdlyozas elemeinek felderitését és a miikodés megértését tovabb segitette egy
technikai el6relépés: 1étre tudtak hozni a lac operonra nézve részlegesen diploid (un.
parcialis diploid) torzseket. Ehhez els6ként olyan plazmid szarmazékokat izolaltak,
melyek tartalmaztak a baktériumkromoszéma bizonyos részeit (az alap plazmid az E.
coli természetesen el6fordulé F plazmidja, melynek F’ jel6lt szarmazékait rekombina-
val, hordozd F' plazmidokat kiilonféle lac genotipussal rendelkez6 sejtekbe juttatak be.
A parcidlis diploid allapotok l1étrehozasa megteremtette a lehetdséget az allélek domi-
nanciaviszonyainak megallapitdsara, valamint tovabbi fontos részlet tisztazasara (9.2.
tablazat).
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9.2. tdbldzat: A lac operon miikodésének genetikai analizise I.

B-galaktozidaz B-galaktozidaz
Genotipus enzimaktivitas enzimaktivitas Fenotipus, kovetkeztetés
indukalas nélkiil indukalassal

I*Z+ (vad) - + ha I, indukalhat6

I'Z+ + + ha I, konstitutiv

IZ- - - ha Z-, nem indukalhato

indukalhato,

I'Z- /| F I'Z* - + I* domindns [I-felett,

I* transz modon hat

A tablazatban foglalt eredmények alapjan, a lacl* (az indukalhat6sag megléte) do-
minans a null mutaciét (indukalhat6sag hianya, konstitutiv expresszi6) okozé lacl- al-
1élok felett, fiiggetlentil attdl, hogy az allél a tobbi génhez képest cisz (ugyanazon a DNS-
molekulan) vagy transz (masik DNS-molekulan - a kromoszoma, illetve F’ jelenti a két
DNS-molekulat) helyzetben van-e. A lacl gén terméke ezért egy diffazibilis represszor
fehérije.

Hogyan miikddik a represszor? Komplexet kell alkotnia egy DNS-szakasszal, amely
a szabalyozott gének el6tt helyezkedik el. Ez a kitiintetett hely az operator nevet kapta.
Ha ez létezik, kell talalni olyan mutaciot, amely aktiv represszor jelenlétében is (cisz)
dominansan megengedi az expressziot (a termék nem diffuzibilis). Sikertilt ilyen mu-
taciot izolalni, s ezt Oc (operator konstitutiv) mutaciénak nevezték el. A mutacié az I és
Z gének kozé térképezddott, és csak azon gének megnyilvanuldsara volt hatasa, ame-
lyek vele fizikai kapcsolatban (tehat ugyanazon a DNS-molekulan, cisz helyzetben) vol-
tak (9.3. tablazat).

9.3. tdbldzat: A lac operon miikédésének genetikai analizise I1.

B-galaktozidaz B-galaktozidaz
Genotipus enzimaktivitas enzimaktivitas Fenotipus, kovetkeztetés
indukalas nélkiil indukalassal
0+Z+ (vad) - + ha 0%, indukalhato
0<Z+ + + ha 0¢, konstitutiv

0¢Z- és 0+Z- - - ha Z-, nem indukalhat6

konstitutiv,
0+Z- | F OZ+ + + 0¢ cisz dominans médon

hat

Az 0* (az indukalhatésag megléte) és az Oc (indukalhat6sag hianya, konstitutiv
expresszio) alléleknek csak a veliik cisz helyzetben 1év gének expresszidjara van hatasa.
A feltételezett lacO gén terméke tehat nem diffuizibilis (nem transz mdédon hat6), hanem
egy cisz szabalyoz6 elem, azaz egy DNS-szakasz, mai nevén az operator régio.

Igy llt 6ssze a kép: a szabalyozas elemei a regulator gén, az operator régié és a
strukturgének, amelyek az operator utan rendezddve egy szabalyozhat6 egységként
alkotjak az operont.

(Megjegyzeés: a modell kidolgozasanak 1épéseit nem teljes korlien mutattuk be.)
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9.5.4. A lac operonon szerzett tudas hasznositasa napjainkban. A
lacZ mint riporter gén

A riporter gén, valamint terméke, a riporter fehérje konnyen detektalhaté médon
tudosit, kozol informaciot egy bioldgiai rendszer allapotardél, miikodésérdl. A lacZ volt
az elsdként alkalmazott, és maig igen népszert riporter gén. Az ismertetett kromogén
szubsztratoknak (X-gal, ONPG) készonhet6en a 3-galaktozidaz enzimaktivitas konnyen
nyomonkdvethetd nemcsak in vitro (sejtmentes rendszerben), hanem in situ (eredeti
kornyezetben) is. Modellszervezetek széles spektruman (baktérium, C. elegans, Droso-
phila, egér) alkalmazhaté. Az egyik legelterjedtebb alkalmazasa az alapkutatasban a
génexpresszios vizsgalatokban van. A géntechnika eszkoztaranak segitségével a lacZ
kodold szekvenciajat beépitik az adott modellszervezet valamelyik sajat, vizsgalandé
promdtere mogé. Ezt a konstrukciot a kérdéses modellszervezetben miikodtetik, és kii-
16nb6z6 kortilmények, eltéré fejlédési allapotok, kiillonb6zo szovetek stb. esetén mérik
a B-galaktozidaz enzimativitast, mely az 6t iranyité6 promdter mindenkori allapotardl
nyujt informaciot.

Magat a szabalyozhat6 (ki-be kapcsolhatd) lac promoétert (és szarmazékait) is el-
terjedten alkalmazzak a biotechnolégidban. Heterolog fehérjék (idegen fehérjék E. coli-
ban torténd) termeltetésére alkalmazott rendszerekben az egyik leggyakrabban hasz-
nalt promoéter. Segitségével az irdnyitasa alatt all6 idegen fehérjét kodold génrél csakis
indukcio esetén (altalaban IPTG-vel) torténik atiras és fehérjetermelés. Ez azért fontos,
mert ezaltal kivitelezhetd, hogy a ,terméket gyart6” sejtpopulaciot a legmegfelel6bb
allapotaban késztessiik termelésre.

A lac rendszer a génkldnozas eszkoztaranak is alapeleme évtizedek 6ta. A kék-fe-
hér tesztet mas kurzusok keretein beliil (Mikrobidlis genetika, Molekularis bioldgiai
technikak) részletesen targyaljuk, ahogyan a fenti pontban érint6legesen bemutatott
alkalmazasokat is.

9.6. Az ara operon szabalyozasa

Az operon az arabindz cukor lebontasahoz sziikséges enzimek génjeit és szabalyozo
elemeiket tartalmazza. Struktirgénjei: araB, araA, araD, melyekrél policisztronos RNS
keletkezik. A strukturgéneket iranyit6é promoétert pBAD-nak nevezik (p - promoter, va-
lamint a gének nevei sorrendben). Az operonon kettds pozitiv és negativ szabalyozas
érvényesil. A szabalyozé fehérje az AraC, mely - a Lacl-hez hasonléan - konstitutiv
modon termelddik. Az AraC a promoéter kornyezetében lévé két DNS-régiohoz (I és O)
egyszerre kotddve a DNS hurokképzddése altal gatolja az RNS-polimeraz miikodését,
tehat represszorként miikodik, és felelds a negativ szabalyozasért. Az indukalészer itt
is a szubsztrat, az arabino6z. Az arabin6z-AraC komplex azonban nem valik le mindkét
kotohelyrdl: az O régidt kotésben tartja, és aktivatorként mikodik. Ez az egyik pozitiv
szabalyozas. A masik pozitiv szabalyozas a lac operonnal mar megismert cAMP-CRP
altal valosul meg itt is.

Az arabinézzal indukalhaté pBAD promoter-t szintén elészeretettel alkalmazzak
heterolog fehérjetermeltetéskor. A lac promoterhez képest gyengébb promoterrdl
van sz0, ami mérsékeltebb termelésre ad lehetéséget. Sok esetben a lassabb termelés
elonyos.
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9.7. A trp operon szabalyozasa

Az E. coli triptofan (trp) operonjanak géntermeékei, a sejt sziikségleteinek megfelelGen,
triptofan aminosavat 4llitanak elS. Erdekes médon az operonban a gének sorrendje
megegyezik a géntermékek reakcidutban elfoglalt sorrendjével is (9.9. abra).

A triptofan operonon negativ szabdalyozas érvényesiil: alapallapotban a miik6dé
operont a végtermék magas szintje kikapcsolja, azaz ha a sejtben megné a szabad
triptofan szintje, akkor az transzkripcids szinten negativan visszahat a triptofan szin-
tézisét végzb enzimek expresszidjara. A negativ szabalyozas ugy valdsul meg, hogy a
triptofan az operon represszor fehérjéjéhez kapcsolédik mint korepresszor, elGse-
gitve ezaltal annak operator régiéhoz kotédését, igy gatolva az RNS-polimeraz miiko-
dését (9.9. abra).

Az RNS polimeriz

trp operon
DNS. Py [ wmm we | w0 | we | we | wa

—— ()
Triptofin jelenlétében a represszor fehérje az operator

T - i zor Tégiohoz kapcsolédik, ezaltal az RNS polimeraz
Inaty represszor Shbopems

triptofin kotédése gatolt, a struktirgének nem irédnak at.

Az RNS polimeraz

Az RNS polimeriz a

. prométerhez kitédik Atirja a struktirgéneket
o — — >
N .
l leader 1 =
operitor szekvencia
s 3 5
)
apRmRNS | akams | | | | | |
53 A Phosphoribosyl- Tryptop Tryptop
Inaktiv represszor [ :;',:'t'."::":m phosphoribosyl 2 / h
peptid ] =
Indole 3-glycerol
o ” or v e h: hat
Triptofian hianyaban a represszor fehérje nem :,::,':...e

kapcsolodik az operator régiohoz, a represszio nem
miikodik, az RNS polimeraz atirja a struktirgéneket.

9.9. dbra: A trp operon negativ szabdlyozdsa a represszor fehérje és a triptofdn mint
korepresszor dltal

Az operon genetikai analizise soran felfigyeltek arra, hogy a represszor mutansok
tovabbra is képesek szabalyozni az enzimek képzddését a triptofan szint fliggvényé-
ben. Ez a felismerés egy masodik, az el6z6t kiegészit negativ finomszabalyozas felde-
ritéséhez vezetett, melyet attenuacionak (csillapitas) neveztek el. Ez a finomszabalyo-
zas a represszor génen kiviil térképezddd delécidés mutacié altal szilint meg. A deletalt
(kiesett) szakasz a policisztronos mRNS elejét meghatarozé génrégiot érintette. Az al-

tala meghatarozott mRNS-részt leader (vezetd) szakasznak nevezték el. A leader
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mRNS-szakasz szekvenciaja specialis, kulcsfontossagu a finomszabalyozas mechaniz-
musaban. A leader mRNS-résznek négy Kkitlintetett szakasza van (1, 2, 3, 4, lasd 9.10.
abra), melyek altal a molekularész kétféle masodlagos szerkezetet vehet fel:

e az 1+2 és a 3+4 szakaszok kapcsolédnak komplementer bazisok altal

e a 2+3 szakaszok kapcsolédnak komplementer bazisok altal.

A leader szakaszrol egy rovid, 14 aminosavbdl all6 peptid képzddik. A peptid szin-
tézisének végeit kijel6l6 START és a STOP kodon ko6zé esik a leader mRNS 1-es szaka-
sza. Ez az 1-es szakasz két egymast kovetd triptofan kodont tartalmaz. Emlékezziink
arra, hogy prokaridta szervezetrdl 1évén sz, a transzkripcié és a transzlaci6 szorosan
kapcsolt: az RNS-polimeraz altal hatrahagyott mRNS elejéhez azonnal riboszéma kap-
csolodik, és az RNS-polimerazt kovetve elkezdi a még szintetizalodd6 mRNS-rél a
transzlaciot. Amikor a riboszéma az 1-es szakaszhoz ér, felbomlanak az mRNS 1-es és
2-es szakaszai kozotti masodlagos kotések. A transzlacié sebességét az 1-es szakaszon
1év6 két trp kodonnadl a triptofant szallité trp-tRNS (mely ardnyos a sejtben 1évé
triptofan szinttel) hozzaférhetdsége befolyasolja. Az 1-es szakasz tertiletén a ribo-
széma gyorsan athalad, vagy stagnal az aldbbiaknak megfelel6en:

e Ha sok a triptofan (van elég trp-tRNS), a riboszéma fennakadas nélkil beépiti

a két egymast kovetd triptofant a leader peptidbe, tehat gyorsan végighalad az
mRNS 1-es szakaszan, és eléri a 2-es szakaszt. Emiatt a szintetizaland6 mRNS 2-
es szakasza fizikailag nem képes a 3-as szakasszal komplementer parosodast
kialakitani. A 3-as szakasz igy a legutébb képz6d6 4-es szakasszal alakit ki ba-
zisparosodassal egy hurok (hajt(i, hairpin) szerkezetet, amelyet U-fiizér kovet.
Ezzel kialakul egy transzkripcié terminacids szignal (p-fiiggetlen terminacid).
Ennek hatasara az RNS-polimeraz levalik, nem viszi végbe a mRNS tovabbi szin-
tézisét, tehat az enzimek k6dol6 szakaszait mar nem {rja at. Leall a triptofan bio-
szintézis enzimeinek termelése.

e Hakevés a triptofan (nincs elég trp-tRNS), a riboszéma a mRNS 1-es szakasza-
ndl stagndl, var az érkezd trp-tRNS-re. Ekkor a 2-es és 3-as szakaszok parosod-
nak, és nem alakul ki a 3+4-es szakaszok altali transzkripcié terminacios jel. Az
RNS-polimeraz tovabb halad, atirja a strukturgéneket egy policisztronos mRNS-
be, melyrol a triptofan bioszintézis enzimei képzodnek.

Az attenudcié tehat egy transzkripcié terminaci6 altali szabalyozasi forma. A

triptofan operonon kiviil tobb mas, aminosavszintézisben részt vevd operonon is érveé-
nyesil hasonl6 regulaciés mechanizmus.
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a) mRNS leader szakasza
4 S
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y reglo .TegIo reg sreg
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két trp kodon (UGG) Stop kodon (UGA)
J L™ 7,
leader peptid Transzkripcio terminator
kodolo szakasz
l két triptofan
Leader &0 000000054000
peptid
] ¢) Kevés tr 23
b) Sok trp 12 P A
— transzkripcio terminacié 2 — transzkripcio  v7a
ATA C=G100
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u - G }P :AA
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9.10. dbra: A trp operon szabdlyozdsa attenudciéval

a) a leader mRNS szerkezete

b) és c) a leader mRNS szekvencidja és a transzkripcié termindcids
szabdlyozds szemléltetése
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10. A génkifejezodés szabalyozasa
eukariotakban

1996-ban az els6 kldnozott emlds, Dolly birka hire végigfutott a vilagon. Dollyt szoma-
tikus sejt (eml8szovet sejt) magjanak enuklealt (magjatol megfosztott) petesejtbe iilte-
tésével hoztak létre. A korai stddiumu embriot dlvemhes (hormonalisan felkészitett)
ndstény uterusaba ultették. Azota hallhattunk hasonlé technikaval klénozott szarvas-
marharol, galambrol, egérrdl és mas allatokrél. A tudomanyos tarsadalom is nagy meg-
dobbenéssel fogadta Dolly hirét, hiszen a tudomany akkori allaspontja szerint nehezen
volt elképzelhetd, hogy differencialt szomatikus sejt diploid magja alkalmas lehet egy
Uj egyed kialakitdsdhoz sziikséges genetikai informacié biztositasara. Dolly klbnozasa-
nak sikeressége arra mutatott ra, hogy a tobbsejtii szervezetek differencialt sejtjeinek
genetikai anyaga nem szenved olyan irreverzibilis valtozast, mely megakadalyozna egy
Uj egyed fejlédésére vonatkozo program végbemenetelét. Néhany kivételtdl eltekintve,
altalanosnak mondhatd, hogy egy tobbsejtli él61ény sejtjei ugyanazt a genomot hordoz-
zak, azaz jellemz6 rajuk a genomi ekvivalencia (genomi megegyezdség), mégis kiillon-
b06z6 fehérjéket tartalmaznak, ebbdl fakaddan eltéro a felépitésiik és a miikodéstik. Az
egyedfejlédés és a sejtek, szovetek differencialt allapotanak fenntartasa a genom gén-
jeinek differencialis expresszidjan (eltéro kifejez6désén) alapul.

10.1. dbra: Dolly, az elsé klénozott emlds az ,egyik anyjdval”

Egy taxondmiai csoport komplexitasanak mértékét a szervezet sejtféleségeinek
szama sokkal inkabb kifejezi, mint pusztan az é161ény 6sszes génjeinek szama. Az iga-
zan izgalmas kérdés az, hogyan képes egy él61ény a genomjat ,hasznalni”, milyen sza-
balyozasi mechanizmusokkal valdsitja meg egyes sejttipusainak génkifejez6dési min-
tazatat, ezaltal egyediségét.
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10.2. dbra: Az eukaridta gének transzkripciondlis szabdlyozdsa az egyszertibb
mechanizmusoktdl a komplex szabdlyozdsi rendszerekig valésulhat meg
a) Egy eukaridta sejt egyszerii transzkripciondlis génszabdlyozdsi rendszere
b) Egy tébbsejtii eukaridta szervezet génszabdlyozdsi elemei
(részletek késébb a szovegben)

A fehérjekddolo gének szerepe hosszu évtizedekig kiemelt figyelmet élvezett a tu-
domanyban. Ez érthetd, hiszen fehérjék hatarozzak meg a biolégiai tulajdonsagokat
(szerkezet, enzimaktivitasok stb.). A genomika agazat, valamint a molekularis geneti-
kai kisérletes eszkoztar fejlédése gyokeresen valtoztatta és valtoztatja meg a genomok
miikodésével kapcsolatos elképzeléseinket. A human genom koériilbeliil 98%-a nem ko-
dol fehérjét. Mi tehat a funkci6ja? Valoszinitlen, hogy ,hulladékként” maradt volna
fenn, és értelmetleniil adédna at a sejtosztodasok soran. A gének kifejez6désének sza-
balyozasaval kapcsolatos mechanizmusok egyre jobb megértése kdzelebb visz minket
a fenti kérdés megvalaszolasahoz.

A bioinformatikai eszk6zok fejl6dése, a rendszerbiolégiai szemlélet tovabbi érde-
kességekre vilagit ra. Példaul a sejtekben fellépd fehérje interakciok szama, mindsége
(az an. interaktdm) alapvetden meghatarozza a sejtek miikodését. Az interaktém halo-
zatok feltérképezése napjaink egyik nagy kutatasi kihivasa.

10.1. A génkifejezodés szabalyozasanak szintjei

Eukaridta sejtekben a gének kifejez6désének szabalyozasa tobb szinten valdsulhat meg.

A génkifejez6dés szabalyozhat6 a DNS - mRNS - fehérje itvonal barmely lépésénél:

e Transzkripciondlis szabdlyozds: milyen gének, mikor és hol ir6djanak at RNS-sé.

e Szelektiv RNS-érés és alternativ splicing: mely els6dleges transzkriptumok valnak
mRNS-¢, valamint milyen mRNS-ek alakulnak ki az els6dleges transzkriptumbdl.

e RNS-transzport szabdlyozds: mely érett mRNS-ek jutnak ki a sejtmagbdl a cito-
plazmaba.
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e Transzldciés szabdlyozds: mely mRNS-ek forditédnak le a citoplazmaban fehér-
jévé.

e mRNS degraddciods szabdlyozds: bizonyos mRNS-molekuladk szelektiv médon le-
bontasra keriilhetnek.

o Fehérjeaktivitas szabalyozasa: fehérjemolekulak poszttranszlacios szabalyozasa
(aktivacio, inaktivacio, kompartmentalizacid, degradacid).

10.2. Transzkripcionalis szabalyozas

Az eukaridta génszabalyozas sokban hasonlit a bakterialis mechanizmusokhoz. Mind-
két sejtféleségben kiemelt fontossagu a transzkripciondlis szabalyozas, melynek alapja,
hogy a DNS-molekula specifikus szekvencidihoz regulator fehérjék kotédnek. A szaba-
lyozé elemeket szokas az alabbiak szerint felosztani:

e cisz modon hat6 szabalyozé elemek: ide tartoznak a szabalyozasban részt vevd
DNS-szakaszok, melyek csak a velliik megegyez6 DNS-molekula génjeit képesek sza-
balyozni

e transz moédon haté szabalyozé elemek: ide soroljuk a transzkripciot szabalyozé fe-
hérjéket, melyek diffuzibilis molekulak, minden jelen 1évé DNS-molekulan képesek
hatni.

Az eukaridta sejtekben sokkal nagyobb a gének szama, mint a prokariétakban (né-
hany ezer helyett akar néhanyszor tizezer), raadasul az eukari6tak génjei nagyobbak
és bonyolultabbak. Bizonyos szabalyozd szekvenciak a transzkripci6 starthelyétdl akar
tobb tizezer bazisparnyira is lehetnek, és regulalé faktorok egész sorara lehet sziikség
a gének megfelel$ szabalyozasahoz.

Eukariétdkban a gének kifejez6désének transzkripciondlis szabalyozasa két té-
nyez06 6sszjatékaval valdsul meg:

e strukturdlis sajatsagok: a DNS ,csomagoltsaganak” mértéke

e transzkripcionalis faktorok (transzkripciot szabalyozo fehérjék) hatasa

Foglaljuk 6ssze Ujra az eukaridta transzkripcio jellemzdit:

e atranszkripcio és a transzlacio kiilon térben, egymastol jol elvalasztva zajlik

e haromféle RNS-polimeraz: pol-I, pol-II, pol-III van jelen

e a transzkripcié szabdlyozasa jelent6s részben aktivald jellegli: a promoter és az
RNS-polimeraz 6nmagaban nem elég a transzkripcié elinditasdhoz

e akromatinszerkezet gatolja a transzkripciot

e transzkripcios egységenként egy fehérjekodolo szakasz jellemzd (monocisztronos
mRNS), az operonok igen ritkak

e az mRNS érési folyamatokon megy keresztiil, miel6tt kijutna a sejtmagbdl

10.2.1. Cisz regulator elemek: a promoter

Az eukaridta gének promoterei dsszetettek, tobb konzervalt DNS-szekvenciat tartal-
maznak. A core (alap, minimal, mag) promoéterrdl és az alap transzkripcids faktorok-
rél a transzkripci6é témakornél mar esett sz6. Kiemeljiik tjra, hogy az RNS-polimeraz
o6nmagaban nem tud kotddni a DNS-hez. Az iniciacié szamos fehérje-fehérje kolcson-
hatas altal val6sul meg.

A magpromoéter tobb konszenzus szekvenciat tartalmaz. A TATA-bokszon kiviil jel-
lemzd a transzkripcids starthely (+1 hely) koriili un InR (iniciator régid), valamint a
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strathelyt6l 20-30 nukleotiddal 3’ iranyban elhelyezked6 DPE (downstream pro-
moter elem) konzervalt régiok is. Az InR minden prométernél jelen van, a masik két
elem (TATA-boksz, illetve DPE) koziil elegendd csak az egyik jelenléte egy alap pro-
moter miikddéshez.

A minimal eukariéta promoéter 6nmagaban nagyon gyenge. Tovabbi cisz aktivator
elemek (DNS-szekvencidk) sziikségesek a jobb miikodéshez, melyeket szokas szaba-
lyoz6 promoternek vagy aktivator szekvenciaknak vagy promoter proximalis ele-
meknek is nevezni. Ezek a konzervalt szakaszok kiilonb6zd aktivator fehérjék kotodé-
sét segitik eld. Az aktivator szekvencidk a magpromoétertdl upstream (5’ iranyban) ko-
riilbeliil 500 bp-on beliil taldlhaték. A CAAT-boksz az elsé megismert aktivator szek-
vencia, mely a promdter hatasfokat noveli. A masik gyakori elem a GC-boksz (GGGCGG
szekvencia, sokszor tobb kopidban). Tovabbi szabalyozé prométer elemek is ismertek.
A kiilonb6z6 gének szabalyozé promoéterei e konzervalt szekvenciak egyedi kombina-

cioit tartalmazzak.
Prométer proximalis elemek Magprométer
" Poliadenilicios
Transzkripeids starthely ’
/\ :rans; ripcids starthely RNS Ini.'l}
GC-box CAAT-box TATA-box InR  Exon 1 Exon 2 Exon 3 |
DNS — e A | _
|7 GGGCGG  GCCCAATCT TATAAA 1 [0 intron T W intron I | Al
=100 -80 -25 +1
5’UTR 3'UTR

10.3. dbra: Egy eukaridta gén szerkezete a magpromdterrel és promdter proximdlis
elemekkel

10.2.2. Tavolbol hato cisz regulator elemek: enhancerek, silencerek

Az enhancerek olyan DNS-szakaszok (tipikusan néhany szaz bp hosszusaguak), me-
lyek tavolrol képesek a transzkripcié mértékét fokozni, s a gén maximalis aktivitasahoz
jarulnak hozza. A tavoli hatas akar tobb kilobazispart is jelenthet, példaul a T-sejt re-
ceptor alfa alegységét kodold gén enhancere 9 kbp tavolsagra helyezkedik el a
promotertdl. A legelfogadottabb modell szerint az enhancer hatasa ugy valosul meg,
hogy a hozza kot6do6 aktivator fehérjék a DNS kihurkolddasa révén kertilnek kapcso-
latba az alap transzkripcids apparatussal, vagy a szabalyz6 promoterhez kot6do fehér-
jékkel. Az enhancerhez kot6d6 aktivator fehérjék magukhoz vonzhatnak kromatin
szerkezetet befolyasolé (atépit6, fellazit6) koaktivator fehérjéket is (10.4. abra). Elesz-
tében az enhancer sajatsagu szekvenciakat UAS (upstream activator sequences) ele-
meknek nevezik, melyek a promoétertdl csak 5’ iranyban elhelyezkedve miikodnek.
Magasabbrendi eukariétakban az enhancer elemek valtozatos poziciokat foglalhatnak
el: a géntdl (promdtertdl) 5’ iranyban, a génen beliil, vagy akar a gén utan 3’ iranyban.
Tovabbi jellegzetesség, hogy bar az enhancerek meghatarozott szekvenciaju szaka-
szok, hatasuk orientaciotol fiiggetlen. Egy gén transzkripcidjat tobb enhancer is szaba-
lyozhatja. Az enhancerek a kdrnyezetiik minden promaéterére képesek hatni, hatasukat
azonban inzulator szakaszok (hatarolé DNS-elemek) korlatozzak. Az enhancer és a
promoter kozé helyezett inzulator megakadalyozza, hogy az enhancer hasson a
promdterre. Bizonyos inzulatorok a kromatin konformaci6 valtozas tovabbterjedését
akadalyozzak meg. Ismeriink transzkripciot gatlé tavoli cisz elemeket is, ezeket
silencereknek nevezziik. A silenceren keresztiil hat6 szabalyozé fehérjék gatoljak a
transzkripciét.
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10.4. abra: Az enhancerhez kétédé aktivdtor fehérjék tdvolba hatdsa a DNS meghajldsa
révén valdésul meg

Egy stimulus egyszerre tobb gén miikodését is képes szabalyozni, példaul
héstressz, nehézfémstressz, hormonhatas kovetkeztében dsszehangolt génexpresszio
valtozas tapasztalhato. A kozosen szabalyozott gének kdzos cisz szabalyozo elemekkel
rendelkeznek. Ezeket a j6l definialt cisz szabalyoz6 szekvenciakat valasz elemeknek
(response elements, RE) nevezik, és a szabalyozé promaéter vagy az enhancer régiok-
ban helyezkednek el. Néhany példa: hésokk valasz elem - HRE, 6sztrogén valasz elem
- ERE, gliikokortikoid valasz elem - GRE, fém valasz elem - MRE. A konzervalt kot6he-
lyek ismerete és a bioinformatikai eszkozok alkalmazasa kelld alapot szolgaltathat 4j
szabalyozasi utak felderitéséhez.

10.2.3. Transz regulator elemek: a transzkripcios faktorok

Eukariétakban transzkripcios faktoroknak (TF) nevezziik azokat a transzkripciéban
részt vevo szabalyozo fehérjéket, melyek a bemutatott cisz szabalyozo6 elemekhez kap-
csolddva befolyasoljak a génatirast. A TF-ek a transzkripciot pozitivan vagy negativan
befolyasolhatjak. A TF-ek szama élesztében koriilbeliil 300, emberben koriilbeliil 1800.
Ez azt jelenti, hogy éleszt6ben kb. 20, emberben kb. 10 génre jut egy TF. Egy gén sza-
balyozasaban a TF-ek kiilonféle kombinaciodi vesznek részt, ami a genetikai valaszreak-
ciok szamat oriasira néveli mar a transzkripcionalis szabalyozas szintjén. A transzkrip-
ci6 hatasfokat a génen hato 6sszes TF egylittes hatasa szabja meg.
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Mivel a TF-ek kulcsfontossaguak egy szervezet fejlddése soran, egy TF-gén
delécidja gyakran sulyos fejlédési rendellenességekhez vezet. Példaul a Drosophila
egyik mutansanal (4n. Antennapedia) egy transzkripcios faktor hibaja folytan az an-
tenna imaginalis korongbol lab fejlédik csap helyett (10.5. abra).

10.5. dbra: A Drosophila Antennapedia mutdnsa

A TF-ek altal felismert DNS-szekvencia motivumok révid, 6-10 bp hosszusagu sza-
kaszok. A DNS egy szakaszanak 3D szerkezete a TF-ek szamara hasznosithat6 informa-
ciot rejt: a bazisok szélei a DNS nagy arkaban felismerhet6k. A TF-ek kapcsolatba 1ép-
nek egymassal és az RNS-polimerazzal. Gyakoriak a homo- vagy heterodimerként funk-
cional6 TF-ek.

A TF-ek modularis szerkezetli fehérjék, s az alabbi domének kombinacioit
hordozhatjak:

e DNS-kot6 domén, mely altal a DNS specifikus szakaszaihoz kot6dnek

o fehérjekoté domén, mely altal kapcsolatot teremtenek mas TF-ekkel, vagy az RNS-
polimerazzal

e akromatinszerkezetet befolydsol6 domén

e a kiilonféle fiziologiai hatasokat érzékel6 domén (példaul hormonkété domén a
nuklearis hormonreceptoroknal, melyek valamely hormon kotésével aktiv transz-
kripcids faktorként miikodnek)

A transzkripcids faktorokat a DNS-kot6 domén szerkezete alapjan négy {6 cso-
portba, funkcionalis szempontok szerint pedig szamos csaladba soroljak.
A DNS-hez k6t6d6 motivumok szerkezetileg az alabbiak lehetnek (10.6. abra):
hélix-fordulat-hélix (helix-turn-helix)
cink-ujj (zink-finger)
leucin cipzar (leucine zipper)
hélix-hurok-hélix (helix-loop-helix)
Ez a sajatsag teremti meg az alapjat a TF-ek egyféle csoportositasanak. Csoporton

e

aminosavsorrendje kozotti kisebb-nagyobb kiilonbségek miatt, illetve mas faktorokkal
vald kélcsonhatasuk eredményeképpen mas-mas DNS-szekvenciakhoz k6tddnek. Meg-
jegyezziik, hogy a fenti négy csoportba nem sorolhat6 be minden TF, a finomabb cso-
portositas érdekében tovabbi tipusokkal is taldlkozhatunk a szakirodalomban.

Nem minden TF rendelkezik DNS-k6t6 doménnel, példaul a koaktivatorok fehérje-
fehérje kolcsonhatassal kapcsolédnak a transzkripciét szabalyoz6 komplexhez.

www.interkonyv.hu © Deék Veronika, BME

www.interkonyv.hu © Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

10. A génkifejez6dés szabdlyozdsa eukariotakban 191
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10.6. abra: Transzkripcios faktorok DNS-koté doménjeinek szerkezete

Funkcionalis szempontok, doménszerkezet, szekvencia hasonl6sag alapjan a TF-
eket szamos csaladba soroljak. Internetes adatbazisok is rendelkezésre allnak, melyek-
ben 6sszegyljtik az ismert, illetve a genomszekvenalasok adataibol feltételezhetd TF-
ek adatait. Az adatbazisokban kiilonféle szempontok szerint (példaul faj, TF-csalad) le-
het keresni. Ezen adatbazisok el6nye, hogy hivatkozasokat tartalmaznak szamos mas
adatbazishoz, igy némi keresgélés soran rengeteg informacidhoz juthatunk. A jegyzet
irasakor elérhetd két legnagyobb TF-adatbazis: (Ezeken kiviil egy-egy modellszerve-
zetre specifikus TF-adatbazisok is 1éteznek.)

e AnimalTFDB, Animal Transcription Factor Database - allati szervezetek TF-

adatbazisa
http://www.bioguo.org/AnimalTFDB
Az adatbazis jelenlegi tartalma: 72 csalad, koriilbeliil 66000 tag (10.7. dbra)
e PInTFDB, Plant Transcription Factor Database - n6vényi szervezetek TF-adat-
bazisa
http://plntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/
Az adatbazis jelenlegi tartalma: 84 csalad, koriilbeliil 26000 tag (10.8. dbra)
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AnimalTFDB: a comprehensive animal transcription factor database =
Table 1.
Numbers of TFs, transcription cofactors and chromatin remodeling factors of S0 species in current
AnimalTFDB
Group names Species Common names TFs CoFs CRFs Total
Primates Homo sapiens Human 1544 302 150 1996
Macaca mulatta Macaque 1440 266 119 1825
Pan troglodytes Chimpanzee 1429 272 135 1836
Gorilta gorilla Gorilla 1429 264 130 1823
Callithrix jacchus Marmoset 1397 277 132 1806
Pongo pygmaeus Orangutan 1331 263 118 1712
Microcebus murinus Mouse Lermur 1037 180 77 1294
Otolermur garnettii Bushbaby 894 129 72 1095
Tarsius syrichta Tarsier 842 151 64 1057
Rodents Mus musculus Mouse 1457 279 130 1866
Rattus norvegicus Rat 1371 257 119 1747
Cavia porcelius Guinea Pig 1054 253 117 1424
Oryctolagus cuniculus Rabbit 1047 252 117 1416
Ochotona princeps Pika 903 173 75 1151
Dipodomys ordii Kangaroo rat 862 170 78 1110
Tupaia belangeri Tree Shrew 815 138 64 1017
Spermophilus tridecemiineatus Squirrel 810 128 S2 990
Laurasiatheria Bos taurus Cow 1313 257 123 1693
Equus caballus Horse 1240 258 123 1621
Aituropoda melanoleuca Giant Panda 1199 258 127 1584
Tursiops truncatus Dolphin 1167 234 110 1511
Pleropus vampyrus Megabat 1119 236 111 1466
Canis familiaris Dog 1062 257 129 1448
Sus scrofa Pig 1038 195 90 1323
Myotis lucifugus Microbat 970 156 69 1195
Felis catus Cat 887 139 62 1088
Erinaceus europaeus Hedgehog 744 118 63 925
Sorex araneus Shrew 630 126 61 817
Vicugna pacos Alpaca 646 118 S8 8§22
Afrotheria Loxodonta africana Elephant 1096 261 119 1476
Procavia capensis Hyrax 983 177 74 1234
Echinops telfairi Lesser hedgehog tenrec 985S 155 59 1199
Xenarthra Dasypus novemcinctus Armadillo 868 132 61 1061
Choloepus hoffmanni Sloth 725 107 48 880
Other mammals  Monodelphis domestica Opossum 1454 241 97 1792
Macropus eugeni Wallaby 897 150 53 1100
Ornithorhynchus anatinus Platypus 814 149 60 1023
Birds and reptiles Taeniopygia guttata Zebra Finch 1185 181 82 1448
Gallus gallus Chicken 775 192 83 1050
Anolis carolinensis Lizard 1211 197 82 1490
amphibia Xenopus tropicalis Frog 1038 168 67 1273
Fishes Danio rerio Zebrafish 1916 160 77 2153
Takifugu rubripes Fugu 1274 162 73 1509
Tetraodon nigroviridis Tetraodon 1292 151 63 1506
Gasterosteus aculeatus Stickleback 1227 153 69 1449
Oryzias latipes Medaka 1187 138 63 1388
Other chordates  Ciona savignyi Sea squirt 409 32 19 460
Ciona intestinalis Sea squirt 428 40 16 434
Other Eukaryotes Orosophila melanogaster Fruitfly 627 38 20 685
Caenorhabditis elegans Worm 657 21 9 687
Total 52725 9111 4169 66005

CoFs, transcription cofactors; CRFs, chromatin remodeling factors.

10.7. dbra: Allati szervezetek transzkripcids faktor adatbdzisdban jelenleq fellelhetd
transzkripcids faktorok (TFs), kofaktorok (CoFs) és kromatin remodeling faktorok
(CRFs) szama taxondomiai egységenként

www.interkonyv.hu © Deédk Veronika, BME

www.interkonyv.hu © Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

www.interkonyv.hu

10. A génkifejez6dés szabalyozasa eukariotédkban

© Typotex Kiado

193

TRANSCRIPTION FACTOR FAMILIES

ABI3VP1 CAMTA LFY SBP
Alfin-like CCAAT LM Sigma70-like
AP2-EREBP cep LOB SRS
ARF CsD MADS TAZ
ARR-B DBP mTERF Tce
BBRBPC E2F-DP MYB Tify
BES1 EIL MYB-related TIG
bHLH FAR1 HAC Trihelix
BSD FHA NOZZLE TUB
bZIP G2-like OFP ULT
C2C2-CO-like GeBP Orphans VARL
C2C2-Dof GRAS PBF-2-like voz
C2C2-GATA GRF PLATZ WRKY
C2C2-YABBY HB RWP-RK zf-HD
C2H2 HRT S1Fa-like Zn-clus
C3H HSF SAP

OTHER TRANSCRIPTIONAL REGULATORS
ARID IWs1 PHD SOH1
AUXIAA Jumoniji Pseudo ARR-B SWI/'SHF-BAF60b
Coactivator p15 LUG RB SWI'SHF-SWI3
DDT MBF1 Rcd1-like TRAF
GNAT MED6 SET
HMG MED7 SHF2

10.8. dbra: N6vényi szervezetek transzkripcids faktor adatbdzisdban jelenleg fellelhetd
transzkripcios faktor és mds transzkripciondlis reguldtor (kofaktorok, kromatin
remodeling faktorok) csalddok

A TF-ek a transzkripciét pozitivan vagy negativan befolyasolhatjak. Az
enhancerekhez kot6dé aktivator hatasu transzkripciés faktorok koézvetleniil vagy
koaktivator, illetve mediator fehérjéken keresztiil kapcsolédnak az alap transzkrip-
cios komplexhez (10.4. abra). A kapcsolat eldsegiti a komplex Osszeszerel6dését,
és/vagy stabilizalja, aktivalja azt. A koaktivator fehérjék egy részének a
kormatinszerkezetet mdédosito aktivitdsa van (lasd kés6bb). Ezeket a TF-tipusokat a
csoportositas soran szokas elkiiloniteni, és kromatin modosito6 faktoroknak nevezni.
Eukariotakban - a prokariotaknal megismert tipusu - kifejezett represszorok nincse-
nek, ezért gyakran nem is represszoroknak, hanem silencer (csillapitd) fehérjéknek
nevezik 6ket. Ezek a fehérjék gatoljak az aktivator fehérjék hatasat, mikézben maguk
is specifikusan kétnek a DNS-hez, de sohasem az RNS-polimeraz miikodését akadalyoz-
zak kozvetlentl, mint prokariotakban. A silencer fehérjék hatasa megvaldsulhat ugy,
hogy versenyeznek az aktivator fehérjékkel a kotédésben, de maguk nem aktivalnak,
vagy ugy, hogy destabilizaljak az alap transzkripciés komplexet.
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A szabalyozé promoter elemekhez, valamint az enhancerekhez és silencerekhez ko-
t6dé transzkripcios faktorok sejten belili jelenléte meghatarozé a gének
transzkripcionalis szabalyozasaban. Egy gén a cisz szabalyozé szekvenciaival egyiitt
(tobbsejtii szervezetben) minden sejtféleségben jelen van, de a szabalyoz6 transz ele-
mek nélkiil a génrél nem torténik, vagy csak igen alacsony szintli (4n. bazalis) atiras
torténik. A génspecifikus transzkripciés faktorok tobb tiz- vagy szazszorosra fokozzak
a gén atirasanak mértékét.

Ahogy mar emlitettiik, vannak olyan gének, melyek termékére minden sejtféleség-
ben szilikség van, ezeket haztartasi (housekeeping) géneknek nevezziik. A haztartasi
gének azonos promoter proximadlis elemekkel rendelkeznek, amelyekre specifikus
aktivator fehérjék minden sejttipusban jelen vannak. Ez biztositja, hogy ezek a gének
minden sejtben folyamatosan atirédjanak.

Mas gének termékére viszont csak bizonyos sejtféleségekben, vagy a sejt életének
meghatarozott szakaszaban, vagy a sejtet érd kiilonféle hatasok esetében van sziikség.
Ez utdébbiak lehetnek a sejt szempontjabol kiilsg, illetve belsé fiziologids hatasok.
(Kiils6 hatasok példaul: sejtfelszini receptor feldl szignaltranszdukcios utvonal altal
kozvetitett hatas, stresszhatasok; belsé hatas példaul: hibak felhalmoz6dasa a DNS-
ben.) Ezek a nem allanddan expresszal6dé gének egyedi szabalyozo cisz elemekkel ren-
delkeznek. A specifikus szabalyozé transzkripcios faktorok egyedfejlédési szakasztdl,
sejttodl, szovettdl, id6t6l és mas tényezdktdl fliggd jelenléte, illetve aktivitasa teszi lehe-
tévé, hogy csak a meghatarozott helyen és id6ben ir6djon 4t magas szinten az adott
gén. A 10.9. abra a szérum albumin példajan szemlélteti a gén majszovet-specifikus
expresszidjanak szabalyozé transzkripcids faktoroktol valé fiiggését.

Szabalyozé

pmmotel}l\mel Magprométer
" Albumin g um

DNS
/ ‘ )
Mijsejt sejtmag Agysejt sejtmag

Szabalyozo
@0 m transzkripcios @ A @

faktorok

Altalinos O @
QQ @Q transzkripciés e Q O

faktorok

O RNS polimeriz O

7--»

Albumin gén magas
szintii atirasa

10.9. abra: Egy gén szc')'vetspecifikus transzkripciéja a szabcilyozé transzkripcids

/////
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Sok transzkripcios faktor kizardlag specifikus szovetekben képzddik. Transzkripcio-
nalis szabalyozasukért - ahogyan mas géneknél is - specifikus cisz regulator szekven-
ciak és az ezekhez kot6dd transzkripcios faktorok felel6sek. A transzkripcids faktorok
tehat nemcsak szabalyozzak mas gének kifejez6dését, hanem azok kifejez6dése is sza-
balyozdédik. Ennek megfelel6en génszabalyozasi hierarchiak alakulnak ki, amelyek-
nek csticsan a mestergén all. Ha a mestergén szabalyoz6 szakaszaban van olyan elem,
melyen keresztiil a sajat atirédasat serkenti, kialakulhat egy egyszerii sejtmemaoria me-
chanizmus. A sejtmemoria alapja mar az egyedfejlédés igen korai szakaszaban tetten
érhetd a zigotat 1étrehozé petesejt citoplazmajaban 1év6 un. morfogének (ezek ,a for-
mat kialakit6” molekulak, zomében transzkripcios faktorok vagy azok mRNS-ei) gradi-
ensszerl megoszlasa altal. A morfogének koncentraciéja mar a korai, néhany sejtes
embrionalis fejlédési szakaszban kiilonb6z6 lesz az egyes sejtekben (ennek oka az
eleve gradiensszer(i megoszlasuk a zigotaban), tehat a sejtek egyedi, egymastol eltérd
transzkripcids faktor populacioval fognak rendelkezni. Ezek a génszabalyozasi kaszkad
csucsan allo TF-ek megteremtik a differencial6das alapjat.

A transzkripcids faktorok kifejez6dése nemcsak transzkripcionalis szinten, hanem
az azt kovetd génexpresszios lépések valamelyike (lasd fent) altal is szabalyozhaté.
Gyakori a foszforilaci6-defoszforilacié altali poszttranszlacios aktivitas szabalyozas. A
tiol-diszulfid redox atalakulds szamos stresszvalaszban fontos transzkripciés faktor
aktivitasat befolyasolé poszttranszlaciés médositas. Az alternativ splicing is vezethet
aktiv vagy inaktiv TF formakhoz (lasd a Drosophila ivarmeghatarozasi rendszere). A
hormon-receptor komplex kialakuladsa egy tovabbi aktivalasi lehet6ség (példaul az
intracellularis szteroid receptoroknal).

10.3. Epigenetikai szabalyozas

Az epigenetika a genetika dinamikusan fejl6d6, napjainkban igen népszer( kutatasi
agazata. Az epigenetika targykorébe tartoznak azok a genomot érintd jelenségek, me-
lyek a DNS-szekvencia ,felett, kiviil” allnak. A genom olyan sajatsagai tartoznak ide,
melyek nem a DNS nukleotidsorrendjét érintik, de mitotikusan, vagy akar meiotiku-
san is atorokithetéek. Epigenetikai szabalyozason az epigenetikai tulajdonsagok meg-
valtozasaval jaré génexpresszids szabdalyozast értjik. A mai tuddsunk szerinti
epigenetikai jelenségek a kromatin szerkezetét meghatarozo hisztonmddosulasok és a
DNS-metilaciés mintazatok. Mindkét jelenség alapvet6en kihat a gének transzkripci-
onalis szintl kifejez6désére. Ma mar életiink szinte minden teriiletét dsszefliggésbe
hozzak - tobbé vagy kevésbé megalapozott moédon - epigenetikai jelenségekkel. Habar
mindent nem magyarazhatunk altala, tény, hogy a tertilet fejl6dése jelentésen hozzaja-
rul a genom miikodésének egyre jobb megértéséhez.

A genetika-epigenetika nevezéktan mintajara a ,genom - genetikai kod - genetikai
térkép” kifejezésekkel parhuzamosan hasznaljuk az ,epigenom - epigenetikai kdod -
epigenetikai térkép” kifejezéseket a teljes genomra vagy egy genomszakaszra jellemzd
hisztonmddosulasok és DNS-metilaciés mintazatok leirasara.

10.3.1. A dinamikus kromatin

Elevenitsiik fel a kromatin szerkezetére vonatkozo6 ismereteinket:
e a DNS bazikus oldallancokkal rendelkezd hiszton és nem-hiszton fehérjékkel sz-
szekapcsolodva tomortiil, ez a fehérje-DNS szerkezet a kromatin
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e akromatinszervez6dés tobb szinten valdsul meg

e a kromatintomoriilés mértéke a sejtciklus soran és DNS-régionként valtozik
(interfazisban laza, mit6zis és meidzis soran tomor; a heterokromatin régiok, az
eukromatinnal szemben, az interfazisban is erésen kondenzalt részek).

Ebben a fejezetben latni fogjuk, hogy a kromatin szerepe nemcsak a DNS konden-
zaciojanak biztositasa, hanem a DNS miik6désének szabalyozasa is. Leegyszer(sitve
azt mondhatjuk, hogy az eukariotdk DNS-ének kromatinszerkezetbe szervezddése a
gének miikodésére (a transzkripciéra) negativ hatassal van. Az eukaridta gének ,alap-
értelmezett” allapota ezért a kikapcsolt allapot. Annak érdekében, hogy a gének atira-
sat kijel6l6 szabalyozo szakaszok a transzkripcids apparatus szamara hozzaférhetévé
valjanak, sziikség van a kromatin szerkezet meghatarozott teriileteken torténd fellazi-
tasara. A kromatinszerkezetet befolyasold szamos fehérjekomplexet és mechanizmust
azonositottak a koézelmultban. A legismertebb epigenetikai mddosulasok: 1)
hisztonvaltozatok beépiilése a nukleoszomakba, 2) a hisztonok kovalens modositasa
acetilacio, metilacio, foszforilacio altal, 3) a nukleoszémak atépitése (10.10. abra) és 4)
a DNS metilacidja.

A kromatinmédosulasok lehetnek stabilak egy é161ény teljes élete soran, igy jarulva
hozza egy allando6 génkifejez6dési mintazat kialakuldsdhoz. A jelenség azonban nem
irreverzibilis. Rakos sejtekben példaul gyakoriak a kromatinszerkezeti valtozasok. Az
ivarsejtek kialakuldsa sordn az epigenom szintén jelentds valtozasokon esik at.

Nem-kanonikus hiszton valtozatok beépiilése a nukleoszomaba

= a

——a 2= << —_— =
"K.‘ll]«\nllxuﬁ hlllkl:osy,ﬂnl:l
nukleoszoma varians

Hisztonok kovalens modositasa

10.10. abra: A kromatin szerkezetét befolydsolo epigenetikai jelenségek

Hisztonvaridansok

A nukleosz6mak magjat kialakité hisztonfehérjékbdl allo oktamer kanonikus tagjai: 2-
2 darab H2A, H2B, H3, H4. A nukleoszoémak szerkezete a DNS-replikacié soran alakul
ki, ez a szerkezet azonban valtozhat. Az alap hiszton fehérjék kicserél6dhetnek hiszton
valtozatokra, valamint kovalens médosuldsokon eshetnek at. Ezek a mechanizmusok
hatassal vannak a lokalis kromatinszerkezetre, igy jelentds szerepiik van a génatiras
szabalyozasaban.
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A H2A.Z fehérje a H2A hiszton egyik valtozata, mely inaktiv gének prométer régio-
jaban fordul elé. Erdekes médon a H2A.Z hisztonvaltozat nem a replikaciékor épiil be,
hanem kés6bb egy kromatin remodeling komplex (SWR1) ATP-fligg6 mddon katali-
zalja a H2A hiszton kicserélését H2A.Z-re. Egy masik hisztonvarians a CENP-A (10.11.
abra), melyet immunfluoreszcens festés alapjan a centromer kornyékéhez kapcsol6dé
fehérjeként azonositottak. A CENP-A egy H3 hisztonvaltozat. A hiszton valtozatok
egyedi, nukleoszomabol kinytlé ,farkai” lehetévé teszik egyedi regulator fehérjék ko-
tését (10.10. abra).

Hisztonok kovalens modositdsa

A kanonikus hisztonfehérjék poszttranszlaciés kovalens moédositasa befolyasolja a
DNS-kotést. A mdédosulasok reverzibilisek, s meghatarozott aminosav oldallancokon
torténnek, melyek koziil leggyakoribbak: acetilacio és metilacié - lizin amino-cso-
portjan, foszforilacio - szerin hidroxil-csoportjan (10.11. abra). Egy genomi régié m-
kodéséhez a hisztonmodosulasok mintazata rengeteg informacidt rejt, ezért ezekre a
mintdzatokra hasznaljuk a hiszton-kod elnevezést. A hisztonacetilacié elésegiti a
transzkripciot, legalabb kétféle mechanizmus altal: 1) lazitja a hiszton-DNS kapcsola-
tot, mert csokkenti a hisztonfarok pozitiv toltését, 2) befolyasolja a szabalyozo fehérjék
kotédését. Az acetilacidért felel6s hiszton-acetiltranszferaz (HAT) aktivitasa fehérjék
fokozzak, a hiszton-deacetilazok (HDAT) pedig mérséklik a transzkripciét.
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10.11. dbra: A hisztonok kovalens médositdsa (metildcid, acetildcid, foszforildcid) és
hiszton valtozatok (példdul CENP-A) beépiilése a nukleoszomdba befolydsolja a
kromatin szerkezeti és funkciondlis sajdtsdgait
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Alegujabb kisérleti eredmények szerint (Drosophild-ban) DNS-replikaciokor a sziil6i
modositott hisztonok nem jutnak at a ledny DNS-be. Ehelyett a DNS replikacié utan uj
nukleoszomak szerel6dnek 0ssze a frissen szintetizalt, modositatlan hisztonokbdl. Ugy
tlinik, hogy a hiszton modosito fehérjék képesek ellenallni a DNS-replikacios szerkezeten
valé athaladasnak. Ott maradnak a kot6helyiikon megiilve, és minden val6szintiséggel
késbbb ujra elvégzik a hisztonok mddositasat, igy véglegesitve a kromatin strukturat,
amely kés6bb a gének aktivaciojat vagy represszidjat hatdrozza meg.

Nukleoszoma-adtépités (remodeling)

[smertink olyan multiprotein komplexeket, melyek ATP hidrolizisébdl szarmazo ener-
gia felhasznalasaval képesek a nukleoszomak mobilizalasara, atstrukturalasara. Az at-
épités pontos mechanizmusa nem ismert, feltételezhetd, hogy a DNS és a hisztonok ko-
zOtti kapcsolat felbontasaval képesek a DNS irdnyitott elcstsztatdsara a hiszton-
oktamer koriil, vagy adott nukleoszéma hisztonjainak eltavolitasara. Mindkét modell
szerint a nukleoszomaba csomagolt target DNS-szakasz hozzaférhet6sége nd. Ma 6t
csaladba soroljadk a remodeling fehérjéket. Legismertebb az SWI/SNF komplex, mely-
nek elsd képvisel6jét élesztében irtak le, majd sok mas szervezetben is. A komplex tag-
jai interakciéba lépnek transzkripciés faktorokkal, nuklearis matrix fehérjékkel,
centromer komponensekkel; fontos szerepiik van a sejtciklus szabalyozasaban (a sejt-
ciklus szabalyozasaban részt vevd gének transzkripcionalis szabalyozasaban) és a kro-
moszoéma-szervezédésben. A komplex human ortoldégjai tumor-szupresszor gének, hi-
bajuk a sejtosztddas kontrolljanak felboruldsahoz vezet.

10.3.2. DNS-metilacio

A DNS metilaciés mintazata szintén epigenetikai jelenség (nem tévesztendd Ossze a
hisztonok metilacidjaval). A metilacid a citozinbazisokon torténik, 5-metil-citozin ki-
alakulasat eredményezve. Ez az epigenetikai jelenség gerinces allatokban és novények-
ben fordul eld. A citozinmetilacié a transzkripciondlisan nem aktiv gének szabalyozé
régidira jellemzd. Ebbdl kovetkezik, hogy a DNS-metilacié valoszintisithet6en gatolja a
transzkripciot.

A citozinmetilacié az egymas melletti CG nukleotidoknal torténik (a komplementer
szalon is CG talalhat6 5'—3’ iranyban olvasva). Ez megmagyarazza a metilaciés minta-
zat atorokitését a sejtosztédasok soran: ha a sziil6i DNS-szal metilalt egy CG helyen,
akkor az Ujonnan szintetizalt DNS-szal citozinja is metilalddik az adott nukleotid par-
nal, DNS-metiltranszferaz (DNMT) enzimek altal (10.12. abra).

Kozismert, hogy az 5-metil-citozinok mutacids forrépontként viselkednek (lasd
Mutaciok 8. fejezet), hiszen spontan dezamindaciéjuk timin kialakuldsahoz vezet. Felté-
telezhet6, hogy emiatt a CG szekvenciarészek nagy része az evolucié soran ,kikopott”
a genomokbol. Megmaradtak viszont azokon a részeken, melyeken regulacios szerep-
pel birtak, és emiatt szelekcios nyomas ala estek. Ma ezzel magyarazzak a gének szaba-
lyozé régidiban fennmaradt CpG-szigeteket (tobb CG szekvencia rovid szakaszon, a p
a cukorfoszfat gerincet jelzi, utalva a C és G nukleotidok egymas melletti, egy szalon
vald elhelyezkedésére).

A DNS metilacidja és a hisztonok médosuldsa gyakran egyilitt jar, s ma ugy latszik,
hogy ezek egymast kiegészitd szabalyozasi formak. A metilezett DNS-szakaszokhoz jel-
legzetes fehérjék kotddnek. Ezekhez hiszton deacatilazok is kapcsolédhatnak, melyek
tovabb stabilizaljak a gén inaktiv allapotat (10.12. dbra). A metilcsoportok eltavolitasa
soran rendszerint acetiltranszferazok is megjelennek, és segitik a nyitott
kromatinszerkezet kialakitasat.
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Az ivarsejtek kialakulasakor a genomon ,végigfut” egy demetilacios hullam, és az
embrionalis fejlédés soran kialakul a de novo (ijonnan képz6d6) metilaciés mintazat a
sejtekben, ami aztan a sejtosztodasok soran un. fenntart6 metilacioval tobbnyire stabi-
lan fennmarad (10.12. abra). Ezen a tertiileten még igen sok a megvalaszolatlan kérdés,
féként az embriondlis epigenetikai Gjraprogramozas hatterérdl tudunk keveset.

De novo metiliacio a korai
embrionalis fejlodés soran

Epigenetikai
ujraprogramozas

(a metilacios mintazat
Kitorlése az ivarsejtekben)

Géncsendesités
(CpG metilacio és
hiszton deacetilacio)

LA ¢ S
ATCGAATGCTGCGGA ATCGAATGOTGCGGA
s, s . e —m—n
] n LA v"-.A': « -l‘ |
» ¢ 0="_=9

Hemi-metilalt DNS
Fenntarto metilacio Cu') ‘\? DNS replikacio

SGA

A sMATGCTG

10.12. dbra: A DNS-metildcid egy epigenetikai jelenség, mely befolydsolja a kromatin
szerkezetét és a gének kifejezddésének mértékét

A DNS-metilacio szerepet jatszik a sziil6i imprintingben, az eml8sok X-kromoszéma
inaktivacidjaban, a centromer kortli kromatinrégiok kondenzalt szerkezetének kiala-
kitasaban. Szabalytalan metilacios mintazat rakos sejtekben is gyakori, példaul
alapvetden kifejez6d6 tumorszupresszor gének promoterének de novo hipermet-
ilacidja a gén csendesitéséhez vezet, ami ekvivalens az adott gén funkcidvesztéses
sejtekben; ekkor a centromer szerkezetének megbomlasa a genom instabilitdsahoz
vezet. A mozg6 genetikai elemek (helyliket valtozatni képes DNS-szakaszok)
mozgasanak visszaszoritasaban is igazoltdk a DNS-metilacié szerepét, tehat ezaltal ez
a mechanizmus hozzajarul a genomi atrendezédések megakadalyozasahoz.

10.3.3. Sziil6i imprinting

Az epigenetikai 6rokl6dés kiilonleges példaja a sziil6i imprinting, ekkor adott gén akti-
vitasa fligg annak leszarmazasatoél. Bizonyos autoszomalis gének az altalanostdl eltér6
oroklédési mintazatot mutatnak. Az Igf2 gén példaul csak akkor fejezddik ki egérben,
ha azt az egyed apjatol orokolte. Erre az esetre az anyai imprintinget szenvedett
(maternally imprinted) kifejezés hasznalatos, mivel az anyatél szarmazé génpéldany
inaktiv. Az egér H19 génje ezzel szemben apai imprintinget szenvedett. A jelenség ko-
vetkezménye az, hogy noha fizikailag jelen van két példanya a kérdéses génnek, az
imprintinget szenved6 génekre nézve az egyed hemizigotaként viselkedik. Az
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imprintingben érintett gének molekularis szintli vizsgalata megmutatta, hogy bizonyos
citozinbazisaikon metilcsoportok vannak, és egyébként a gén szekvencidja nem valto-
zott. Mivel az egyik sziil6tdl 6rokolt allél inaktiv, a masik sziil6tdl szarmazo allél muta-
ci6ja dominansnak tlinik, holott az egyed funkcionalis értelemben hemizigdta a génre
nézve. Mai ismereteink szerint az imprintinget szenvedd gének szama az emberi ge-
nomban szaz kortli.

Néhany humdan genetikai betegség hatterében is imprintinget szenvedd gének
vannak.

Az Angelman-szindréma (leiréja Harry Angelman utan, 1965) vilagszerte el6fordul
kortlbeliil 1:20000000 gyakorisaggal. A betegség leiréja,boldog babaknak” nevezte az
érintett gyerekeket (jellemz6 tiinetek a nevetés, szaggatott jaras). 1987-ben irtak le a
betegséggel kapcsolatban a 15. kromoszéma egy kb. 4 Mbp-os szakaszanak delécidjat.
Mara ismert, hogy ezen a szakaszon 1évd, az ubikvitin-atvonalban részt vevd, UBE3A
gén érintett a betegségben. A gén apai imprintinget mutat. Az Angelman-szindréma ki-
tek 30%-ban) kdvetkezménye.

Egy masik betegség, a Prader-Willi-szindréma szintén a 15. kromoszéman elhe-
lyezkedd egyik gén (SNRPN) funkciévesztésének eredménye. A betegek alacsonyak,
enyhén szellemi fogyatékosak, izomténusuk gyenge és kényszeres evok. Az SNRPN gén
terméke az mRNS-splicingban vesz részt, anyai imprinting jellemzi. A szindréma tehat
az apai génpéldany hidnyanak vagy hibajanak kovetkezménye.

10.3.4. Az eml6sok X kromoszoma inaktivacioja

Eml6soknél az X kromoszéma doéziskompenzacidja (lasd még Az X kromoszdéma
inaktivacié cimi 2.4.3. szakaszban) azt jelenti, hogy az X két példanyan l1évé6 gének ki-
fejez6dése kiegyenlitédik a himek egyetlen X kromoszémajan 1évé gének dozisaval. A
doziskompenzaci6 emlésokben a ndstények egyik X kromoszémajanak
egyik X kromoszoma inaktivalédik, és ezt az allapotat minden utddsejtbe tovabboro-
kiti. Az X kromoszoma az ovogenezis alatt aztan reaktivalédik.

Az X-inaktivacio két tekintetben is hasonlit az imprintingre:

» Az X-inaktivaci6 nem mindig random. Az erszényeseknél mindig az apai X
inaktivalédik. Bizonyos sejttipusokban a méhlepényesekben sem véletlenszert
az inaktivaci6é: az amnion, a korion és a placenta, azaz az extraembrionalis
membranok sejtjeiben is az apai X inaktivalodik, és csak magaban a kb. 64 sejtes,
szlk értelemben vett embridban random az inaktivacio.

» A Kkorai sejtek minden utdédja ,emlékszik” a dontésre. A klonalis természeti
orokl6dés miatt nagy, folyamatos szoveti szektorokban ugyanaz az X kromo-
szoma inaktiv. A meméria alapja lehet a metilacié: az inaktiv kromosz6ma jéval
metilaltabb. Tovabba az inaktiv X hisztonjai kevésbé acetilaltak. Egy specialis
RNS, amit Xist-nek neveznek, nem kddol fehérjét, és az inaktiv X-en szintetiza-
l6dik, egy inaktivacios centrumbol kiindulva burkolja be az inaktiv X-et. Hogy
mennyiben jarul hozza a metilacid, hisztonacetilacio és a Xist-RNS-lokalizacio
az X-inaktivacidhoz, egyeldre kérdéses.

Megjegyezziikk, hogy nem az egész X kromoszoma inaktivalodik, az un.

pszeudoautoszémalis régié (az Y kromoszémaval homoldg szakasz) génjei mindkét X
kromoszdman aktivak maradnak, és az inaktiv blokkban is vannak aktiv gének.
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10.3.5. Poziciofiiggo variegacio

Ajelenséget Hermann Miiller irta le Drosophild-ban még 1938-ban. (Miiller volt az, aki
els6ként végzett rontgen mutagenezis screen vizsgalatokat.) Felfigyelt olyan kiilonle-
ges mutansokra, melyek 0sszetett szemében fehér és piros szektorok valtakoztak. Ki-
deriilt, hogy a foltos szemii legyekben egy X kromoszoma szerkezeti valtozas van jelen:
az X kromoszoéma végi régio transzlokacidval atkeriilt a centromer kozelébe (10.13.
abra). Az atkertlt szakasz tartalmazta a white gént (emlékezziink vissza, hogy a gén
mutacidja fehér szemszinhez vezet). A fehér szektorok kialakulasanak oka az, hogy bi-
zonyos sejtekben a centromert alkot6 heterokromatin szerkezet kiterjed a szomszédos
régiokra, igy a white gént tartalmazo transzlokalédott szakaszra, mely kromatinstruk-
tura a white gén inaktivalddasahoz vezet. A gén kifejez6dése tehat nem mutacié hata-
sara, hanem a kromoszéman elfoglalt poziciéjaval valtozik meg (Erre utal a jelenség
neve: poziciofliggd variegacio, angol kifejezéssel position-effect variegation, roviditve
PEV). A heterokromatinizacié nem minden sejtcsoportban térténik meg, ezért lesznek
piros szektorok is a szemben (10.13. dbra). A felfedezés jelent6ségét az adja, hogy PEV-
fokoz6 és PEV-szupresszalé mutansok segitségével egy sor olyan gént azonositottak a
Drosophild-ban, melyek a heterokromatin kialakulasat el6segitik vagy gatoljak. Késébb
kidertilt, hogy a Drosophild-ban azonositott fehérjék homoldgjai az eukaridta szerveze-
tekben altalanosan elterjedtek. A HP1 (heterokromatin protein 1) példaul egy H3
hiszton-specifikus metiltranszferdz, mely fontos a centromer és telomer régiok
heterokromatin szerkezetének kialakitasaban. Mutacidja Drosophild-ban szupresszalta
a heterokromatin Kkiterjedését, azaz csokkentette a fehér szektorok mennyiségét a
szemben (10.13. 4bra).

X kromoszoma

(a & heterokromatin régio

i PEV:
fehér szektorok — inaktivalodott w gén (w),
voros szektorok — nem inaktivilodott » gén (1w')

HP1 mutinsban a
PEV szupresszilt

10.13. abra: A pozicidfiiggd variegdcio (PEV) egy gén helyének megvdltozdsaval jaro
génkifejezodés megvdltozdsdbdl adédik
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10.4. Altalanosan és nagy mennyiségben el6fordul6
RNS és fehérje molekulak termelodésének
szabalyozasa

Sok molekulaosztaly fehérjéi és RNS-ei nagy mennyiségben fordulnak el6 minden
eukaridta sejtben. Ide tartoznak példaul a hisztonok, a transzlaciés apparatus moleku-
lai, membran komponensek. Ezen molekulak megfelel6 szamanak fenntartasara tobb-
féle stratégia ismeretes: folyamatos atiroédas, gének ismétlédése (genetikai redundan-
cia), gének extrakromoszomalis amplifikacioja.

A genetikai redundancia szép példai eukaridta sejtekben az rRNS-gének. Az emberi
genom ot klaszterben (a 13, 14, 15, 21, 22 kromoszémakon) tartalmazza 6sszesen 300-
400 példanyban azt a transzkripcids egységet, melyrdl a 18S, 28S és 5,8S rRNS kelet-
kezik (lasd még Az eukaridta rRNS-ek érése 7.4.9. szakaszban). Az 5S rRNS-gének nem
a NO (nucleolus organizator) régio részei, de szintén klaszterekben helyezkednek el a
genomban. Az 5S rRNS gének szama emberben 2000 kortili. A hisztongének redundan-
cidja ugyancsak megfigyelhet6 a legtobb genomban.

A Xenopus laevis (Afrikai karmosbéka, fejl6désbiologiai modellszervezet) esetében és
mas kétéltlieknél a 40S rRNS transzkripcios egységébdl az oocyta a testi sejteknél ezer-
szer tobbet tartalmaz. Az oocyta magjaban a kromoszémakbdl ,elszabadult”
extrakromoszomalis sejtmagvacskak szazai vannak, melyek a riboszomalis gének gyi-
riiszer( elrendez6déseibdl allnak (10.14. dbra). Az amplifikacié részletei nem ismertek.

b T
& Aot Wi
oy

O,

10.14. abra: Xenopus laevis oocyta sejtmagjanak elektronmikroszkdpos felvétele. A
fekete pottydk az extrakromoszomadlis nukledluszok (nukleolin antitest festés).

Bar nem tartozik szorosan a témahoz, itt emlitjiik meg a géncsaladok létét. Szamos
példat ismertink olyan géntobbszorozddésre, amikor a masolat is miikodéképes ma-
rad, de mutacidk kovetkeztében valamilyen mértékben megvaltozik. Amennyiben a
valtozasok szama Kicsi, és jellegiik nem érinti alapvet6en a fehérje szerkezetét, a gén
eredeti funkcidja egyaltalan nem vagy csak kis mértékben modosul. Tobb olyan enzi-
met ismeriink (példaul laktat dehidrogenaz, aldolaz, kreatin kinaz), amelynek génjei
tobb valtozatban vannak jelen a genomban. Az egyes enzimvaltozatok ugyanazt a re-
akciot katalizaljak, de biokémiai tulajdonsagaikban, szovetspecifitasukban lehet elté-
rés. Ezeket izoenzimeknek is nevezik. A véralvadasban szerepet jatsz6 thrombin és a
tripszin emészt6 enzim génjének szekvenciaja hasonlo, és bizonyithato, hogy egyetlen
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gén az idok folyaman moédosult masolatairol van sz6. Az azonos eredet(, szekvencia-
jukban nagyon hasonl6 gének 6sszessége a géncsalad. A géncsalad tagjai tobbnyire egy-
mas kozelében helyezkednek el a kromoszéman.

A génmasolatok az iddk soran olyan nagy mértékben is megvaltozhatnak, hogy bar
kozos eredetiik kimutathatd, mégsem célszer egyetlen csalad tagjaiként jelolni 6ket.
Ha a homolég fehérjék aminosav szekvencidja 50%-nal nagyobb eltérést mutat, meg-
egyezés szerint szupercsaladrél (gene superfamily) beszéliink. Az a-globulinok
aminosavszekvencidja 50%-nal kisebb mértékben kiilonbozik, ezért egyetlen géncsa-
ladba tartoznak. A B-globulinok szintén azonos csaladba tartoznak. Az a-glubulinok és
a B-globulinok ko6zotti killonbség azonban mar meghaladja az 50%-ot, igy e két csalad
(a mioglobinokkal) egyfitt egy szupercsaladot alkot.

10.5. PoszttranszKkripcionalis szabalyozas

10.5.1. Differencialis mRNS-érés

Emlékezziink vissza, hogy az eukariota mRNS érik, azaz processzalddik: 5' végére cap, 3'
végére poliA farok kertll, és a transzkriptum splicingon megy at. A differencialis (eltér6
helyen torténd) poliA farok hozzaadas kiilonféle mRNS-eket eredményezhet ugyanabbol
a primér transzkriptumbol. A splicing alternativ Utjai szintén befolyasoljak a géntermék
funkciojat (lasd még A génkifejez6dés molekularis alapjai cimii 7.4.7. szakaszt).

Az alternativ splicing szabdalyozas jél ismert példdja a muslica ivarmeghatarozasa
(10.15. &bra). Igazan érdekes ,alternativ splicing kaszkadd” hatarozza meg, hogy a zigota
X kromoszéma:autoszéma aranyanak fiiggvényében miként fejlédik ki a him vagy néi
egyed. A szabdlyozas els6 eleme egy olyan transzkripcids faktor, mely dimert alkot az
X kromoszoéman kddolt és egy autoszéman kodolt alegységekbdl véletlenszer(ien. A
kombinacidkat az egyszertiség kedvéért jeloljiik a kovetkezdkkel: XX, AA és XA. Csak az
XX dimer aktiv transzkripcios faktor (az XA és az AA inaktiv), mely az SxI (sex lethal)
gén promoterét bekapcsolja. Ez akkor kovetkezik be, ha a muslicaembri6 sejtjeiben az
X:autoszéma arany 1 (két X kromoszoma van jelen). Az XX genotipusu embriokban a
képz6do Sxl fehérje egy masik gén, a tra (transformer) pre-mRNS-ének splice faktora.
Az Sxl fehérje hatasara a tra gén termékérdl aktiv, hianyaban inaktiv Tra fehérje kép-
z0dik. A Tra fehérje maga is splice faktor, egy harmadik, a dsx (doublesex) gén termé-
kének splicingjat szabalyozza. A Tra egy tovabbi gén (tra-2) termékével
néstényspecifikus Dsx fehérjét, Tra hianya him specifikus Dsx fehérje keletkezését

eredményezi.
XX genotipus .
Apami Tra-2 protein
}‘ hex Pre= . DsxQprotein —»
RS A3 B —»Sxl protein’ —s 74 PTE- — (R mRNS )
mRNS ) \

XY genotipus
X:A=05 Him légy

Sxloén nincs SxI  fra pre- Funkcio- dsx pre-
x protein mRNS képtelen Tra mRNS —>(DsxS protein

10.15. abra: A Drosophila ivarmeghatdrozdsi rendszerében az alternativ splicing
jelentds szerepet jdtszik
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10.6. Az mRNS degradaciojanak szabalyozasa

Egy adott mRNS koncentracioja a citoplazmaban nemcsak szintézisének ratajatdl, ha-
nem stabilitasatol is fligg. A poliA farkak nélkiil az mRNS-ek gyorsan degradal6dnak. A
poliA farokhoz kapcsol6dé PABP (poliA binding protein) a cap-hez horgonyozza a
poliA farkat, és ezzel védi az mRNS 5’ végét. Az mRNS gyakori 5'—=3’ lebontasat a poliA
roviditése, majd a cap eltavolitasa el6zi meg. Az mRNS-ek 3’ UTR-ének szekvenciaja
befolyasolhatja annak féléletidejét. Egy rovid féléletideji mRNS-osztaly példaul az
AUUUA szekvencia tobb példanyat tartalmazza a 3' végén. A szekvencia atiiltetése sta-
bilabb mRNS-ekbe azok féléletidejét lecsokkenti (10.16. abra).

40

[J<2hn
M 24n
[J4-8h
[1>8h

10.16. dbra: mRNS-ek féléletidejének fliggése a 3’ UTR-ben jelen 1évé AUUUA
motivum szdmdtél

10.7. A gének kifejezodésének szabalyozasa Kis
RNS-ek altal

Az utdbbi, koriilbeliill masfél évtized felismerése, hogy nem transzlal6do kis RNS-mole-
kulak fontos génexpresszio-szabalyozo szerepet toltenek be, szinte élgvilagszerte. Leg-
tobb ismeretiink jelenleg az siRNS (small interfering, kis interferal6) és a miRNS
(mikro) tipusokrol van. A kis RNS-ek kore az utobbi évek felfedezései alapjan tovabb
bovilt (példaul piRNS - Piwi-interacting, rasiRNS - repeat-associated small
interfering), és minden bizonnyal a sor nem szakad meg itt. Ez az izgalmas kutatasi
teriilet forradalmasitotta a génkifejez6dés szabalyozasardl sz6l6 ismereteinket. Jelen-
legi tudasunk szerint ezek a szabalyoz6 kis RNS-ek a gének kifejezddését az alabbi pon-
tokon befolyasolhatjak:

e transzlaci6 gatlasa

e mRNS-ek degradacidja

e transzkripci6 befolyasolasa

A Science folydirat 2002. decemberi szamanak cimlapjan ez all: New roles for RNAs.
Breakthrough of the year, vagyis RNS-ek 0j funkcidja. Az év attoérése (10.17. abra). Az
RNS-féleségeket, melyekre a cimlap utal, az 1990-es években fedezték fel két kiilon-
b06z06 kutatasi tertileten, allati, illetve novényi rendszerben. Tekintsiik 4t réviden ezeket
a felfedezéseket!
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10.17. dbra: 2002-ben a Science magazin a szabdlyozo RNS-eket tekintette az év
tudomdnyos dttérésének

Andrew Fire és Craig Mello 1998-ban publikaltak azt az eredményiiket, hogy talal-
tak egy olyan mechanizmust C. elegans féregben, amellyel szelektiven ki lehet kapcsolni
meghatarozott géneket. A géncsendesitésnek (gene silencing) nevezett mechanizmust
az embrioba injektalt dupla szali RNS-sel (dsRNS) érték el. A dupla szald RNS-t in vitro
szintetizaltdk, a vizsgalt unc-22 gén kodold szalat (sense) és a komplementer
(antisense) szalat is tartalmazta. A vad tipusu féregembriokba injektalt unc-22 dsRNS
az unc-22 null mutansokkal megegyez6 fenotipust (konkrétan izomdefektet) okozott.
Vagyis egy gén szekvencidjanak megfeleld dupla szald RNS az adott gén kifejezddését
meggatolja. A kérdés, hogy hogyan térténik mindez, nyitva maradt. A két kutat6 2006-
ban felfedezésiikért Nobel-dijat kapott.

David Baulcombe és csoportja leirta, hogy egy altaluk létrehozott, virus gént kife-
jez6 transzgénikus dohany novény rezisztens lett az adott virussal szemben. Azt talal-
tak, hogy ezek a névények rovid, 25 nukleotid hossziusagi RNS-molekulakat termelnek,
amelyek komplementerek a virus genommal.

A rovid RNS-ek termel6dését egy masik novényi kisérletben is kimutattak. Richard
ment termeléséért felelds enzim génjét. Meglepé mddon, a transzgén (az extra kdpia,
melyet bejuttatott a névénybe) gatolta a lila pigment termel6dését. Tehat a jelek arra
utaltak, hogy a transzgén gatolta a sajat és a vele megegyezd endogén (a névényben
eleve meglévd) gén kifejezddését.

Kés6bb kideriilt, hogy a bemutatott novényi kisérletekben is dupla szali RNS val-
totta ki a géncsendesitést. A dsRNS ugy keletkezhetett, hogy a transzgének a névényi
genomba random épiiltek be (ez a mdédszer sajatsaga), és a beépiilés kdrnyezetében
1év6 belsd prométer(ek)-nek kdszonhetden a transzgén mindkét szala atirédott. A ke-
letkez két, egymassal komplementer RNS-szal létrehozta a dsRNS-t.

A fenti eredmények kozlése utan hamarosan kidertlt, hogy egy k6zos, evolucios ér-
telemben 6si szabalyozasi mechanizmus all a hattérben. Arra is fény deriilt, hogy ezt a
mechanizmust nem csupan exogén (a sejtbe kiviilrél bejuttatott) nukleinsavak képesek
aktivalni, ugyanis a sejtben képz6d6 (endogén) kis RNS-ek is 1éteznek, melyek a génki-
fejez6dés szabalyozasanak fontos szerepldi. Ma ugy tartjak, hogy a human gének 60%-
a all miRNS-ek szabalyozasa alatt.

Az érett siRNS-ek és miRNS-ek keletkezési mdédjaban és hatasmechanizmusaban
sok a kozos elem, de eltérés is mutatkozik tobb ponton. Szerkezeti jellegzetességiik,
hogy érett formajuk kortilbeliil 21-26 nukleotidbdl all. Prekurzor alakjaik kettds szalat
alkotnak.
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A miRNS-ek transzkripciéjaban az RNS-polimeraz Il vesz részt. E16szor egy hajtlire
emlékeztetd, 6nmagaban visszahajlé prekurzor, a primer-mikro-RNS (pri-miRNS) ke-
letkezik. A kett6s szali RNS-re specifikus endoribonukleaz, a Drosha nevi
enzimkomplex hasitja a pri-miRNS format, 1étrehozva a koriilbeltl 70 nt hosszusagu
pre-miRNS-t. Ez a forma jut ki a sejtmagbo6l (az Exportin-5 altal). A pre-miRNS végsé
atalakitasat a Dicer ribonukleaz végzi: eltavolitasra keriil a termindlis hurok, és az
egyik szal lebontasra kertil, igy kialakul az egyszalu érett miRNS. A miRNS a citoplaz-
maban beépiil a RISC (RNS indukalta silencing komplex) nevii komplexbe, 1étrehozva
a miRISC ribonukleoprotein komplexet. Kotddése a cél-mRNS-ekhez a RISC-kel kap-
csoltan torténik meg. A kot6dés leggyakrabban a cél-mRNS 3'UTR régi6janal torténik.
Altalanos szabalynak tiinik, hogy ha a miRNS teljesen komplementer a cél-mRNS egy
szakaszaval, akkor a cél-RNS a RISC altal lebontasra keriil, ha pedig csak részben komp-
lementer, akkor a cél-mRNS transzlaciéjat gatolja (10.18. 4bra). Allati sejtekben a
transzlacio-gatlas gyakoribb.

000000

@Q RNS o Citoplazma
miRNS gén
ﬁ pl'l—mlRNS

Sejtmag

D Cx @ @ OIIIIEIE g
& Dicer
OIIIIII]: Exportin 5/
pre-miRNS Ran-GTP §

r RISC <:1 RITTTTITTTTI 4: '.I]]]]]]]I

—/\ RISC RISC
{E_JIIOIEE__ Target mRNS ﬂmm:_
darabolas

Transzlacio gatlas

10.18. abra: miRNS-ek keletkezése, érése és hatdsa

A siRNS-ek tobbnyire egyetlen mRNS-re specifikusak, és tokéletesen komplemen-
terek a célszekvenciaval. A siRNS-ek jellemz6en a target mRNS enzimatikus degradaci-
ojat (slicer aktivitas) idézik eld. Ez a klasszikus értelemben vett RNS-interferencia je-
lenség.

Az utébbi évek felfedezése, hogy a kis RNS-ek a transzkripcié csendesitésében is
részt vesznek. Egyes eredmények szerint hozzajarulnak a kromatin metilaciés minta-
zat modositasahoz, tehat az epigenetikai kod megvaltoztatasahoz. A Schizosaccharo-
myces pombe hasadé éleszt6érdl irtak le, hogy az RNS-interferencia atvonal elemeire
szlikség van a centromer régiok heterokromatinizaciéjanak elinditasahoz. Egy elkép-

www.interkonyv.hu © Deék Veronika, BME

www.interkonyv.hu © Deék Veronika


http://www.interkonyv.hu/

© Typotex Kiado

10. A génkifejez6dés szabalyozasa eukariotédkban 207

zelés szerint a siRNS-t tartalmazé RITS (RNA-induced transcriptional silencing) komp-
lex és az RNS-polimeraz Il naszcens (éppen keletkezd) transzkriptuma kozotti kapcso-
l6das inditja el hisztonmodosité enzimek és/vagy DNS-metiltranszferazok megjelenését.

A miRBase adatbazisban (http://www.mirbase.org) szamos taxondmiai csoport
miRNS-eit gy(jtik 6ssze. Az adatbazis jelenleg koriilbeliill 2000 human miRNS-t tartal-
maz. Bioinformatikai becslések szerint szamuk a val6sagban ennél sokkal nagyobb. Va-
16szinfisitik, hogy a human gének 30%-a miRNS-ek szabalyozasa alatt all. A komplexi-
tast noveli, hogy egy mRNS-t tobb miRNS is szabalyozhat, egyes eredmények szerint
kompetici6 is felléphet a miRNS-ek kozott. Mai tudasunk arra utal, hogy a miRNS-ek
altali szabalyozas a génexpresszi6 finomhangolasat jelenti. Ez az evoldciésan 6si me-
chanizmus (névényekben, valamint allatokban a gerincteleneken at az emlsokig jelen
van) olyan alapvetd sejtfunkcidk szabalyozasaban vesz részt, mint példaul a sejtosztod-
das, sejthalal, sejtdifferencialédas.

A miRNS-ek szerepe a daganatképzdédésben is nyilvanvaldnak tlinik, amit napjaink
kutatasi eredményei ald is tdmasztanak. Szamos dagantféleségben megvaltozott
miRNS-populaciot irtak le. Célszertlinek tlinik a tumorképzddéssel kapcsolatba hozhaté
miRNS-eket az onkogének (a tumorgenezist el6segitd gének), illetve a
tumorszupresszor gének (a tumorgenezist gatld) egy-egy csoportjaként kezelni.

10.8. Transzlacios és poszttranszlacios szabalyozas

Bizonyos gének kifejez6dése a transzlacié szintjén torténik (ide sorolhat6 a kis RNS-ek
altali transzlacioés szabalyozas is, de most masféle mechanizmusra is fogunk latni példat).

Az eml8sok virusok elleni immunvédelméhez a T limfocitak (T sejtek) nélkiil6zhe-
tetlenek. A T sejtek a sejtciklus GO allapotaban keringenek. A virus antigén megjelenése
a T sejtek gyors osztddasat, és nagy mennyiségili immunglobulin antitest termelését
valtja ki. Az immunglobulin termelés beindulasa nem igényli ezen fehérjék mRNS-szin-
tézisének fokozddasat. A folyamatot a transzlacié-iniciacids faktorok hozzaférhetdsége
szabalyozza.

Az inzulin okozta fehérjeszintézis-fokozddas soran ugyancsak az inaktiv forma-
ban 1év{ transzlacios iniciacios faktorok aktivalodnak. A folyamat foszforilacioval va-
16sul meg.

Az elF2a iniciacidés faktor szamos stresszhatas (példaul oxidativ stressz, hipoxia,
UPR - unfolded protein response, éhezés) folyomanyaként foszforilaloédik, ami a sejt-
ben a transzlacié globalis leallitasahoz vezet. A transzlacié még szamos ponton szaba-
lyozhato, mely folyamatokra itt nem tériink ki. Az érdekl6d6k elmélyiilését segiti a té-
maban példaul az alabbi két iras:

http://themedicalbiochemistrypage.org/protein-synthesis.php#geneticcode

http://www.cell.com/retrieve /pii/S0092867409000907

A fehérjék poszttranszlaciés médositasai tovabb novelik a proteom (a sejtekben ta-
lalhato fehérjék 6sszessége) komplexitasat. A fehérjék aktivitasa transzlaciojuk utan
tobbféle modon szabalyozodhat. Enzimatikus modifikaciojuk megvaltoztathatja biol6-
giai aktivitasukat. Klasszikus példai ennek az acetilacié és foszforilacié. A kiilonféle
polipeptidek kozotti kélcsonhatasok folytan létrejovd fehérjekomplexekben is valtoz-
hat az egyes 6sszetevdk funkcidja. A poszttranszlaciés szabalyozas részletesen targya-
lasra kertiil a Biokémia II. tananyagban.
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magban (az egyes homoldgokat eltérd fluoreszcens festés jeloli)
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2.5. abra: A mit6zis és meidzis szerepe allat, n6vény és gomba szervezetekben

2.6. abra: A mit6zis és meidzis attekintése

2.7.abra: Az X kromoszoma inaktivacié mozaikos fenotipust okoz
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

2.8. abra: Cikk-cakk 6roklésmenet a muslica X nemi kromoszémajan 1évé white gén
példajan

3.1. abra: Két tulajdonsagpar oroklédése Mendel kisérletében

3.2. abra: Egy dihibrid 6roklésmenet szemléltetése Punnett tablazattal

3.3.abra: Mendel masodik torvénye szexudlisan szaporodé haploid eukariétakra is al-
kalmazhaté
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http://www.nature.com/nrg/journal/v2/n4/fig_tab/nrg0401_292a_F2.html
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/CBhome.html

© Typotex Kiado

212 Altaldnos genetika

3.7. abra: Hibrid kukorica (kozépen) a két beltenyésztett sziil6i vonallal (két szélen)
http://www.sciencenews.org/view/access/id /49813 /description/HYBRID VIGOR
http://maizeandgenetics.tamu.edu/hybridvigor.htm

3.8. abra: Két gén fliggetlen 6rokl6désének magyarazata a kromoszémak szintjén
4.1. abra: Néhany példa (1., 2, 3., 4.) allélparok elrendezédésére egy homolog kromo-
szomaparon (kék az egyik, piros a masik homolég; A, B, C és D négy 16kusz)

4.2. abra: Thomas Hunt Morgan és Alfred H. Sturtevant a ,fly room”-ban
http://www.benchfly.com/blog/model-organism-week-drosophila-melanogaster-
the-fruit-fly/

http://www.caltech.edu/content/first-genetic-linkage-map

4.3. abra: A kapcsolt gének alléljai nagy gyakorisaggal egyiitt 6roklédnek. Uj allélkom-
binacidk a homolégok kozotti szakaszok kicserélédésével johetnek létre.
http://bio3400.nicerweb.net/Locked/media/

4.4. abra: A homoldgok kozotti szakaszcsere citoldgiai igazolasa kukorica kromoszoé-
man

http://bio3400.nicerweb.net/Locked/media/

4.5. abra: Kiazmak a homol6gok kozott
http://bio3400.nicerweb.net/Locked /media/

4.6. abra: A homolég rekombinaci6 Holliday modellje

4.7. abra: Két 16kusz kozotti crossing over (cr.o.) atlagosan 50% rekombinans termé-
ket eredményez

4.8. abra: Kétpontos térképezés kisérleti sémaja

4.9. abra: Harompontos térképezéssel egyszerre harom gén egymashoz viszonyitott
tavolsagat és sorrendjét lehet meghatarozni

4.10. abra: A Drosophila melanogaster kapcsoltsagi géntérképe
http://bio3400.nicerweb.net/Locked/media/

4.11. abra: Arpa kapcsoltsagi térképe (hét kromoszéma, bal oldalon a térképtavolsag
cM egységekben megadva, sargaval kiemelve a morfolégiai markerek, a tobbi moleku-
laris marker)
http://croptechnology.unl.edu/pages/printinformationmodule.php?idinformationmo
dule=1087488148

4.12. abra: Az egér 16-os kromoszémajanak egy kevesebb, mint 1 cM-nyi szakasza.
Arégidban szamos gén és molekularis marker talalhat6 (kék szinnel jelolve). Az eredeti
tarhelyen az egyes gének részletes adatait megtalaljuk
(http://www.informatics.jax.org/searches/linkmap.cgi?chromosome=16).

Jobb oldalon fekete betlikkel a human ortologok és azok kromoszdmalis lokalizacidja
van feltlintetve.
http://www.informatics.jax.org/searches/linkmap.cgi?chromosome=16
http://www.informatics.jax.org/searches/link-
map.cgi?chromosome=16&midpoint=10.74&cmrange=1.0&dsegments=1&syntenics=0
5.1. abra: Inkomplett dominancia
http://bio3400.nicerweb.net/Locked /media/

5.2. abra: Az eml6sok bundaszinét a C gén szamos allélja befolyasolja

5.3. abra: Sarga (AYA) és vad tipusu (AA) egerek
http://ponderingsofepigenetics.blogspot.hu/2011/11 /fat-yellow-mice-and-identical-
twins.html

5.4. abra: Farkatlan manx macska
http://thecatpictures.onsugar.com/date/2011/7/8
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5.5. abra: 100% penetrancia (minden egyed foltos) és valtoz6 expresszivitas (foltos-
sag mértéke egyedenként valtozd) szemléltetése kutyakon
http://biology-forums.com/index.php?action=gallery:sa=view;id=5196

5.6. abra: A ,lila pigmentaltsag er6ssége” szemlélteti a penetranciat és az expresszivi-
tast. Minden ovalis egy egyedet képvisel, és minden egyed azonos genotipusu.

5.7. abra: Csirke tarajformak

5.8. abra: Komplementer génhatas egy reakciosor két tagjanal

5.9. abra: A redundans gének termékei azonos funkciéval rendelkeznek

5.10. abra: Recessziv episztazis egy reakciosor tagjai kozott

5.11. abra: W allél dominans episztazisa D gén felett

5.12. abra: Auxotro6fok kivalogatasa

5.13. abra: Aminosav auxotroéfok kivalogatasa

5.14. abra: Arginin auxotré6fok kivalogatasa

5.15. abra: Az 1:1 aranyu hasadas igazolja, hogy egyetlen gén mutacidja okozza az
arginin auxotrofiat

5.16. abra: Az arginin auxotr6fok komplementacids csoportokba sorolasanak kisérleti
vazlata

5.17. abra: Az arginin és két rokonvegyiilet, az ornitin és citrullin szerkezeti képlete
5.18. abra: Az arginin bioszintézis itvonal elemeinek sorbarakasa

5.19. abra: C. elegans vulvaless, vad tipusu és multivulva egyedei (fentrdl le)
http://www.nematodes.org/teaching/retired teaching/devbio3/NVD lecture.html
5.20. abra: A C. elegans vulvajanak kialakulasa
http://www.wormbook.org/chapters/www vulvaldev/vulvaldev.html

5.21. abra: Kettés mutansok fenotipusanak megallapitasa

5.22. abra: Egy jelatviteli utvonal elemeinek sorbarendezése a mutans fenotipusok
alapjan

5.23. abra: A jeatviteli titvonal elemek kozotti aktivalasi és gatlasi viszonyok megalla-
pitasa

5.24. abra: A vulvafejl6dést egy konzervalt jelatviteli itvonal szabalyozza
http://www.nematodes.org/teaching/retired teaching/devbio3/NVD lecture.html
5.25. abra: Kloroplaszt gének citoplazmatikus 6roklédése

5.26. abra: Variegalt fenotipust csodatdlcsér novény
http://davesgarden.com/community/forums/fp.php?pid=8107415

6.1. abra: Watson és Crick modellalkotas kézben
http://web.chem.ucsb.edu/~kalju/CSUPERB/public/tutorial/intro.html

6.2. abra: A DNS elsddleges (jobbra) és masodlagos (balra) szerkezete
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

6.3. abra: A DNS térkitolt6 modellje
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

6.4. abra: A szemikonzervativ replikacié bizonyitasa baktériumban
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

6.5. abra: E. coli cirkularis kromoszéma 6 replikacioja

6.6. abra: A DNS szal szintézise 5’ — 3’ irdnyban torténik

6.7. abra: Az eukariota kromoszémak replikaciéja tobb origébdl indul

balra: sematikus abrazolas, jobbra: elektronmikroszképos felvétel
http://bio3400.nicerweb.net/Locked/media/

6.8. abra: A replikacids villdban egyik szal szintézise folyamatos, a masik szalé szaka-
SZ0S

6.9. abra: Primaz, primer, ligz szerepe a replikacioban
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http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

6.10. abra: A replikaci6 attekintése
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

6.11. abra: A két 4j szal szintézise egyetlen pol III dimer altal, az elmaradé szal
templatjanak kihurkolédasaval valésul meg
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

6.12. abra: A replikaci6 alatt azonnali hibajavitas m{ikédik (proof-reading repair)
6.13. abra: Linearis DNS molekulak végreplikacids problémaja
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

6.14. abra: A telomer szerkezete, és Ujjaépiilése a telomeraz komplex altal
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

6.15. abra: Kromoszoma ,a fodrasznal”

http://www.scilogs.com/stripped science/

7.1. abra: A DNS mindkét szala szolgalhat genetikai kodként

7.2. abra: Egy szakaszon a DNS egyik és masik szala eltéré kddot jelent, eltér6 RNS
szekvenciat hataroz meg

7.3. abra: A transzKkripcio attekintése
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.4. abra: Az E. coli RNS-polimeraz o7%-faktor altal felismert promoéterek konszenzus

szakaszai
7.5. abra: RNS szintézisnél a DNS kett6s hélix lokalisan felnyilik (transzkripciés bubo-
rék)

http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.6. abra: Intrinsic (p-fiiggetlen) transzkripci6 terminacio
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.7. abra: TranszKripci6 iniciacié eukariotakban
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.8. abra: Capping - az RNS 5’ végi mddositasa

7.9. abra: Poliadenilacié - az RNS 3’ végi modositasa

7.10. abra: Az exonok kozé ékel6d6 intron szakaszok az érés soran kivagédnak

7.11. abra: A gén és a roéla képzddott érett mRNS hibridizaci6jakor a DNS molekula
intron szakaszai kihurkol6dnak, mert az érett mRNS-ben nincs homolég szakaszuk
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0OL2060/CBhome.html

7.12. abra: Egy génrol egyszerre tobb RNS transzkriptum képzddik, ez mikroszképo-
san feny6fara emlékeztet6 struktiraként jelenik meg (a ,fa teteje” a gén elejének, ,alja”
a gén végének felel meg, egyre hosszabb ,agakkal”, vagyis levalo transzkriptumokkal).
A splicing ko-transzkripcionalisan zajlik, ez a bal oldali felvételen megfigyelhetd.
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.13. abra: A splicing folyamatanak attekintése

7.14. abra: A splicing két egymast kovetd transzészterifikalasi reakcioval valosul meg
7.15. abra: Alternativ splicing formak

7.16. abra: Egy tRNS prekurzor és érett formaja

7.17. abra: Eukariota rRNS-ek érése

7.18. abra: A gén és fehérje kozotti kolinearitas igazolasa Yanofsky kisérletében

7.19. abra: A kédszotar
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/CBhome.html

7.20. abra: Prokariota riboszéma sematikus dbrazoldsa a kotott mRNS-sel és a no-
vekvd peptidlanccal
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html
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7.21. abra: Prokari6ta riboszéma nagyfelbontasu szerkezeti modellje (fent). Antibio-
tikumok, melyek a peptidlanc kivezet6 csatornanal (exit tunel) blokkolnak (lent).
http://www.weizmann.ac.il/sb /faculty pages/Yonath/home.html

7.22. abra: tRNS masodlagos és harmadlagos szerkezete
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.23. abra: Aminoacil-tRNS szintézise
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.24. abra: A kodon-antikodon kapcsolddasban ,16tyogés” is el6fordul

7.25. abra: Prokaridta (monocisztronos) és érett eukariéta mRNS-ek szerkezete
7.26. abra: A transzlacié 1épéseinek attekintése
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.27. abra: Transzlacio iniciacié (prokariéta)
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.28. abra: Transzlaci6 elongacio
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

7.29. abra: Transzlaci6 terminacid
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

8.1. abra: Sarga-fekete mozaikos Labrador retriever (lent) és sziilei (fent)
http://www.ashgi.org/color/Aussie somatic mutations.html
http://greenstonelabradors.com/understanding-mismarks-in-the-purebred-
labrador/

http://www.wallpaperswala.com/labrador-retriever/

8.2. abra: Mutacids rata (1/7) és mutacids gyakorisag (1/4) szemléltetése

8.3. abra: A fluktuacios teszt kivitelezése

8.4. abra: A fluktuacios teszt eredményének magyarazata

8.5. abra: Replikazassal igazolhatd, hogy a fagrezisztenciat okozé mutaci6 spontan, a
faggal valo talalkozas el6tt 1étrejon a baktériumokban

8.6. abra: A bazisok normal és ritka tautomer formainak parosodasa

8.7. abra: Ismétlédéseket tartalmazo6 szekvenciak replikacidjanal a szalak elcstszasa
inszerciohoz vagy delécibhoz vezethet

8.8. abra: Az etidium-bromid interkalaci6ja két szomszédos bazispar kozé torzitja a
kettds spiral szerkezetét, és ez zavart okoz a replikaci6 soran

a4

8.10. abra: A pontmutaciok megvaltoztathatjak a gén exon-intron szerkezetét

8.11. abra: Az Ames-féle mutagenitasi teszt alapja

8.12. abra: Ames teszt tovabbfejlesztett valtozata

9.1. dbra: A B-galaktozidaz enzim a lakt6zt galaktozra és gliikézra hidrolizalja

9.2. abra: A lac operon felépitése és negativ szabalyozasa
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

9.3. abra: A szabalyozhat6 lac prométer és kornyezetének szerkezete szekvencia szin-
ten

9.4. abra: A Lacl represszor tetramerként kotédik a tiikkdrszimmetrikus szekvenciaja
operator régiéhoz

9.5. abra: A sejtek két cukorforras koziil el6bb a gliikdzt fogyasztjak

9.6. abra: A cAMP-CRP komplex a kot6helyének és a promoter tavolsaganak fliggvé-
nyében kétféleképpen segitheti a transzkripcio iniciaciot

9.7. abra: A cAMP-CRP komplex tiikorszimmetrikus szekvencidhoz kotédik

9.8. abra: A (-galaktozidaz enzim két kromogén szubsztratja (X-gal, ONPG) és a lac
promoter kivalo indukalészere (IPTG)
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9.9. abra: A trp operon negativ szabdlyozasa a represszor fehérje és a triptofan mint
korepresszor altal
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

9.10. abra: A trp operon szabdlyozasa attenuaciéval

a) a leader mRNS szerkezete

b) és c) a leader mRNS szekvenciaja és a transzkripcié terminacios szabalyozas szem-
1éltetése

http://bio3400.nicerweb.net/Locked/media/

10.1. abra: Dolly, az els6 klénozott eml6s , egyik mamajaval”
http://life.nthu.edu.tw/~b851622/Biology/original%5B1%5D.htm

10.2. abra: Az eukariéta gének transzkripcionalis szabalyozasa az egyszeriibb mecha-
nizmusoktol a komplex szabalyozasi rendszerekig valdsulhat meg

a) Egy eukariota sejt egyszer( transzkripciondlis génszabalyozasi rendszere

b) Egy tobbsejtli eukaridta szervezet génszabalyozasi elemei

(részletek kés6bb a szovegben)

http://bio3400.nicerweb.net/Locked/media/

10.3. abra: Egy eukariota gén szerkezete a magpromdterrel és promoter proximalis
elemekkel

10.4. abra: Az enhancerhez kot6d6 aktivator fehérjék tavolba hatdsa a DNS meghajlasa
révén valosul meg
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

10.5. abra: A Drosophila Antennapedia mutdnsa egy transzkripciés faktor génben hi-
bas

10.6. abra: Transzkripcios faktorok DNS-koté doménjeinek szerkezete
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BI0L2060/CBhome.html

10.7. abra: Allati szervezetek transzkripciés faktor adatbazisaban jelenleg fellelhet
transzkripciés faktorok (TFs), kofaktorok (CoFs) és kromatin remodeling faktorok
(CRFs) szama taxondmiai egységenként

http://www.bioguo.org/AnimalTFDB

10.8. abra: Novényi szervezetek transzkripcids faktor adatbazisaban jelenleg fellel-
het6 transzkripcios faktor és mas transzkripcionalis regulator (kofaktorok, kromatin
remodeling faktorok) csaladok

http://pIntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/

10.9. ébra Egy gén szévetspecifikus transzkripcioja a szabalyozoé transzkripcios fak-

1082

10.11. abra: A hisztonok kovalens moédositasa (metilacié, acetilacio, foszforilacié) és
hiszton valtozatok (példaul CENP-A) beépiilése a nukleoszomaba befolyasolja a
kromatin szerkezeti és funkcionalis sajatsagait
http://www.nature.com/scitable/topicpage/chromatin-remodeling-in-eukaryotes-

1082

10.12. abra: A DNS metilaci6 egy epigenetikai jelenség, mely befolyasolja a kromatin
szerkezetét és a gének kifejez6désének mértékét
http://www.nature.com/scitable/topicpage/chromatin-remodeling-in-eukaryotes-

1082
10.13. abra: A pozicié-fiiggé variegacio (PEV) egy gén helyének megvaltozasaval jaro
génkifejez6dés megvaltozasabol adodik
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http://www.biology.wustl.edu/faculty/elgin /hp1&hp2.html

10.14. abra: Xenopus laevis oocyta sejtmagjanak elektronmikroszkdépos felvétele. A
fekete pottyok az extrakromoszomalis nukledluszok (nukleolin antitest festés).
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11171376

10.15. abra: A Drosophila ivarmeghatarozasi rendszerében az alternativ splicing je-
lentds szerepet jatszik (részletek a szévegben)

10.16. abra: mRNS-ek féléletidejének fiiggése a 3’ UTR-ben jelen 1évé AUUUA motivum
szamatol

10.17. abra: 2002-ben a Science magazin a szabalyozé RNS-eket tekintette az év tudo-
manyos attorésének

10.18. abra: miRNS-ek keletkezése, érése és hatasa
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érvényesek a kétszeresen heterozigota F1 egyedek ivarsejtképzésekor. Mivel az egyik
(sd1) illetve a masik (se1) l6kuszt hordoz6 két homolég kromoszémapar egymastol
fliggetleniil viselkedik a meiozis soran, az altaluk hordozott 16kuszokhoz tartozoé allél-
parok is egymastdl fliggetleniil szegregalnak az ivarsejtekbe.

Ebben a fejezetben lathatjuk, hogyan ismerhetjiik fel a fiiggetlen 6rokl6dést, illetve
azt, hogy a fliggetlen 6roklédés szabalyszerliségeinek ismerete miként hasznosithatd
torzsek létrehozasaban, akar a mezégazdasagi nemesitésben, akar az alapkutatasban.

Miel6tt ismertetjiik Mendel masodik, a fiiggetlen 6roklédés torvényéhez vezetd ki-
sérleteket, ismerkedjliink meg néhany fontos genetikai jeloléssel!

Ha egy diploid szervezet genotipusanak leirasakor két (vagy tobb) gént tiintetiink
fel, akkor:

e Pontosvessz6t tesziink az allélparok ko6zé, ha a gének kiilénb6zd kromoszémakon
helyezkednek el, példaul:
A/a; B/b

Egy allélpart, mint azt korabban ismertettiik, egymastol tortvonallal (,perjellel”)
valasztunk el. A perjel 1ényegében egy homoldg kromoszémapar tagjait valasztja el
egymastodl. Ennek az esetnek az értelmezése a kromoszomak szintjén:

Egyik kromoszoma Masik kromoszoma
egyik homolog tag —— s —mmm——— 2ovyilk homolog tag
- . a b » .
masik homolog tag ——— —T— masik homolog tag
A7 Lokusz B lokusz

e Ha a szoban forg6 két 10kuszrol tudjuk, hogy azonos kromoszéman helyezkednek
el, akkor a gének egyik alléljat a perjel egyik oldalara sorba irjuk, a gének masik
alléljat pedig a perjel masik oldalara, példaul:

AB/ab vagy Ab/aB

Vegyiik észre, hogy bar mindkét fenti genotipus A és B gén tekintetében heterozi-
gota, a kétjelolés mégis megmutat egy 1ényeges kilonbséget a két genotipus kozott:
azt, hogy a két gén alléljait milyen kombinaciéban hordozza az egyik, illetve a masik
homol6g kromoszoma tag. A fenti két esetet sematikusan, a kromoszomak szintjén
az alabbiak szerint dbrazolhatjuk:
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Egy kromoszoma

Egy kromoszoma

. . A B A b
egyik homolog tag egyik homolog tag

o ‘ b o a B
masik homolog tag masik homolog tag

VAT 10kusz LB lokusz JATIokusz BT lokusz

A tovabbiakban fontos lesz, hogy ezt a jel6lésmddot értelmezni és alkalmazni tudjuk.

e Ha a keresztezés felirasakor nem tudjuk, hogy két gén kiilonb6z6 vagy azonos kro-
moszéman helyezkedik-e el, akkor egy ponttal valasztjuk el a két allélpart, példaul:
A/a-B/b

Ahogy egy génre nézve heterozigéta egyedet (4/a) monohibridnek is nevezhe-
tiink, ugy két génre nézve heterozigota egyed pedig (A/a - B/b) a dihibrid. A
dihibrid keresztezés két tulajdonsagparra nézve heterozigota egyedek keresztezé-
sét (vagy dihibrid egyed 6nmegtermékenyitését) jelenti.

3.1. Mendel II. téorvénye: a fiiggetlen oroklodés
torvénye

A legtobb keresztezésben, melyet Mendel a veteményborsdval végzett, két tulajdon-
sagparban kiilénbo6z6 tiszta vonalakbo6l indult ki, vagyis két jelleget vizsgalt egyszerre.
Szerencsés modon, a Mendel altal vizsgalt jellegek hatterében all6 gének egymastol
fliggetleniil 6roklédtek (kiilonb6zé kromoszéman, vagy egy kromoszéman tavol he-
lyezkedtek el a 16kuszok, lasd még a Kapcsoltsagrol szolo 4. fejezetben). Ez tette lehe-
tévé, hogy Mendel felismerje azt a genetikai torvényszertiséget, mely két fliggetlentil
o0rokl6do génre érvényes.

Az els6, Mendel altal egyiitt vizsgalt két tulajdonsagpar a borsészem szine (sarga
vagy zold) és a borsdszem alakja (gombolyl vagy rancos) volt. Korabban mar lattuk,
hogy a sarga és a zold szemszin esetén a sarga dominal a z6ld felett (emlékeztetdiil:
Y/Y sarga x y/y zold - F1 Y/y mind sarga), a monohibrid keresztezés (Y/y x Y/y) utodai
kozott pedig 3:1 fenotipusaranyban keletkeznek sarga és zold magok (3 Y/-:1y/y).

A szem alakjanak 6rokl6dését 6nmagaban vizsgalva Mendel hasonl6 eredményt ka-
pott. A dominans fenotipus a gdmbolyd, a recessziv pedig a rancos, és az F2-ben 3:1
gombolyl:rancos aranyt kapott.

Nézziik, mi torténik a két jelleg egylittes vizsgalatakor (3.1. abra)!

A keresztezésbe vitt sziildi tiszta vonalak geno- és fenotipusa:

R/R-y/y x r/r-Y/Y

goémboly, zold

www.interkonyv.hu
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¥4 -e a gombolytu magvaknak sarga
¥ F2 gombolyu <

Va-e a gombolyt magvaknak zold

%4 -e a rancos magvaknak sarga
Y4 F2 rancos

Y4 -e arancos magvaknak zold

Ez megfelel egy alapvetd statisztikai torvényszeriiségnek: két fliggetlen esemény
egylittes bekovetkezésének valdszinlisége egyenld a kiilon-kiilon vett bekovetkezési
valésziniiségiik szorzataval. igy kapjuk meg a 9/16 : 3/16 : 3/16 : 1/16 aranyt. Mas-
képp fogalmazva: ha két esemény egylittes bekovetkeztének valdszinlisége megegye-
zik a kiilon-kiilon vett bekovetkezési valoszinliségek szorzataval, akkor a két esemény
egymastol fliggetlen. Ez a gondolatmenet vezette Mendelt az 6rokl6dés masodik alap-
torvényének megfogalmazasahoz: a kiilonb6z6 génparok tagjai a gamétaképzodés
soran egymastol fiiggetleniil valnak szét (szegregalnak). Mai tudasunk szerint pon-
tositva a torvényt: a Kiilonb6z6 kromoszémaparokon (vagy ugyanazon kromoszoé-
man egymastdl tavol, 1asd errdl a 4. kapcsoltsag témakorében irtakat) elhelyezked6
gének a meiodzis soran egymastol fiiggetleniil szegregalnak.

A 9:3:3:1 ardny a gamétak szintjén is levezethetd. Ezt is szemléltethetjiik
agdiagrammal:

a R allelt tartalmazo gametak Y2-e I allelt hordoz
a gametak 'z2-e R allelt hordoz <

a R allelt tartalmazo gameétak '2-e y allelt hordoz

a 7 allelt tartalmazo gametak '2-e 1 allelt hordoz
a gametak 'z-e r allélt hordoz

ar allelt tartalmazo gametak 2-e y allelt hordoz

A két génpar tekintetében tehat egy dihibrid egyedben négyféle gaméta keletkezik
egyenl aranyban, ha a két gén szegregalasa egymastol fliggetlen:

W RY

Y R;

YrY

Yary

Vegyiik észre, hogy itt egyszerre alkalmaztuk Mendel els6 és masodik torvényét (1.
- egy génpdr tagjai szegregalnak a meidzis sordn, a gamétak egyik fele a génpar egyik
tagjat, masik fele a génpar masik tagjat kapja; II. - két génpar tagjai egymastol fligget-
lentil szegregalnak az ivarsejtképzddés soran).

A négyféle genotipus a ndi és a himivaru gamétakra egyarant jellemz6. A gamétak
random parosodasabdl - elegendden nagyszamu F2 utdd esetén - kirajzolodik a
dihibrid keresztezésekre jellemz6 9:3:3:1 fenotipusos arany. Punnett tablazatban ab-
razolva attekinthet6 formaban tiintethet6k fel a négyféle genotipusu him és ndi
gamétak random fzi6jabdl keletkez6 utdd genotipusok, valamint az egyes genotipu-
soknak megfelel6 fenotipusok (3.2. abra).
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A fenti elméletet Mendel tesztelte is. Azt kellett bizonyitani, hogy a dihibrid egyedek
valoban 1:1:1:1 ardnyban hozzak létre a négyféle genotipusti gamétat. Ehhez Mendel
teszteld keresztezést (test cross) végzett, melyben a dihibrid egyedeket tn. tesztel
vonallal (kétszeresen homozigota recessziv) keresztezte. Mivel a teszteld sziil6 minden
gamétdja recessziv allélkombindaciot (r;y) tartalmaz, ezzel nem fedi el a dihibrid altal
létrehozott gamétak allélkombinacioit, tehat az utédok fenotipusa és azok aranya egye-
nesen tiikrozi a dihibrid sziil6 altal létrehozott gamétak allélkombinaciéit. A teszteld
keresztezés és eredménye genetikai szimbodlumokkal (az atlathatosag kedvéért az
egyes szil6ktol szarmazo allélokat szinkodd jelzi):

P R/r;Y/y x r/r;y/y
dihibrid szul6 teszteld szuld
F1 genotipus fenotipus

YaR/r;Y/y gombolyli-sarga
YaR/r;y/y gombolyl-zold
Yar/r;Y/y rancos-sarga
Yar/r;y/y  rancos zold
A tesztel6 keresztezésben Mendel megkapta a vart 1:1:1:1 fenotipus aranyt, ami
igazolta modellje helyességét.

Az 1900-as évek elején eukariota szervezetek széles spektruman tesztelték és ta-
l1altak altalanosan érvényesnek Mendel két torvényét. A 3:1, 1:1, 9:3:3:1, 1:1:1:1 Un.
mendeli szamaranyok, melyek két alapvet6 oroklédési torvényszerliséget, az egyenld
szegregacio és a fliggetlen hasadas torvényét igazoljak.

Ezek a torvények nemcsak diploid, hanem szexudlisan szaporodé eukariota haploid
szervezetekben is érvényesek, az alabbiak szerint (3.3. abra):

Haploid szulok A:B < a;b

Ket haploid sejt tuziojabol A/a; B/b
keletkezo atmeneti diploid
sejt, melocita

Merotikus termekek 1, 4B
(szexsporak genotipusa; a 1,4:b
szexsporak mitozissal Y,q:B
hozzak létre a negytele Yoa b

genotipusu haploid utodot)

3.3. dbra: Mendel mdsodik térvénye szexudlisan szaporodé haploid eukaridtdkra
alkalmazva
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3.2. A fiiggetlen 6roklodés torvényének alkalmazasai

3.2.1. A fiiggetlen 6roklodés torvényének alkalmazasai: geno- és
fenotipusok keletkezésének becslése keresztezésekben

A klasszikus genetikai analizis kétféle iranyban is lehetséges: 1) egy utdédnemzedék
fenotipusos aranyaibol kovetkeztetiink a sziil6k genotipusara (és az 6rokl6dés mod-
jara), 2) ismert genotipusu sziil6k keresztezésébdl szarmazé utédok geno- és fenotipus
aranyait elére meg tudjuk becsiilni. Ez utébbira nézve kétféle modszer alkalmazasat
mar megismertiik: a Punnett tabla és az agdiagram (vagy villas eldgazas) mddszerét.
Egy vagy két gén vizsgalata esetén a Punnett tabla jol alkalmazhato, de a szerkesztése
joval id6igényesebb a villas elagazas modszernél akkor, ha ketténél tobb gén 6rokls-
dési mintazatat szeretnénk felirni. Gondoljunk bele, hogy dihibrid sziil6k keresztezé-
sekor a gamétak tipusainak szdma 4 (azaz 22), tehat a Punnett tdbla 16 (azaz 4x4) cellat
tartalmaz. Trihibrid keresztezésnél a gaméta féleségek szama sziilénként 8 (azaz 23), a
Punnett tabla celldinak szama pedig 64 (azaz 8x8). A villas eldgazas mddszerével egy-
szerlibben és gyorsabban irhatjuk fel, allapithatjuk meg a gamétak, illetve az utédok
varhat6 geno- és fenotipus aranyait. Egy dihibrid keresztezéssel szemléltetve (3.4. dbra):

A/a; B/b x A/a; B/b
Szulo1 gameétak Utod genotipusok Utod fenotipusok
LBB —> !,;AABB UB- > Y ,A-B-
B > MAB / /
A “AA £ %Bb > U, AABb | % A-
b > uAb AN N
ubb > Y;AAbb Yabb = 3/ A-bb
B — ‘'aaB
2a -~ “BB - Y, AaBB wB- =~ ¥, aaB-—
TRb s Yaab ya e
Y2 Aa —\9 “Bb > Y, AaBb Viaa \
ubb  — 1y Aabb Yabb = Y5 aabb
/ “BB - Y,;aaBB
4aa —\i “Bb > 1l aaBb
Yabb  —> 1/ ;aabb

3.4. dbra: A villas eldgazads médszerének alkalmazdsa utédok geno- és fenotipusanak
becslésére

Minden gén esetében haromféle genotipus keletkezik, tehat a lehetséges genotipu-
sok szama dihibrid keresztezésekben 32, trihibrid keresztezésekben 33 és igy tovabb.
Alehetséges fenotipusok szama pedig - mivel egy gén esetén kétféle lehet —, 22 dihibrid,
23 trihibrid stb. keresztezésekben.

Ha egy keresztezésben tobb gént tekintiink egyszerre, és ezek egymastdl fiiggetle-
niil 6roklédnek, akkor egy bizonyos genotipussal rendelkez6 utéd keletkezési valoszi-
nliségét a teljes utddpopulacioban egyszeri statisztikai szamitassal becstilhetjiik. Ek-
kor a fliggetlen eseményeket kiilon-kiilon tekintjiik, és a szorzasi szabalyt alkalmazzuk.
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L. mind 4/a
O
3. 4{4/8%%/4{/::; \Saa\uru

3.5. dbra: Beltenyésztés sordn a heterozigotdk ardnya generdciordl generdciora
csokken, a homozigdtdk ardnya pedig nd

Ha 256 darab filiggetleniil 6rokl6dé gén mindegyikére nézve heterozigdta egyedet
onmegtermékenyitéssel nyolc generacion keresztiil szaporitunk, akkor a nyolcadik ge-
neracioban atlagosan mindossze egy gén marad heterozigéta formaban (1/2s6) a 256
génbdl. A mddszer tehat eredményesnek tekinthetd tiszta vonalak létrehozasahoz.

Nézzilink egy olyan nemesitési sémat, melynek célja egy négyszeresen homozigota
novényvonal létrehozasa. A négy gént mindeniitt azonos sorrendben irjuk fel. + jel je-
16li a vad allélt minden gén esetén, a mutans allélokat pedig — melyeket homozigéota
formaban egyesiteni kivanunk - 1, 2, 3, 4 szamokkal jel6ljik. Itt négy olyan tiszta vo-
nalbdl indulunk ki, melyek egy-egy gén kiilonleges (el6nyds) alléljait tartalmazzak, és
a cél a négy el6nyos tulajdonsag egyesitése egy vonalban. Egy lehetséges nemesitési
séma (3.6. abra):

elsd tiszta vonal masodik tiszta vonal harmadik tiszta vonal negyedik tiszta vonal
/1 +4 o ++ i+ X | 22 0+ L+ + 33 4 |+t A+ A+ A4
Fl VA 2/4+ L+ i+ Fl | /4 /4 34 4/+
onmegtermeékenyites onmegtermékenyites
‘ U1:2/2 4+ +/+ | Keétszeres homozigotak | 4+ 3/3 0 4/4 |

kivalasztasa
Mie)

AN v

Ketszeres homozigotak
keresztezese

l

| 1+ 2/+.3/+ . 4/+ ‘

onmegtermeékenyites

l

Negyszeres homozigotak | 11:2/2:3/3 4/4
kivalasztasa e

3.6. dbra: Egy négyszeresen homozigéta névényvonal nemesitési sémdja

Az igy létrehozott, tobb el6nyds tulajdonsagot hordozo tiszta vonalak (superior
pure lines) kényelmesen fenntarthat6k, szaporithaték sok-sok generacién keresztiil.
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A B
la) .
a n'l—
A B
j—
) N
.
A B
(c) /
a b
A B
(d) X
a b
A8
(e) X
a b
A B
R, T
a b

(%) Eromatida 1 Eromatida 1
- \ centr l'lll‘lﬂ . . _ telomer
b ,‘V Kromatida 1 (kék)
A,
4 /)

/-
Az,

Szalvandorlis

.

irinyva

Eromatida 2
centromer telome

b 2 Kromatida 1 Eromatida 1
a N omer trlmz-L'

~

HF Keresztszerkezet

e/
g % 7 feloldisa L
y . % (rekombinacs _
e Lromatidak képzodése)
4 N
b ¢

__» Keresitszerkezet felolddsa 1.
(heteroduplex kepzodés)

A B A b £
L7
)
a b a B //‘[
A B A b 4
a b a B Kromatida 2 I\'rumullll::z\"
telomer CENIromer
Keresztszerkezet Keresztszerkezet
feloldsasa 1. feloldasa I1.
{rekombinans

(heterodnplex képzades) anilane
kromatidik képzddese)

4.6. dbra: A homoldg rekombindcié Holliday-modellje

www.interkonyv.hu © Deék Veronika, BME

www.interkonyv.hu

© Typotex Kiado

© Deék Veronika



© Typotex Kiado

188 Altaldnos genetika

strathelyt6l 20-30 nukleotiddal 3’ iranyban elhelyezked6 DPE (downstream pro-
moter elem) konzervalt régiok is. Az InR minden prométernél jelen van, a masik két
elem (TATA-boksz, illetve DPE) koziil elegendd csak az egyik jelenléte egy alap pro-
moter miikddéshez.

A minimal eukariéta promoéter 6nmagaban nagyon gyenge. Tovabbi cisz aktivator
elemek (DNS-szekvencidk) sziikségesek a jobb miikodéshez, melyeket szokas szaba-
lyoz6 promaéternek vagy aktivator szekvenciaknak vagy promater proximalis ele-
meknek is nevezni. Ezek a konzervalt szakaszok kiilonb6zd aktivator fehérjék kotodé-
sét segitik eld. Az aktivator szekvenciak a magpromotertdl upstream (5’ irdnyban) ko-
riilbeliil 500 bp-on beliil taldlhaték. A CAAT-boksz az elsé megismert aktivator szek-
vencia, mely a promoter hatasfokat noveli. A masik gyakori elem a GC-boksz (GGGCGG
szekvencia, sokszor tobb képiaban). Tovabbi szabalyozé prométer elemek is ismertek.
A kiilonb6z6 gének szabalyozé promdterei e konzervalt szekvenciak egyedi kombina-

cioit tartalmazzak.
Promdter proximalis elemek Magprométer
" ———— Poliadenilicios
Transzkripeios starthely r
/\ :ranu ripcids starthely RNS heII}

GC-box CAAT-box TATA-box InR  Exon 1 Exon 2 Exon 3 !
DNS—— " o ZE— — ' )
|77 GGGCGG  GCCCAATCT TATAAA | [0 intron T W intron I | 1

=100 -80 -25 +1

5’UTR 3’UTR

10.3. dbra: Egy eukaridta gén szerkezete a magpromdéterrel és promdter proximdlis
elemekkel

10.2.2. Tavolbol hato cisz regulator elemek: enhancerek, silencerek

Az enhancerek olyan DNS-szakaszok (tipikusan néhany szaz bp hosszisaguak), me-
lyek tavolrol képesek a transzkripcié mértékét fokozni, s a gén maximalis aktivitasahoz
jarulnak hozza. A tavoli hatas akar tobb kilobazispart is jelenthet, példaul a T-sejt re-
ceptor alfa alegységét kodold gén enhancere 9 kbp tavolsagra helyezkedik el a
promotertdl. A legelfogadottabb modell szerint az enhancer hatasa ugy valosul meg,
hogy a hozza kot6d6 aktivator fehérjék a DNS kihurkolddasa révén kertilnek kapcso-
latba az alap transzkripcids apparatussal, vagy a szabalyz6 promoterhez kot6do fehér-
jékkel. Az enhancerhez kot6d6 aktivator fehérjék magukhoz vonzhatnak kromatin
szerkezetet befolyasolé (atépitd, fellazit6) koaktivator fehérjéket is (10.4. abra). Elesz-
tében az enhancer sajatsagu szekvenciakat UAS (upstream activator sequences) ele-
meknek nevezik, melyek a promoétertdl csak 5’ iranyban elhelyezkedve miikodnek.
Magasabbrendi eukariétakban az enhancer elemek valtozatos poziciokat foglalhatnak
el: a géntdl (promdtertdl) 5’ iranyban, a génen beliil, vagy akar a gén utan 3’ iranyban.
Tovabbi jellegzetesség, hogy bar az enhancerek meghatarozott szekvenciaju szaka-
szok, hatasuk orientaciotol fiiggetlen. Egy gén transzkripcidjat tobb enhancer is szaba-
lyozhatja. Az enhancerek a kérnyezetiik minden promoéterére képesek hatni, hatasukat
azonban inzulator szakaszok (hatarol6 DNS-elemek) korlatozzak. Az enhancer és a
promoter kozé helyezett inzulator megakadalyozza, hogy az enhancer hasson a
promoterre. Bizonyos inzuldtorok a kromatin konformacié valtozas tovabbterjedését
akadalyozzak meg. Ismeriink transzkripciot gatlé tavoli cisz elemeket is, ezeket
silencereknek nevezziik. A silenceren keresztiil hat6 szabalyoz6 fehérjék gatoljak a
transzkripciot.
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