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BEVEZETES

A prokaridta él6lények életében a génexpresszid
szabalyozasanak célja elsGsorban az, hogy a baktérium
a leghatékonyabban alkalmazkodjon koérnyezetéhez.
Mivel a soksejtii eukariota él61ények sejtjei viszonylag
alland6 kornyezetben ¢élik életiiket, bennik a
génexpresszid szabalyozasanak elsédleges célja nem a
kornyezethez valo alkalmazkodas, hanem a sejtdiffe-
renciacio kiteljesedése az egyedfejlédés folyaman, és a
kifgjlett  él6lény  sejtfunkcidinak — Gsszehangolasa.
Milyen mechanizmusok biztositjdk a  soksejtil
élélényekben, hogy a gének a megfeleld sejtekben, a
megfelel idében és mértékben fejezédjenek ki (azaz
expresszalodjanak)? Melyek azok a DNS-szakaszok,
amelyek a gének kifejez6désében szerepet jatszanak?
Milyen fehérjék és hogyan szabalyozzak a gének
expresszidjat? Milyen szintjei vannak a génexpresszio
szabalyozasanak? A jelen fejezet célja a fenti kérdések
megvalaszolasa.

A differencialis génexpresszio

A soksejtli eukariota éldlények testét kétféle sejt
adkotja (i) az ivarsgjt-vona sejtjei, amelyekbdl a
kifejlett é161ény ivarsejtjei szarmaznak, valamint (ii) a
testi sejtek, amelyekbdl a legtobb él6lényben nem
szarmaznak utodok (a kivételek zomét az ivartalan
szaporodas kiilonféle tipusai jelentik). Vajon a testi
sejtek mindegyikében minden gén expresszalodik? A
kérdés példaul a kdvetkezd kisérlet alapjan eldonthetd.

Egy adott sejttipusbol (pl. maj) szarmazoé kiillonb6zo
CDNS-eket rogzitenek egy nitrocelluloz filterhez
(15.1. abra). Miutan a cDNS-eket mMRNS-ek alapjan
lehet reverz transzkriptdz —enzim  segitségével
szintetizalni, mMRNS-ek pedig csak akkor keletkeznek,
ha egy gén kifejez6dik, egy adott cDNS jelenléte az
jelenti, hogy a neki megfeleld gén kifejez6dik a
vizsgalt sejtféleségben. Ugyanakkor csak az RNS-ekbe
beépiils *P-UTP-t adnak maj-, valamint vese-, és
idegseitekhez - ha egy gén atirédik ezekben a
sejtekben, a rola képz6dé mRNS-ekbe is *P-UTP ¢épiil
be. Ossz-mRNS mintékat izolalnak ezekbdl a maj-,
vese- és agysejtekb6l, hibridizalisk a *P-UTP-vel
megjelolt mRNS-ek-et a nitrocelluloz filterhez kotott,
méjsejtekb6l  szarmazd6 cDNS-ekhez. Az auto-
radiografia moddszerével el lehet donteni, hogy
képzOdott-e az adott sejttipusban olyan mRNS, ami a
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majsejtekben is jelen van. Ha expresszalodott a gén,
képzédatt *P-jelzett mRNS, amely hibridizal a majbol
szarmazé cDNS komplementer szaldval, és az
autoradiogramon sotét folt képzddik (15.1. abra).

Nyilvanvalo6, hogy ha nincs jel az autoradiogramon,
nincs olyan *P-el megjelslt mRNS, ami a cDNS-¢l
hibridizalhatna, vagyis az adott szdvetben nem
expresszalodik az a gén, amelyet a mabol szarmazo
cDNS reprezental. Ugyanakkor a 15.1. abran lathatjuk,
hogy (i) van olyan gén, amely alapjan a maj-, a vese-
és idegsejtekben is képz6dik mRNS. Ebben az esetben
a3.sor 1., 2. és 5. helyén levé ¢cDNS-ek aktin, tubulin,
és riboszomalis fehérje géneknek felelnek meg,
amelyek az un. hdztartdasi gének jellegzetes példai. A
haztartasi gének termékére minden sejtnek sziiksége
van. (i) Vannak olyan gének, amelyek csak az egyik
sejttipusban  expresszalodnak  (itt: csak a
majsejtekben), mas sejttipusokban nem. A jelenség
neve differencialis génexpresszio. (iii) Egy sejttipuson
belill is a kiilonféle gének expresszidjanak mértéke
erfsen valtozé — lasd a 15.1. abra els6é képét. Kell
tehat, hogy legyenek olyan mechanizmusok, amelyek
szabalyozzak, hogy egyrészt mely sejttipusban mely
gének expresszalddjanak, masrészt szabalyozni tudjak
a gének expresszidjanak mértékeét is.

Az MRNS-ek forrasa
Maj Vese Agy
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15.1. abra. A differencialis génexpresszidé bemutatasa.
A képen olyan nitrocelluloz filterekrél késziilt
autoradiogramok vannak, amelyekhez majsejtekbdl
izolalt kiilonb6z6é MRNS-ek alapjan késziilt cDNS-
eket kotottek foltokban., A sziirdpapirokhoz *2P-vel
jelzett maj-, vese-, valamint idegsejtekbdl izolalt
MRNS-eket hibridizaltak. Lathat6, hogy kis szamban
ugyan, de vese- és agymintaban is talalhatoak olyan
MRNS-ek, amelyek a majsejtekben is jelen vannak —
ezek lehetnek példaul a minden sejtben mikddo
haztartasi gének termékei.

A sejtek DNS-tartalma a differenciacié folyaman

Lehetséges ugyanakkor olyan magyarazat is, amely
szerint azért nem expresszalodik valamely gén
valamely sejttipusban, mert a sejt nem tartalmazza az
illetd gént. Elképzelhetd, hogy az egyedfejlodés soran,
mikozben egy testi sejttipus valamely specialis feladat
elvégzésére differencialodik, elveszti azokat a géneket,
amelyekre nem lesz sziiksége hatralevo élete soran. A
feltételezés nem alaptalan. Vannak olyan féreg- és
rovarfajok, amelyek testi sejtjeinek differencidlodésa
soran kromoszomak vagy kromoszéma-részek vesznek
el. (A jelenség neve a kromoszéma-dimintcio,
mechanizmusa pedig a kdvetkezd: kromoszomak vagy
kromoszéma részek erésen kondenzalédnak (tigy, mint
a heterokromatin), majd a sejtosztddasok soran
elvesznek a sejtekb6l.)



Itt emlitjik meg a kromoszoéma(rész) eliminacio-
javal ellentétes folyamatot, a génamplifikdciot, amely
folyamat soran a DNS olykor meglehetdsen nagy
szakaszai replikdlodnak (és néha a kromoszomabol
kivagodva flggetlen életet élnek). A DNS-képidk
tovabb replikalodnak, mialtal néhany (vagy csak
egyetlen) gén kopiaszdma megsokszorozodik. Ismert
példa a selyemhernyd nyalmirigy-sejtjeiben, a gubd
képzddése sordn az ugynevezett selyem-gének
amplifikacidja, valamint az multidrog-rezisztencia gén
amplifikacidja a daganatsejtek bizonyos tipusaiban (a
multidrog-rezisztenciaért felelés fehérje egy pumpa: a
sejthartyaba épiil, és miutan eltavolitja a sejtekb6l a
karos  anyagokat, lecsokkenti a  kemoterapia
hatékonysagat).

Vaon a magasabbrendii é161ények differencialodott
sejtjei tartalmaznak minden gént? A kérdésre a
kovetkez6 két kisérlet is adhat valaszt.

1. A sargarépa-klonozas tanulsaga

Egy kisérletsorozatban sargarépa gyokerébdl szarmazd
sejteket kiilonitettek el és tették egyenként steril
taptalajra (15.2. abra). A répasejt osztédni kezdett, az
utodsejtek ugynevezett kalluszt képeztek. Megfeleld
hormontartalmu taptalajra téve a kalluszbol répa
keletkezett. Az a tény, hogy egyetlen, mar
differencialodott sejtbol ndvényt lehetett regeneralni,
azt jelenti, hogy a kiindulasi sejt tartalmazta mindazt a
genetikai informaciot, amely a sejtek osztddashoz, és a
differencialédasahoz sziikséges, vagyis a répagyokér-
sejtbdl nem veszett el gén.

egyetlen
sejt —

Taptala Egy klonozott répa
15.2. abra. A sargarépa klonozasa. A répa termina-
lisan differencialodott testi sejtjeinek mindegyikébdl
egy-egy répa regeneralhatd, jelezve, hogy a
differencialodott testi sejtek DNS-tartalma nem
valtozott a sargarépa ¢€lete soran.

Az a technika, amellyel egy novény testi sejtjeibol
nagyon sok utodnovényt lehet eléallitani, példa a
kloénozas egyik tipusara, és mindennapos eljaras a
névénynemesitésben. (Klon: egyetlen sgjt vagy él61ény
ivartalan szaporodassal/szaporitassal 1étrejott, azonos
genotipusu leszarmazottai.)

2. A béka-klonozas tanulsaga

Vajon az el6z6 kisérlet mikodik az allatvilagban is?
lgen, amint azt el6szor J. Gurdon az 1960-as évek
kdzepén megmutatta. Gurdon az afrikai karmosbéka
(Xenopus  laevis) ebihal  bélhamsejtjeib6l, a
terminalisan differencialodott sejtek egyik tipusabol
izolalt sejtmagokat (15.3. 4abra). A sejtmagokat
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egyenként olyan meg nem termékenyitett petesejtekbe
iltette, amelyek sgjtmagjat el6zéleg vagy eltavoli-
totta, vagy ultraibolya sugérzassal tonkretette. A testi
sejtek magjat tartalmazd peték némelyikébdl olyan
békéak fejlodtek, amelye utodai ma is élnek (15.3.
abra). Gurdon 2012-ben  Nobel-dijat  kapott
munkassagaért.

A Gurdon-kisérlet elegansan bizonyitja, hogy a béka
bélhdmsejtek orokitéanyaganak anyaga sem csokken a
sgjt-differenciacio soran - és azt is, hogy akar egy
terminalisan differencidlodott sejt génexpressziods
mintazata iS athangolhato. Ezzel a moddszerrel
Hkészitették” tobbek kozott a vilaghirti Dolly birkat is
1996-ban.
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15.3. abra. A béka klonozasa. Béka fejlodhet abbol a
,Zigotabol”, amelyet 1gy hoztak létre, hogy a
sejtmagtol megfosztott petesejtbe ebihal
bélhamsejtjének magjat iltették.

A génexpressziot szabalyozé DNS-szakaszok
tipusai

Nyilvanvalo, hogy a génexpresszid szabalyozasahoz
sziikség van (i) olyan DNS-szakaszokra, amelyek
befolyassal vannak a gének kifejezodésére és (ii) olyan
fehérjemolekulakra is, amelyek szabalyozzak a gének
transzkripciojat. A génexpressziot szabalyozd DNS-
szakaszoknak eukariotakban harom {6 tipusa van.

(1) Prométer

Amint azt a 9. fejezet attekinti, a gén atir6do
részének 5’ vége kozelében van apromoter, aza DNS-
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szakasz, amelyhez - egyebek mellett - az RNS
polimerdz enzim kapcsolodik. Az RNS polimeraz
végzi a transzkripciot, a génexpresszid elsd 1épését.
Eukaridtdkban, hasonldoan a prokariotdkhoz, a
promoter része az A=T bazisparokban gazdag TATA-
(Hogness:) box, az evolucidé folyaman erdsen
konzervalodott szekvenciak egyike (15.4. ébra).
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kb-nyira), és (iii) a gén strukturalis részéhez
viszonyitva 5> és 3’ iranyban, s6t, az intronokban is
lehetnek.

(3) Szilenszer

A szilenszerek olyan DNS-szakaszok, amelyek

csokkentik egy gén kifejezOdésének mértékét. A

szilenszerek is lehetnek az 5’ vagy 3’ iranyban, vagy
akar az intronokban is.

Kotohely
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15.4. abra. A TATA-box 60 eukariota gén promotere
alapjan.

A TATA-box a gén 5 vége kozelében levd kb. 300
bp-nyi DNSszakasz része (15.5. abra). A
prométerben olyan tovabbi DNS-szakaszok vannak,
amelyekhez a transzkripciot szabalyozo fehérje-
molekuladk, un. transzkripcios faktorok kapcsoldd-
hatnak. Minthogy ezek a szekvencidk a gén 5’ vége
kozelében, “felfelé” vannak, élesztOkben UAS-nek
(Upstream Activating Sequences) nevezik oket. A
soksejtii eukariota promoterekben sok esetben nagyon
nagyszamu olyan DNS-szakasz van, amelyekhez
kiilonféle transzkripcios faktorok kapcsolodhatnak. A
kot6dé  transzkripciés  faktorok  tipusa, szama,
kombinacidja, a kapcsolédas helye ¢és erdssége
hatarozza meg, hogy mely sejttipusban és milyen
mértékben expresszalodik az altaluk szabalyozott gén.

(@ Fleszto
TA-gazdag
UAS régié
——H
Kotohely ~100 bp Kédolo
régio
—_—
~300 bp
(b) Soksejtii élolény
- TATA box
Enhanszer Promoéter
(tavoli régio)  (kozeli régio) y —

——

~300 bp

155. abra. A génexpressziot szabalyoz6 DNS-
szakaszok szervezddése egysejtii (élesztd) és soksejtli
eukariota él6lényekben.

(2) Enhanszer

Az enhanszerek olyan DNS szakaszok, amelyekhez (i)
transzkripcios faktorok kapcsolodhatnak, szabalyozva
gének expresszidjat, (ii) amelyek a szabalyozott
gén(ek)tol akar nagyon messze is lehetnek (akar 100

Hogyan szabalyozhatjdk a génexpressziot az

mRNS enhanszerek és a szilenszerek? Ne feledjiik,

hogy a gén a strukturalt kromatin része, vagyis
példaul egy gén prométere ¢és egy adott
enhanszer a DNS-szekvenciaban tavol, de térben
egymas kozelében is lehet. Vannak olyan
fehérjék is, amelyeknek feladata éppen az, hogy
egymas kozelébe hozzak az enhanszert és a promotert.
Tehat a génexpresszid szempontjabol nagyon fontos,
hogy milyen fehérjék kapcsolodnak a génexpressziot
szabalyozd6 DNS szakaszokhoz, és fontos a DNS-
fehérje komplex térbeli szerkezete is (15.6. éabra).
Példaul egyetlen foszfatcsoport jelenléte a DNS-hez
kapcsolodott  fehérjén  mar  dramai  moddon
megvaltoztathatja a génexpresszio jellegét és mértékét.

Kodolo

Prométer szekvfncia

Enhtmszer
—i—

Intenziv
génexpresszio

Mérsékelt
génexpresszio

A gén nem
expresszalodik

15.6. abra. Egy példa: a promoter és az enhanszer,
illetve a hozzajuk kapcsolodd (+) illetve nem
kapcsolodo (—) fehérjék kombinacidinak hatasa a
szabalyozott gén expresszidjara €s az expresszid
mértékére.

A riportergének és a transzgénikus él6lények
szerepe a génexpresszio tanulmanyozasaban

A génexpresszid megfeleld szabalyozasa olyan
mechanizmusokat feltételez, amelyek funkcidoképes
fehérjék képzdodését jelentik (i) az egyedfejlodés
megfeleld szakaszdban, (ii) a megfeleld sejtekben és
(iii) a megfelel6 mértékben. Hogyan |ehetne
azonositani azokat a DNS szakaszokat, amelyek egy
adott gén kifejez0dését szabalyozzak? Hogyan lehetne
kideriteni az egyes szakaszok szerepét a gén
kifejez6désében? A riportergének elegans megoldast
adnak a fenti kérdések megvalaszolasara (15.7. abra).



Kromoszoma

AzE. coli X

LacZ génje

v
B-galaktozidaz

A szabalyozé
szekvencia

15.7. abra. Egy Drosophilaban alkalmazott riporter-
konstrukcié szerkezete. EQy transzpozon kétoldali
forditva ismétlédé szekvenciai (IR) a kovetkez6 DNS-
szakaszokat fogjak kozre: (i) azt, amely a riportergén
expresszidjat szabalyozza. (Ugyanez a szekvencia
szabalyozza a +-szal jellt tanulmanyozni kivant gént)
expressziojatl) (ii) a riportergént (itt az E. coli lacZ
génjét), valamint (iii) egy Ggynevezett markergént (a
markergén itt mini-w*, ami a W/w — fehér szemii -
hattéren narancssarga szemszint eredményez). A fenti
elemeket hordozé DNS-szerkezet a kromoszomak
egyikébe inszertalodott (4« ). A kromoszoémak annak a
génnek a két ép kopidjat (+) is hordozzak, amelynek
az expresszidjat szabalyozo elemeket és szerepiiket
kivanjuk megismerni.

Vegyiik azt a DNS-szakaszt, amely tartalmazza
azokat a szekvencidkat, amelyek a vizsgalt gén
kifejez6dését szabalyozzak (15.7. abra). Készitslink
egy olyan rekombinans konstrukciot, amely kiillonb6z6
eredetli DNS-darabokbol all: ligaljuk a vizsgalando
szabalyoz6 DNS-szakaszt példaul az E. coli lac
operonjanak lacZ génjével (a lacZ gén a B-
galaktozidaz enzimet kodolja) A konstrukcidban a
lacZ gén expressziojat tehat a mesterségesen hozza
kapcsolt szakaszok szabalyozzak. Ennek megfeleléen
alacZ gén expresszidja (azaz a f-galaktozidaz enzim
képz6dése) pontosan ugy alakul, amint a
tanulmanyozand6 gén expresszidja: a lacZ gén, mint
egy riporter tudosit a vizsgalando (+) gén

Ertheté, hogy a lacZ gént
rlportergennek nevezik. A B-galaktozidaz
aktivitdsanak kimutatdsahoz egy olyan szintelen X-gal
nevii (B-galaktozid tipusu laktdz-analog) vegyiiletet
hasznalnak, amelyb6l a -galaktoziddz enzim hatasara
kékszinli vegyiilet képzddik (15.8. dbra). Néhany mas
riportergén is “forgalomban van”, mint példaul a
luciferdz enzim, amelynek miikodése miatt vilagitanak
a szentjanosbogarak, a CAT (kloramfenikol-acetil-
transzferaz) vagy a ma mar leggyakrabban alkal mazott
riporter, egy meduzafaj zélden fluoreszkdlé proteinje,
a GFP, illetve sokféle szinben vilagito ,;rokonai”
(YFP, CFP, RFP..).

A riportergén kifejezddésének iddétartama fiigg a
sejten beliili sorsatol. (i) A riportergént is tartalmazo
konstrukcidt példaul plazmidban eukaridta sejtekbe
juttatjak (transzfektaljak), és tgynevezett tranziens
génexpresszi6  soran  kdvetik a  riportergén
expressziojat. A sejtekbe juttatott DNS-szakaszok egy
ideig jelen vannak, és mikdédnek a transzformdlt
sejtekben, majd degradalodnak. (ii) A rekombinans
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konstrukcidt beleiiltetik a genomba. Erre alkalmasak
példaul a transzpozonok: a mesterséges DNS
»széleire” egy transzpozon forditva ismétlodo
szekvenciait ligaljak, és vektorban ivarsgjt-vona
sejtekbe juttatjdk. Természetesen transzpozdz enzim
jelenlétében, hogy a “szerkezet” eredeti helyérdl
kivagodhasson és a  kromoszomalis DNS-be
inszertalédhasson.  fgy  olyan  transzforméansok
képzddnek, amelyek stabilak, és genomjuk atadasaval
utddaikra is Orokitik a transzgént. Az ivarsgt-
transzformacid soran 1étrejovo ¢élélények
transzgenikusak: sajat DNS-ik mellett idegen fajbol
szarmazd (vagy akar mesterségesen eldallitott) DNS-t
is hordoznak. A megfeleléen megtervezett transzgén
nem befolyasolja a sejtek normalis funkcidjat.

A szabalyozd elemeket tartalmazé DNS-szakaszok
egyes részeit, kiilonb6z6é kombinacidit a riportergénnel
kombinalva specifikus génexpressziot szabalyozo
szakaszokat lehet azonositani, és szerepiiket vizsgalni
a génmiikodés szabalyozasaban (15.8. abra).

Z A transzgén expresszidja  Here Kozpont Szamy-
rel z embrioban arvibar ’ k y
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6. transzgén AT 8
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15.8. abra. Riportergén felhasznalasa annak

vizsgalatara, hogy milyen DNS-szakaszok biztositjak a
Drosophila Ketel génjének expressziojat a kiilonféle
sejttipusokban. A transzgénekhez tartozd vastagitott
szakaszok azt mutatjdk, hogy a prométer mely
szakaszai voltak a lacZ génnel kombinalva. A kéken
fest6dd szovetekben a B-galaktozidaz riportergén
expresszalodik. A% jel egy olyan in vitro indukalt
mutacié helyét mutatja, amely megsziintetette egy
transzkripcids faktor kotdhelyét. (Részletesen lasd:
Villanyi et al. Mech. Dev. 125, 822-831206, 2008.)

A DNS-koto fehérjék jellemzoi

A génexpresszio szabalyozasanak tovabbi fontos
tényezdi a fehérjék. Koziilik a transzkripcidt ,,végzd”
RNS polimerazok szerepe kézenfekvd, de az eukariota
gének transzkripcidjdhoz nem elegenddek az RNS
polimerazok. A transzkripcid iniciaciojahoz sziikség
van arra, hogy a promoéter megfeleld szakaszdhoz
transzkripcios faktorok (TF-ek) kotédjenek (15.9.
abra).

Az dltaldanos transzkripcios faktorok Olyan fehérjék,
amelyek kozvetlen szerepet jatszanak a transzkripcid



szabalyozasaban. Példaul a TFIID a TATA-boxhoz
kapcsoladik, és kotdédése ugy valtoztatja meg a fehérje
és a DNS térbeli szerkezetét, hogy tovabbi TF-ek,
valamint az RNS polimeraz |l is csatlakozhat a
komplexhez, és végiil elkezdddhet a transzkripcid. TF-
ek azonban nemcsak a promoterhez, hanem az
enhanszerekhez és a szilenszerekhez is
kapcsolodhatnak. A minden sejtben jelen 1évé
altalanos TF-eken kivil a specifikus TF-ek csak
bizonyos tipusu sejtekben, az egyedfejlédés bizonyos
stidiumaiban fejtik ki hatasukat, biztositva a
differencialis génexpressziot.
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15.9. abra. Az eukariota gének transzkripcidjahoz
nem csak az RNS polimerazra, hanem altalanos (és
specifikus) transzkripcids faktorokra is sziikség van.

DNS-koté fehérjemotivumok

Azok a fehérjék, amelyek a DNS-hez
kapcsolodhatnak, tartalmaznak olyan funkcionalis
egységeket  (doméneket), amelyek ehhez a
kapcsolodashoz sziikségesek. A legfontosabb DNS-
kotd motivumok a kovetkezok (15.10. abra):

(1) A hélix-turn-hélix motivumot tartalmazoé fehérjék
dimert képezve kapcsolodnak a DNS-hez, ugy, hogy a
hélixek egyike a DNS nagy arkaba illeszkedik, és
felismeri a bazisparok megfeleld szekvenciait. Hélix-
turn-hélix motivumot tartalmaz egyebek kozott a
triptofan-operon expressziojat szabalyozd represszor
fehérje, vagy a testszelvények kialakulasaban fontos
szerepet  jatszo, késébb  bemutatasra  keriild
ugynevezett homeodomén.

(2) A cink-ujj motivumokban egy Zn**-ion tigy létesit
kapcsolatot négy ciszteinnel, hogy a kozbensd
aminosavak kétdimenzidés abrazolasokon Ujjszerii
kitiremkedést képeznek. Ezek a fehérjerészletek
szintétn a DNS nagy arkaba illeszkednek, és a
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megfeleld bazispar-sorrendet felismerve a DNS-hez
kapcsoljak a fehérjét. A Zn-ujjakat tartalmazo fehérjék
jellegzetes példai a szteroid hormon receptorok (lasd
16. fejezet).

(3) A leucin-cipzdrak szintén dimert képeznek, a
hidroféb leucin oldallaincok cipzarszeriien illesz-
kednek egymashoz, mikozben DNS-koto fehérje-
motivum alakul ki (15.10. abra). Leucin-cipzart
tartalmaz néhany, a sejtosztodasban szerepet jatszd
transzkripcios faktor (funkcionyeréses mutaciojuk sok
esetben rakos daganat forrasa).

(4 A hélix-hurok-hélix (angolul helix-loop-helix)
motivum példaul az immunglobulinok és bizonyos
izomfehérjék szintézisét kodold gének expresszidjat
szabalyozé fehérjékben talalhaté meg.

15.10. abra. A DNS-k6t6 fehérjemotivumok tipusai.

A kromatin és génexpresszio

Az eukariota génmilkodés szabalyozdsaban a
kromatinnak is oriasi szerepe van. Az eukariota genom
nagy (emberben ~3x10° bp). Nem kis feladat a
genomonként kb. 10-30 ezer gén kozott a megfelel6t
megtalalni, be- vagy kikapcsolni. Annal kevésbé, mert
a DNS nukleoszomékba van tekeredve, a
nukleoszomak pedig szupertekercseket képeznek.
Ismertek olyan kromatin-fehérjék, amelyek “nyitva
tartanak” bizonyos kromatin-szakaszokat, masok mas
kromatin-szakaszokat “6rokre bezarnak”. Vannak
olyan fehérjék, amelyek a kromatinhoz kapcsolodva a
transzkripciora  alkalmas, nyitottabb teriiletekre
iranyitjak a transzkripcios faktorokat.

Az X-kromoszoéma inaktivacid a génexpresszid
szabalyozasanak olyan tipusa, amely nénemii emldsdk
sgjtjeiben az egyik X-kromoszoma nagy részét, és
ezzel egyiitt persze a benne levé géneket inaktivalja.
Az inaktivacio alapja a kromatin erés feltekeredése
(Barr-test képzédése; 15.11. abra). ,Ertelme” pedig
az, hogy a n6- (XX) és a himnemiek (XY) sejtjeiben a
X kromoszomahoz kapcsolt gének termékeinek dozisa



azonos legyen a sejtekben. Az X-kromoszoma
inaktivacié mechanizmusa a déziskompenzacio egy
fajtaja.

Xist gén

l Transzkripcio

—m - ., ,
— — koromoszéméahoz
a—

—— ko6t6do Xist RNS

Heterokromatinizacio,
kromoszoma-inaktivacio

15.11. abra. Az X-kromoszoéma inaktivacié mechaniz-
musanak modellje. Az inaktivacié elsé 1épésében az
X-kromoszoémahoz kapcsoltan 6roklddé  Xist gén
transzkripcioja nyoman tgynevezett interferald RNS
molekulak képzddnek. Az interferaldé RNS molekulak
ahhoz az X kromoszémahoz kotédnek, amelyen levd
Xist gén alapjan képzdédtek. A kotddés hatasara hiszton
metilaciok és deacetilaciok jatszodnak le (lasd
késobb), heterokromatin képzddik, mikozben az X
kromoszéma inaktivalodik. Az abra jobb oldala egy
Barr-testet mutat, amely az egyik hetero-
kromatinizalédott X kromoszoma.

A kromatinszerkezet szabalyozasara  tobbféle
lehet6ség is van. Az emlGsok promotereiben talalhato,
guanin el6tt 1évé citozinok metilacioja (15.12., 15.13.
abra) azt eredményezi, hogy a metilalt DNS-hez olyan
fehérjék  csatlakoznak, amelyek a  kromatin
tomoritésével megakadalyozzdk a transzkripciot. A
metilalt citozinok mintazata a replikicido soran is
fennmarad, és az utddsejtekbe atorokithetd, de a
metilacio meg is szlintethet6 (15.13. abra).

Citozin 5-metil-citozin

15.12. abra. A citozin metilacidja.

A DNS metilaciojanak szerepe kiilondsen fontos az
egyedfejlodés folyaman. Az éré spermiumban illetve
petesejtben szinte valamennyi gén demetilalodik, azaz
aktivalhato allapotba keriil. A megtermékenyités utan,
ahogy az embrié fejlédik, szovetei differencialodnak,
azok a génjeik, amelyekre az adott sejttipusban
immaron nincs sziikség, metilalodnak, inaktivalodnak,
»elhalkitodnak™ (angolul: silenced). A metilaltsag
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15.13. abra. A metilalt citozin mintazata megdérzodik
a replikacid soran, igy 6roklédhet az utodsejtbe. Az
ivarsejtekben  torlédik a  mintazat, hogy a
megtermékenyités utan az embridban még minden gén
miikddhessen

normalis allapotanak megvaltozasa, amint azt egy
késébbi fejezetben latni fogjuk, gyakran vezet rakos
daganatok kialakulasahoz.

Az eukariotak sejtjeiben a DNS nukleoszomakra van
feltekerve (lasd a 3.13. abrat). Ebben az allapotaban a
DNShez nem tud hozzaférmi a transzkripcids
apparatus. Amint azt a 15.14. abra mutatja, a
nukleoszoémakat alkotd hisztonfehérjéknek van egy kb.
20 aminosav hosszsagu ,,farka” az N terminalisuknal,
amely kilog a nukleoszomakbol. A farkak” lizinjei,
argininjei és szerinjei mddosulhatnak. A hiszton acetil-
transzferazok, amelyek acetil csoportokat kapcsolnak
ezen aminosavak némelyikéhez, mintegy kinyitjak a
kromatint, lehetévé téve a transzkripcidt (15.15. abra).
Ezzel szemben a hiszton deacetilazok, amelyek
eltavolitjdk az  acetil-csoportokat, tomoritik a
kromatint, megnehezitve a transzkripciot. A hisztonok
metilacidja szintén ilyen hatast gyakorol, igy a gének
inaktivalddasahoz vezet. A szerinek foszforilacioja
pedig attdl fiiggden vezet gének aktivalodasdhoz vagy
éppen inaktivalodasahoz, hogy melyik hiszton melyik
szerinjét érinti. A fent emlitett modosulasok
reverzibilisek, kiilonféle kombinaciokban
kovetkezhetnek be, és a gének aktivitasat rendkiviil
komplex modon szabalyozhatjdk — a mara elterjedt
»hiszton-kod” kifejezés ezt tiikrozi.
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15.14. abra. A hisztonok ,,farkdban” levé aminosav-
oldallancok modositasainak leggyakoribb példai.
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folyamat két 1épésben torténik. Elészor az 5-metil-
citozinokrél a metilaz eltavolitja az Osszes metil-
csoportot, majd kozvetleniil a meiodzis el6tt egy metil-
transzferdz néhany génben a megfeleld citozinokat —
nemtél fiiggben - metildlja. A DNS metilacios
mintadzata mintegy 200 génben kiilonbozik a
spermiumban és a petesejtben: egy résziik csak az
anyaban (a petesejtben), masik résziik csak az apaban
metilalodik. A megtermékenyités utan a metilacié 1j
mintazata, mint egyfajta epigenetikus informacié
meg6rzédik  (15.16. abra). Az ivarsgtekben
bekovetkezd, nemtdl fiiggd metilacié mintegy eldre
programozza némely gén inaktivitasat az utodban. A
jelenség neve: genom-imprintdlodas, bevésodés.

A jelenség kovetkezményei nyilvanvaloak: ha
példaul egy utdéd az anyatol egy ép, am metilalt
(inaktiv) gént 0rokol, az apatdl pedig annak egy
mutans, funkcidképtelen valtozatat, kifejez6dik benne
a mutans fenotipus, bar heterozigéta a recessziv
mutans allélra...
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15.15. abra. A hisztonok acetilacioja a kromatin
lazitasa révén teszi lehetdvé a gének expresszidjat. A
hisztonok deacetilacioja a kromatin tomorodésével jar,
hatasara az expresszid gatlodik.

A DNS egyes citozinjainak metilacioja és a
hisztonok fent emlitett modosulasai olyan, a
kromoszoémak allapotaval kapcsolatos jellemzok,
melyek anélkiill orokléddnek sejtrél sejtre, olykor
generaciordl generaciora, hogy maganak a DNS-nek a
genetikai informacio-tartalma megvaltozna. A fenti
jelenséget epigenetikus oroklédésnek nevezik.

Emlésokben az ivarsejtek képzddése folyaman — bar
a legtobb gén metilaltsdga megsziinik, ahogy errél mar
volt sz6 - egyes gének esetében a DNS mégis
metilalodik, mégpedig a nemekre jellemzden. A

ranszkripcids komplex kapcsolodhat a
DNS-hez, és kezdddhet a transzkripcid
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15.16. abra. EQy csak az anyaban imprintalodo gén
metilaciés mintdzatdnak oroklédése. A  genom
imprintalodasa az epigenetikus oroklédés egyik tipusa.

\ Spermium

MikroRNS-ek

A gének az eukariota fajok tobbségében a genom kis
hanyadat teszik ki. A nem kddold részt a legutdbbi
id6kig feleslegesnek, ,hulladéknak™ (angolul: junk)
véltek a szakemberek. A kozelmultban arra deriilt
fény, hogy az eddig nem kédolonak hitt DNS egyes
szakaszairdl is irodhatnak at RNS-molekuldk. Miutan
ezek az RNS molekuldk rovidek, mikroRNS-eknek



(miRNS) nevezték el 6ket. A 2000-es évek elején valt
nyilvanvalova, hogy a miRNS-ek fontos szerepet
toltenek be az eukariota gének expressziojanak
szabalyozasaban, elsdsorban csokkentésében, azaz a
gének ,csendesitésében” (angolul: gene silencing)
(15.17. &bra). Es miutin a miRNS-ek nagyon &si
eukariota fajokban is jelen vannak, a gének
csendesitése ~ miRNS-ekkel a  génexpresszio
szabalyozasanak minden bizonnyal 6&si, konzervalt
mechanizmusa. A mMiRNS-ekkel és legismertebb
hatdsmechanizmusukkal, az tugynevezett RNS
interferenciaval kapcsolatos kutatdsok elismeréseként
Andrew Z. Fire és Craig C. Mello 2006-ban Nobel-
dijat kapott.

Az RNS hurkot képez,
benne kettds szala résszel
\\ V

e
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15.17. abra. A génfunkcid ,,csendesitése” mikroRNS-
ekkel, RNS-interferenciaval. Az RNS egy ugynevezett
RISC-komplex segitségével (angolul: RNA-induced
silencing complex) semmisiil meg.

Az els6 miRNS-t Victor Ambros és munkatarsai
fedezték fel 1993-ban a Caenorhabditis elegans
fonalféregben. El6szor arra deritettek fényt, hogy a
lin-14" gén terméke egy olyan transzkripcios faktor,
amely a féregben az els6 felodési stadium
bekovetkeztét teszi lehetévé. Azok a férgek,
amelyekben a lin-14 nevii gén elvesztette funkcidjat, a
fejlodés elsé stadiumat kihagyva a masodik stadiumba
1épnek. Ugyanakkor alin-4 nevii mutansokban a sejtek
némelyike az els6 stadium eseményeit ismételgette.
Kideriilt, hogy az ép lin-4" gén terméke gatolja a lin-
14" gén milkddését: igy teszi lehetdvé, hogy anormalis
fejlédés soran a férgek az elsd stddium utan a masodik
stddiumba jussanak. Arra szamitottak, hogy a lin-4"
gén terméke egy olyan fehérje, amely a lin-14" gén
funkciojat gatolja. Ehelyett azt talaltak, hogy a lin-4"
gén terméke nem fehérje, hanem egy olyan, minddssze
22 nukleotidb6l all6  kis (mikro-)RNS amely
megsemmisiti a lin-14"-kédolt mRNS-t, csendesitve a
lin-14 gén funkcidjat (15.17. abra).
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Idékozben sok szaz MIRNS-féleséget irtak le.
Mindegyik kb. 22 nukleotidbél all, és egyetlen miRNS
altalaban kiilonb6z6 MRNS-ek tucatjait ismeri fel és
jarul hozzd megsemmisitéséhez. A human genom
tobbezerféle miRNS-t kodol, amelyeknek célpontjai a
géneknek mintegy 60%-at teszik ki.

RNS interferencia (RNSi, angolul RNAI)

Az RNS-interferencia szerepe nagyon fontos a sejtek
a virusokkal szembeni védekezésében ¢és a
génexpresszi6  szabalyozdsdban, killonosen az
egyedfejlodés soran. A kis RNS molekuldknak két
tipusa van: az el6bb bemutatott miRNS-ek, valamint
az tgynevezett kis interferald RNS-ek (angolul: small
interfering RNA, sRNA), amelyek az RNS
interferencia L kivilrél  torténé”  indukaldsanak
kulcsfontossadgu tényez6i. Mig a miRNS-ek a sajat
genom altal kodolt, eredetileg egyszali RNS alapjan
képzddnek, a SSIRNS-ek kiviilrél (virusok altal, vagy
mesterségesen) bejutd rovid kettds szali RNS-ek, és
legtobbszor szintén a sejt sajat MRNS-eihez
kapcsoldodva, RNS-interferencia révén fejtik ki
hatasukat.

Akar miRNS, akar siRNS valtja ki, a mechanizmus
fontos szerepldje a Dicer fehérjekomplex, amely a
hosszu, kétszali RNS molekulakat kb. 20-22
nukleotidbdl allo, szintén kétszala fragmentekre apritja
(15.17. ébra). A képz6dd kis kettdsszali RNS
molekulakat a RISC (RNA-induced silencing complex)
két egyszaliva tekeri szét. Kozilik az egyik
degradalodik, a masik pedig a RISC-komplex részévé
valik, és hibridizal a citoszolban taldlhatdé azon
MRNS-ekkel, amelyek komplementer szakaszt
tartalmaznak. A parosodas hatasara a RISC-komplex
egyik alkotoja, az Argonaute fehérje teljes egészében
elemészti a felismert MRNS-t.

Az RNSi annyira hatékony technika, hogy vele egyes
kivalasztott gének funkcidjat lehet mesterségesen
eliminalni, a génfunkcié hidnyaban pedig az ép gén
funkcidjara kovetkeztetni. Az RNS technikat egyre
szélesebb korben igyekszik felhasznalni a modern
orvostudomany is, olyan esetekben, amikor hibasan
tulmiikddo gének gatlasara lenne sziikség.

A génexpresszi6 szabalyozasanak szintjei

A normalis génexpresszid nemcsak funkcioképes
fehérjék képzodését jelenti, hanem azt is, hogy a
sgjtekben éppen megfelelé mennyiségii fehérje van a
funkci6 ellatasahoz (bizonyos fehérjékbol sejtenként
csak néhany, masokbo6l millidnyi molekula van). A
fehérjék szamanak és aktivitasanak szabalyozasara a
transzkripcion til tovabbi lehetGségek is vannak
(15.18. abra). A génexpresszio szabalyozasanak
leglényegesebb  szintjei a  kovetkezok. (1) A
transzkripcio, amely mind koziil a legfontosabb. (2) A
képzO6dott pre-mRNS  molekulak érése:  milyen
kombinacidoban vagddnak ki az intronok, azaz milyen
érett MRNS keletkezik. (3) Az mRNS-ek kijutasa, azaz
exportja a sejtmagbol szintén befolyasolhato 1épés. (4)
Szabalyozhato a citoplazmaba jutott mRNS molekulak
élettartama, vagyis hogy mennyi ideig ,.¢lnek”, hany
fehérje képzédhet egy-egy mRNS alapjan. (5) A



MiRNS-ek tevékenysége is meghatirozhatja az egyes
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serkentheti vagy ¢éppen gatolhatja;, szabalyozhato,
hogy hozzaférhet-e hozzajuk a transzlacios apparatus.
(7) A fehérjék aktivitasat kémiai modositasukkal is
lehet szabalyozni. Akar egyetlen foszfatcsoport
kapcsolasa (példaul egy tirozin oldallanchoz) dontéen
megvaltoztathatja a fehérje aktivitisat. Ezeket a
szerkezeti valtozasokat poszttranszlacios
modositasnak nevezik gytijténéven. (8) A fehérjék sem
orokéletiek, egy 1d6 multan mindenképpen
degradalodnak, de élettartamuk (amit féléletidejitk
jellemez) szintén szabalyozhato.
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15.18. abra. A génexpresszié szabalyozasanak
lehetséges szintjei.

OSSZEFOGLALAS

A sejtek jellegzetességeit dontden az hatdrozza meg,
hogy benniik mely gének, mikor és milyen mértékben
expresszalodnak. A génexpresszid szabalyozasa
soktényez6s folyamat. Az alapot a DNS biztositja,
nemcsak azzal, hogy fehérjék szintézisét kodolja,
hanem azzal is, hogy benne olyan szakaszok vannak,
amelyekhez kiilonféle fehérjemolekulak
kapcsolodhatnak. A DNS-hez kapcsolédod fehérjék
nemcsak azt hatarozzdk meg, hogy kifejezdjenek a
gének vagy sem, hanem azt is, hogy a gének melyik
sejtben, az egyedfejlédés mely stadiumaban, és milyen
mértékben  expresszalodjanak. A génexpresszid
szabalyozasanak fontossagat az is jelzi, hogy a
folyamat tobb szinten valosul meg.
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15.19. abra. A transzlacios kontroll.

Ugyanakkor a sejtek nem csupan sajat bels6
harmonidjukat valositjdk meg a  génexpresszid
szabalyozasa révén, de arra is képesek, hogy a
szomszédsagbol, vagy akar a tavolrol érkezd
izeneteket is  észleljék, és egyes génjeik
kifejez6désének megvaltoztatasaval az iizeneteknek
megfeleléen modositsak  funkcidjukat. A sgjtek
mitkodése kozotti 6sszhang biztositja az €161ény életét,
alkalmazkodasat a valtozé kornyezeti feltételekhez. A
sejtek kozotti kommunikéciot lehetdve tevo jelatviteli
folyamatokat a kovetkez6 fejezet mutatja majd be.



