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A sejtmag

Eukariotdkban a DNS a sgitmagban tald hat6, ami ateljes sgjttérfogat kb.
10%-a. A sgjitmagot asejtmaghartya (nuclear envelope) hatérolja, ami 2
koncentrikus membran, rajta pdrusok (nuclear pores) vannak. A
sgjitmaghartya folytonos az ER membrannal. Intermedier filamentumokbél
alo 2 halézat mereviti:

1. nuklearis lamina: vékony réteget alkot a belsd membran bel st felszinén
2. kivll sokkal szabalytalanabb hél 6zat.

Miért alakult ki a nukleéris kompartment?

1. azart, hogy megvédje atorékeny DNS-t a citoszkeleton dltal 1étrehozott

mechanikai erdktal.

2. RNS érés van az eukariotékban:

Prokari6takban:
-az MRNS 5’ vége transzlaodik, mieltt a3’ atirddott volna
(transzkripcio és transzl &ci 6 térben és idbben nincs szétvdlasztva);
- nem lehet az RNS-t modositani a transzlécié elott (primer
transzkript = mRNS).

Eukari6tédkban a transzkripci6 és transzl acio térben ésiddben € vannak

vélasztva.

A nukleusz biztositja, hogy az RNS splicing (illesztés) nem interferd a

riboszdmakkal, azaz a primer transzkript mMRNS-sé érik a sejtmagban, de

atirdsa nem indulhat el kdzben.

A KROMOSZOMA DNS ES ANNAK PAKOLASA

A DNS molekula nagyon hosszu, nem elagazo, linearis polimer, ami
nukleotidok millidibdl al. Minden DNS molekula szeparalt
kromoszomaéakba tomoril és a sejt kromoszomaiban tarolt genetikai
informécio agenom. Az E.coli egy 4.7* 10° darab nukleotid parbdl &6,
egyetlen, cirkuldris DNSt tartalmaz. A huméan genomban 6* 10° nukleotid
par van, 46 kromoszomaban (22 par autoszoma és 2 szex kromoszoma).
Tehét 24 kil 6nb6zd DNS molekula, amik 50* 10° és 250* 10° bazi spar
kozotti értéket képviselnek.



Diploid szervezetben 2 kopia van minden kromoszomabal (kiv. szex
kromoszomak). Ez a DNS mennyiség egy 1.9 um oldal i kockaba pakol hato.

A kromoszémak strukturajukat és aktivitasukat valtoztatjak a sejtciklus
fazisa szerint: mitdzis (M-fazis) alatt kondenzaltak és transzkripcidsan
inaktivak; interfazisban kevésbé kondenzaltak és RNS szintézist
iranyitanak.

Minden linearis kromoszomat képezd DNS-nek tartalmaznia kell egy
centromert, 2 telomért és replikéacios kezddpontokat

A funkciondlis kromoszomanak nemcsak az RNS szintézist kell irdnyitania,
hanem dnmagat is tovabbitania kell az utédokba. Ez 3 jellegzetes nukleotid
szekvenciét kovetel, melyekhez specifikus fehérjék kotnek, amik a
replikéciot és a szegregéciot biztositjak. Elesztoknek kicsi a kromoszéméja,
és rekombinans DNS technikaval manipuldhato. Velik azonositottak ezeket
anukleotid szekvencidkat. A harombdl kettdt cirkuléris plazmid DNS-sel
azonositottak:

1. DNS replikéacios kezddpontok: minden kromoszéman tobb van, éshaa
plazmidba egyet tesznek, akkor replikal 6dik.

2. Centromér: olyan DNS szakasz, ami barmilyen DNS-t a mit6zisos
orsbhoz két. Ha a plazmidba teszik, akkor ez garantélja, hogy mindkét utéd
kap egy-egy képidt a DNS-bdl. A centromér DNS-hez kdtnek a kinetochor
fehérjék, és ezek kotik a kromoszomat a mikrotubulusokhoz.

3. A telomérek olyan révid ismétlddd szekvenciak, amiket a telomeraz
ad a kromoszoma végéhez

A lineéris kromoszok minden végéhez szilkséges atelomér. Ha egy
cirkularis plazmid DNS-t fel szakitanak, és 2 szabad vége lesz, akkor az
replikdl, és két a magorsohoz, de az utodok elvesztik, mert minden
replikéciés ciklusban rovidebb lesz a DNS. Baktériumok ezt a*“replikaci0s
veg” problémat acirkularis DNS-sel oldottak meg. Eukariétaknal atelomer
DNS szekvenciak minden kromoszoma vegén megtal dhatok, amik
Ismétl6do egysegekbdl alnak. A telomeér szekvenciak értelmetlenek: a sgjt
azeért szintetizalja oket, hogy replikéacié végen, amikor révidul a DNS,
nehogy az értelmes (kodol0) régiokbol veszitsen. Ugyanis a DNS polimeraz
nem tudjareplikalni alinearis DNS molekula végét. A vezetd szalon, amikor
lebontddik az RNS primer, nem tudja a szintézist mirdl elkezdeni 5'->3’
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iranyba. A telomér szekvencidk nagyon hasonl 6k az egyes eukariotékban:
human segjtekben pl. GGGTTA szekvencidk ismétlddnek.

Telomeraz enzim: G-ben gazdag szalat ismer fel ameglévd telomérben, és
azt hosszabbitja5'->3' iranyban. Komplementer DNS hianyaban szintetizal,
ugy hogy egy RNS templatot hasznal, ami az enzimnek része.

Mindharom fenti szekvenciarovid: < 1000 bazispar. Human sejtekben csak
atelomeért azonositottak. Az élesztd szekvencidk nem mikddnek human
sgjtben. De az élesztd szekvencidk human DNS-hez adva replika nak
élesztbben (mesterséges kromoszomak).

A legtobb kromoszomalis DNS nem kodol fehérjét vagy RNS-t

A magasabbrend( organizmusokban a DNS nagy feleslegben van. A haploid
DNS tartalom nincs kapcsolatban a sejt komplexitasaval (human sejtben
700-szor annyi a DNS, mint az E.coli-ban, kétéltiekben pedig 30-szor annyi,
mint humanban).

Az emlds genom elvileg 3 milli6 élagos méretl fehérjét kodolhatna, de
gyakorlatilag max. 60 ezret kddol. Az ecetmuslica 5000 esszencidlis génnel
rendelkezik, és a human sejt kb. 10-szer tébbel. A mutacios rata
meghatérozza ugyanis az esszencialis gének maximalis szamét, amitdl a sgjt
tulélése flgghet (bonyolult autdk gyakrabban romlanak €l). Szamitésok
alapjan az eml s genom csak kis része kodolhat esszencialis géneket.

A nem kodol 6 extra DNS szakaszok cipelése nem hétrany a sejtnek.
Minden gén RNS molekulat termel

A genom el sidleges funkcidja RNS molekul &k kbédolasa, ami lehet:
1. fehérje kod (ha atermék mRNS),

2. strukturdlis RNS: tRNS vagy rRNS.

A funkciondlis RNS-t kodol 6 szakasz neve gén.

M agasabbrend( eukariotédkban a 100.000 bp-nadl hosszabb gének elterjedtek.
(van 2 milliéndl hosszabb is). Kb. 1000 bp elegendd egy atlagos (300-400
aminosavbol alé) fehérje kodoldsadhoz. A gén 2 részbdl al:



1. A legnagyobb része hosszi nem kodol 6 (megszakito) szakaszok:
intronok.
2. A rovidebb kbdol 6 szakaszok az exonok.

Az elsddleges RNS transzkript, ami egy ilyen génrdl keletkezik, illesztésen
(splicing) megy keresztil.

A génnek vannak regulacios DNS szekvenciai is. Ez lehet:
1. upstream (5 végen)
2. downstream (3’ végen)

A rokon fajok DNS-ének dsszehasonlitasa konzervalt és nem konzervalt
DNS szekvenciakat kulénbodztet meg

A human genom szekvendldsa mar folymatban van (Human Genome
Project). A genom 90%-a azonban nem fontos. Hogyan lehet tudni melyik az
akisrész, ami fontos? A fontos részek konzervaltak, a nem fontosak viszont
mutal nak.

Stratégia: a human szekvencia 6sszehasonlitésapl. az egérével. A kdzos
eml&s 6stdl 80 millio évvel ezelbtt divergdltak. Ennyi idd alatt 3-bdl 2 bézis
mutélhat. Azok a DNS szakaszok fontosak, ahol a mutécié a funkciot
karositja. Aki ilyen mutaciot hordoz, azt atermeészetes szelekcio eliminalja.

Konzervalt szakaszok: exonok és regulécios szekvenciak
Nem konzervalt szakaszok: nem kédol 6 szakaszok a gének kozott és az
intronok.

Az eukaridta kromoszéma alapvetd struktaralis fehérjéi a hisztonok

Minden kromoszoma DNS-e specidlis fehérjekkel kompakt strukturakba
pakolt. A DNS kotd fehérjek 2 nagy csoportja:

1. hisztonok

2. nem hiszton fehérjek.

kromatin = anuklearis DNS ezen fehérjékkel alkotott komplexe.

Hisztonok: az eukariotékrajellemzok. Nagy mennyiségben vannak jelen
(60 millio molekula/ sgjt). Mennyisegiik a kromatinban a DNS témeggel
azonos.



Relative kis fehérjek, és sok bennik a pozitivan téltott aminosav (lizin és
arginin) bennuik. Segiti, hogy a negativ toltési DNS-hez kdssenek
szekvenciétol fuggetlentl. Nem disszocidlnak a DNS-rol és nem
szabalyozhatnak.

5 féle hiszton van, amik 2 csoportba sorol hatok:

1. nukleoszomas hisztonok: H2A, H2B, H3 és H4; 102-135 aminosav; H3
és H4 alegkonzervaltabb fehérjék. Minden aminosavuk fontos.

2. H1 hisztonok: kevésbé konzervativak és hosszabbak (220 aminosav).

A hisztonok a DNS-sel asszocialva nukleoszomékat képeznek, ami a
kromatin egysége

Ha kitekernénk egy human kromoszoma DNS-&, tobb ezerszer &6lelné a
sgjitmagot. A hisztonok pakoljak be ezt a hosszi DNS-t.

A kromatin struktUra alapvetd csomagolasi egysége a hukleoszéma (1974-
ben fedezték fel). “Gyongyok a zsindron” elvl elhelyezkedést mutatnak az
el ektronmikroszkdpos felvétel eken, ha a magasabbrend(l szervezddés
megszdnt.

Nukleazzal kezelve rovid ideig csak a nukleoszémak kdzott hidrolizél a
DNS: a 146 baziparbdl alé DNS kettds hélix 8 (oktamer) hisztonhoz (2 db
H2A, H2B, H3 és H4) kétddve marad. Lemezszer( struktira (&mérd =
11nm), amiben a DNS kétszer van feltekerve a hisztonok kordl.

Linker DNS: nukloszomak kodzotti kettds hélix szakasz, ami 0-80 bp hossz(
|ehet.

Az ismétlddések (nukleoszoma + linker) atlagos hossza: 200 bazispar.
1 atlagos gén (10 ezer nukleotid) tehat kb. 50 nukleoszémabdl al.

A nukleoszomak pozicidjanak meghatarozasa
Bizonyos régioknal erbsen kotddo fehérjek akadalyozzak a nukleoszoma

kialakulasat: ezek arégiok tobbszéz bazisparbdl is dlhatnak. DN-az | bontja
ezeket, mert afehérjék azt nem gétoljak. Ezek a gének regul acios szakaszai.



Osszefoglalva: az eukariota DNS al apdll apota a nukleoszdmas szervezGdés,
és a nukleoszoma mentes szakaszokat gén regul étor fehérjék kotddéese
okozza.

A nukleoszomak H1 hisztonnal 6sszepakolva magasabbrendd
strukturakat alkotnak

A “gyongyok azsinoron” strukturdk egymasra lapulnak:

el ektronmikroszkopos felvételen ugyanis a kromatin 30 nm vastag szalnak
tOnik, ami szélesebb a“gydngyok a zsindéron” strukturandl. 6 darab
lemezal akl struktira spiralisan.

Ennek a 30 nm vastag strukturanak a kialakulasaban a H1-hisztonoknak van
szerepe: ezekbdl emlds sejtekben 6 féle van: evollcidsan konzervalt,
globuléris kdzépsd szakaszbdl és kevéshé konzervat N- és C-terminalis
karokbadl alnak.

A KROMOSZOMAK GLOBALIS STRUKTURAJA

A 30 nm vastag szalak meég mindig 0.1 cm hosszuak lennének, ami a sejtmag
meéretének 100-szorosa. Més proteinekkel még tovabb csomogolodik a DNS,
de ennek molekuléris részletel kevesbé ismertek.

A lampakefe kromoszémak dekondenzéalt kromatint tartalmazo
hurkokat mutatnak

Az interfazisban a kromatin pakolas olyan finom, hogy nem latjuk. Néhany
Kivétel es esetben azonban |athatunk egy magasabb szervezddésh strukturat.

K étélthek oocitéiban (éretlen pete) a meidzis el sd profazisakor aktiv RNS
szintézis van, amikor azok a mRNS-ek készilnek el, amik megtermékenyités
utan lesznek fontosak. Kromatin hurkok lathatok a DNS tengelyére
merdlegesen, amik Ujonnan &irt RNS-t tartalmaznak. Minden hurokbdl 4
darab van, mert az el sd mei0zisos osztddas el 6tt vagyunk. A struktiraa
kémcsokefére (lampbrush = lampakefe) emlékeztetd alakd, ami linearis
inaktiv szegmensekbdl (kromomer) agazik ki. A hurkok aktivan
résztvesznek az RNS szintézisben, mig a kromomer “csendes’. A hurkok 30
nm vastag szalbdl alnak.



Konkluzié: haakromatin aktivan étirodik, akkor kitekeredik; ha nem irodik
at, akkor kondenzat marad.

A rovarok politén kromoszomai

A kromatin struktura kiloéndsen jol lathato rovarok (pl. ecetmuslica)
bizonyos sejtjeiben (pl. nydmirigyek). A larvanak ezek a sgjtjei szokatlanul
nagy méretet érnek el tobbszorés DNS replikacioval, sejtosztodas nélkil. A
képzodott sejt a normalis DNS tartalom tobb ezerszeresét tartalmazza
(poliploid). A rovarok nyamirigyeiben ezek az un. homol 6g kromoszémak
oldalukkal 6sszetapadva egyUttmaradnak és egy gigantikus méretQ politén
kromoszomat alkotnak. Késdbb a politén kromoszoma valédi poliploidda
alakul, ami azt mutatja, hogy szerkezete a valddi kromoszomaét tikrozi.

Pl. a Drosophila 4 kromoszoméaja 10 DNS replikaci s cikluson megy
keresztUl anélkil, hogy aledanykromoszomak szepardl ddnanak, és az 1024
(= 210) azonos kromatin |anc egymés mellett helyezkedik €.

Fénymikroszkopos vizsgél at:

1. sotét savok (a DNS 85%-a); sotét, mert a DNS kondenzalt;

2. vilagos intersavok (a DNS 15%-a); vilagosabb, mert nem annyira
kondenzalt.

Minden sav ésintersav 1024 azonos DNS szekvencia egymas mellett.
Minden sav 3.000-300.000 bp-bdl all egy kromatin szdlon. Kb. 5000 sav és
intersav van.

Az egyedi kromatin részek kitekeredhetnek és kondenzaldédhatnak

A politén kromoszomak vizsgdlata mar koran jelezte, hogy a DNS
pakolasdban alapvetd valtozas van a gén transzkripcidja soran:

1. az egyedi kromoszéma szalak kiterjednek, ha gén a aktiv, és

2. kondenzd 6dnak, ha a gén inaktiv.

A kromoszoma azon szakasza, ami &tirodik, *H-uridines autoradiogréfiaval
|&thatdva tehetd. A legaktivabb szakaszok dekondenzaltak, és puffokat
akotnak.



A larvafejlddése soran kiilonb6zd szakaszok duzzadnak meg, és hizodnak
vissza.

A politen kromoszomaéban a savok és az intersavok is géneket
tartalmaznak

Régi elképzelés: minden sav egy génnek felel meg.
Kb. 5000 gén van a Drosophila-ban, ami kb. egyezik a savok szamaval.

Mamér tudjuk, hogy egy savban tébb gén isvan, és az intersdvokban is van
gen.

Osszefoglalva: a DNS a politén kromoszémak savjaiban alampakefe
kromoszomak hurkaihoz hasonléan rendezddik €l. A puff képzddés a hurok
strukturdk dekondenzal 6dasabdl adodik.

A transzkripciésan aktiv kromatin kevesbé kondenzalt

A puffképzddés konklUzigja: az atirt géneknél a kromatin struktira
szelektiven dekondenzal odik.

Mas segjtekben a DNé&z |-es kezel éssel a genomnak az arésze bonthato, ami
éppen atirodik (neve: aktiv kromatin).

Az aktiv kromatin biokemiailag kiilonbozik az inaktivtol

Az aktiv kromatin régio jellemzoi:

1. aH1 hiszton kevéshé erdsen kotodik,

2. nukleoszémas hisztonok erdsen acilezettek,
3. aH2B hiszton kevésbé foszforil ezett.

A heterokromatin erdsen kondenzalt és transzkripciosan inaktiv

Korai mikroszkdpos vizsgaatok a kromatin 2 tipusat kil dnboztették meg:
1. Heterokromatin: er6sen kondenzalt, szokatlanul kompakt az
interfazisban is, transzkripcidsan inaktiv, agenom kb. 10%-a.
2. Eukromatin: kevésbé kondenzalt, két formgja van:

- 10%-a aktiv kromatin, ami alegkevésbé kondenzalt,



- atobbi inaktiv eukromatin, ami kondenzaltabb, de kevésbé, mint a
heterokromatin.

A heterokromatin a transzkripciosan inaktiv kromatin kilonds fajtgja pl. a
centroméra melletti Un. szatellit DNS-t ismétl6dd szekvenciak alkotjak.

A mitozisos kromoszomak a kromatin legkondenzaltabb formai

A kromoszémék szinte kivétel nélkil 1athatok minden sejtben a mitdzis alatt.
Feltekerednek, és még kompaktabb strukturét alkotnak, ami aDNS 5 cm-es
hosszat 5 um-re redukdja. A folyamatot aH1 hisztonok (amik a
nukleoszomakat pakoljak 6ssze) 5 szerinjének afoszforilacioja kiséri.

A mitdzisos kromoszdéma a metafazisban: a 2 ledny DNS molekula
egymastol fuggetlendl tekeredik, és 2 leany kromatidat alkot, amik csak a
centromérana vannak dsszekapcsolva.

A mitdzisos kromoszoma kondenzalt kromatinja a heterokromatinra
hasonlit: nagyfoku pakoltsag. Ezért transzkripciosan inaktivak a
kromoszomak a mitozis alatt.

KROMOSZOMA REPLIKACIO

Miel6tt a sgjt osztddna, minden kromoszomajanak egy U kopigjat kell
elkészitse. Ezt az interfazis egy része alatt teszi: S-fazis, ami egy étlagos
magasabbrend( eukariotaban 8 6rét tesz ki. Az S-fazis végétdl az M-fazisig
a2 komplett DNS koépia a centromérdkna még 6sszetapad. A kromoszéma
duplikacié nemcsak a DNS replikécigjét, hanem a kromoszomas fehérjék

//////

Specifikus DNS szekvenciak szolgalnak replikacios origdként

A baktériumokban specifikus DNS szekvenciak vannak, amik aDNS
replikéci 6s apparétus kotddéséere szolgalnak, és bidirekcionalis replikéaciot
tesznek lehetdve. A Saccharomyces cerevisiae sarjadzo éesztdben is taldtak
ilyet genetikai modszerekkel: autonom replikacids szekvencia (ARS) =
plazmid replikaciojét biztositani keépes genszakasz. Ezek autentikus
kromoszomas replikéacios origok. Egy 11 nukleotidbol alo konszenzus
szekvenciajellemzi dket, ami ismétlddik 100 nukleotid hosszu szakaszon.
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Két killbnb6zd DNS polimeraz makodik eukariotékban: a kovetd szdlon a
DNS polimeraz o (lazan kotott, és ugrdl az Okazaki fragmenseknél), mig a
vezetd szalon a DNS polimeraz & (szorosan kotott a DNS-hez).

A magasabbrend( eukariotak kromoszomaiban a replikacios
kezd6pontok csoportokban aktivalodnak

Baktériumban egy kezdBhely van, és abbdl kiindulva két iranyban halad a
replikécié 1000 nukleotid / sec sebességgel. 40 perc alatt meg tudja
duplikéni a kromoszomét. Eukariotdkndl annyival nagyobb a kromoszéma,
hogy val 6szindleg tdbb origo van.

Eml&s sejtek: pulzus jeldlés *H-timidinnel és autoradiogréfia. A replikécios
villak sebessége kb. 50 nukleotid / sec. Egy étlagos human kromoszoma 150
millié nukleotidpart tartalmaz, aminek a szintézise egy villaval 150*10°/ 50
= 3* 10° sec = 800 6réig tartana. Az autoradiogréfia mutatjais, hogy tébb
villamozog egyszerre. Sot alegtdbb villa kézel van egymashoz a
kromoszoman, mig a kromoszoma mas részein nincsisvilla:

1. Replikacios origok 20-80-as csoportokban (replikacids egysegek)

aktival odnak,

2. Az Sféazis aatt mindig Ujabb egysegek aktiva édnak,

3. az egyes egysegekben az origdk 30-300 ezer nukleotid tavol sagra vannak
egymastal,

4. areplikacios villak parokban képzddnek, és replikaci 6s buborékot
alkotnak, ellentétesiranyban haladnak, amig a szembe6vokkel nem
Utkdznek.

Egyazon kromoszoma kiilénb6zo régioi eltérd idében replikalodnak

Két replikacios origo kozti szakasz replikécidjakb. 1 orat igenyelne,
figyelembe véve a villak sebességét. Ennek ellenére az S-fézis 8 Orét vesz
igénybe eml&s sejteknél. Miért? A replikacios origok nem szimultan
replikd édnak, és az egyes egysegek az S-fazis egy tort része aatt

replika odnak.
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Az erdsen kondenzalt kromatin késon, az aktiv pedig koran replikalodik

Ugy tanik, hogy a replikécios origok aktival odasi sorrendje annak a
kromatin struktargéval kapcsolatos, ahol az origd elhelyezkedik:

1. aheterokromatin az S-fazis vége felé replika odik,

2. az aktivabb kromatin aktival édik el 6bb.

A Vill&k sebessége nem valtozik az S-fézis alatt, a kromatin kondenzaci0s
alapota az iniciaciot befolyasolja, nem pedig a sebességet.

Az S-fézis nagyon gyors a megtermékenyitett petékben, ahol a kromatin
komponensek (pl. hisztonok) nagy raktarai talalhatok. A révid S-féazis nagy
szamU replikacios origoét igényel, amik néhany ezer nukleotid tavolsagra,
nem pedig 10 vagy 100 ezer bp tévolsédgra vannak. Mivel barmilyen idegen
DNS replikdl édik ilyen rendszerekben, ezért feltehetGen nem kell specifikus
DNS szekvencia a kezdéshez.

A DNS replikacio egy gyors folyamatnak tekinthetd, ami a legtobb sejtben
szigoru szabalyozasnak van alavetve: areplikacios villak iniciécidja
visszafogott, a genom egyes részei kil 6nbdzo idében replika odnak.

Kromatin kotott faktorok biztositjak, hogy a DNS minden egyes
darabja csak egyszer replikaldédjon

A normalis S-fazis alatt a genom csak egyszer replikd odhat. A legtébb
sejtben areplikécio aszinkron folyamat, ami relative hosszu ideig tart.
Mivel akromoszéma egyes regiodiban lévo origok eltérd iddben
aktivalodnak, ezért pl. az S-fazis kozepen egyes szakaszok mér

replikd édtak, masok pedig még nem. Hogyan valosul az meg, hogy a mér
replikd édott origok nem aktival ddnak tobbet, mig a nem hasznaltak pedig
replikaci6ba kezdenek?

Sejtfuizi 6s kisérletek:

1. S és Gl-fazisu sqjtek fuzioja: a G1-fazist sejtmagban S-fazis

indukal odik.

Konklizio: az S-fazist egy diffuzibilis aktivator vétjaki.

2. S és G2-fazisl segjtek fuzigja: a G2-fazisu sejtmagban nem indul €l Ujraa
DNS replikacio (re-replikacié gétolt), de az S-fazisuban befejezddik.
Konklazié: a G2-fazisi sejtmagban valami gatolja az Ujabb replikaciot.
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Modell (Laskey & Blow): licensing factor szikséges a replikaciohoz, de az
areplikécié soran elhasznaodik. A re-replikacio gatlasa a mitdzis utan
oldadik fel: alicensing factor taldn ekkor mehet be csak a sejtmagba.

A petékbe injektalt bakteridlis DNS-ekreisjellemzd are-replikéciés blokk,
tehdt az nem lehet valami specifikus szekvenciék fliggvénye.

Az 0j hisztonok a DNS szintézis soran épulnek be a kromatinba

Az () kromatin felépll éséhez a DNS-sel kb. azonos tomegu hisztonra van
szikség. Emiatt a legttbb sgjttipusban minden hiszton gén toébbszords
kopiaban van jelen. Gerincesekben pl. 20 képia van mind az 5 hisztonbdl.

A legtdbb fehérje folyamatosan szintetizal 6dik a sgjtciklus alatt, de a
hisztonok az S-fazis alatt szintetizdlddnak. A hiszton mRNS szintje ilyenkor
kb. 50-szeresre nd, mert megnd a transzkripcio sebessége, és lecsokken a
degradaci6é. Az S-fazis végén ahiszton mRNS-ek percek alatt

degradd édnak. A hiszton fehérjék nagyon stabilak. A DNS szintézisésa
hiszton szintézis kozti kapcsolat egy olyan feedback (visszacsatol asos)
mechanizmussal valésulhat meg, ami a szabad hisztonokat figyeli (ha megnd
a szabad hiszton koncentrécio, az mRNS degradécié is felgyorsul).

RNS SZINTEZIS ES ERES

A kromoszéma az RNS szintézis templatjaul is szolgal. Az RNS-ek az
interfazi sban 20-szor gyorsabban képzddnek, mint a DNS az S-fazis a att.

DNS transzkripcio: szelektiv folyamat, ami emlds sejtekben csak a genom
1%-&t irja & funkcionalis RNS-be:

1. csak agenom egy része irodik at nuklearis RNS-be,

2. anuklearis RNS-nek csak egy része éli tal az RNS érést.

Az RNS polimerazok alegységet cserélnek, amikor lancot kezdenek
Az RNS polimeréz a promoterhez két, és nyilt komplex képzodik (Id.

mikrobidlisfiziol6gia). Ezutan a szintézis 5’ ->3' iranyban halad a
terminacios szignalig. A DNS atirt szakasza: transzkripcios egység.
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Az RNS polimeréazok tdbb polipeptidianchdl ainak, és a molekulatdmegik
500 ezer vagy anna nagyobb. A bakteridlis és az eukariota enzimek kozott
homol 6gi a tapasztal hato.

Emlékeztetd: az E.coli RNS polimeraza 2 db o, egy B, egy B’ ésegy o
alegyseget tartalmaz.

A o degység az iniciécidban jatszik szerepet, és haaz RNS lanc 8 nukleotid
hosszU, akkor ledisszocial, és elongacids faktorok veszik & ahelyét (ezeket
nem ismerjik mégjal).

Eukariotakban 3-féle RNS polimeraz szintetizalja az RNS-eket

3 féle RNS polimerdz (RNSP) van az eukariotakban, melyek struktaralisan
hasonl 6ak, mert vannak azonos alegysegeik, de vannak eltérdek is. Legal dbb
10 alegységhbdl alnak és olyan iniciacios faktorokat igenyelnek, amiknek
el6zetesen a promoterhez kell kétnitik, hogy az enzim kétni tudjon.

RNSP |I: azokat a géneket irja at, amiknek RNS-e proteinneé forditodik.

A méasik két RNSP pedig olyan RNS-eket szintetizal, amiknek strukturélis
vagy katalitikus szerepik van:

RNSP I: anagy riboszoméalis RNS-eket és akis nuklearis ribonukleo-
proteinek (small nuclear ribonucleoproteins, shnRNP, Id. kesdbb) RNS-€&t,
RNSP I11: kis és stabil RNS-eket (pl. 5S rRNS és tRNS-€k).

Emlds sejtekben minden egyes polimerazbol 20-40 ezer darab van egy
sgjtben.

Az RNS polimeraz 11 bizonyos DNS szekvenciakat gyakrabban ir at
Az RNSP Il késziti az mRNS-eket, és ezzel nagyrészt meghatarozza, hogy
egy fehérjébdl mennyi legyen a sgjtben. A legtobb gent olyan ritkan irjaat az
RNSP 11, hogy az elektronmikroszképos felvételen csak 1 db enzim dolgozik
agenen (végig megy agénen, mire egy masik elkezdi).

Bizonyos géneken azonban sok polimeréz dolgozik, és ezekrdl sok
transzkript keletkezik.
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1. Atlagosan az RNSP 1| 7000 nukleotidbdl &l6 primer transzkripteket
eredményez, ami sokkal hosszabb, mint egy atlagos (400 aminosavbol aloé)
fehérje kddol asahoz sziikséges 1200 nukleotid.

2. A lanc elongéci 6 sebessege allanddan 30 nukleotid / sec, ésaz iniciacio
sebessége van szabalyozva.

A mRNS-ek prekurzorai mindket vegukon kovalensen modositottak

Az RNSP Il dltal szintetizAlt RNS az elsddleges transzkript, és ezeknek
Osszességét régen heterogén nuklearis RNS-eknek (hnRNS) neveztik, mert
meéretik igen varidbilis (ezt az intronok okozzak, Id. késdbb).

Csak az RNSP Il transzkriptjei médosulnak az 5" és 3" végiikon (az RNSP |
és il termékel nem), és ezek jelzik a sgt szaméra, hogy ezeket a
transzkripteket fehérjébe kell forditani.

Az 5’ vég modositasa: amikor atranszkript kb. 30 nukleotid hosszu, az 5°
veégrdl lehidrolizalodik egy foszfét atrifoszfatbdl, és egy GTP kapcsol odik
(PP, kilépéssal) ellentétes orientacidval (5'-5'-trifoszfodiészter kotés), ami
metilezbdik. Az 5’ sapka (5’ cap) afehérjeszintézis iniciécidjahoz fontos, és
akeszitd enzimek az RNSP 11-héz kapcsolodnak (mert amasik 2 RNSP
esetében nincs ilyen modosités).

A 3’ vég modositasa: atranszkript ezen végét nem terminacios szigné
hatarozza meg, hanem a kdvetkezd mechanizmus: az RNS lanc szintézise
sorédn megjelenk egy vagasi szekvencia, ahol az RNS elhasad. A poli-A
polimeraz pedig 100-200 adenilsavbdl allo lancot két hozza, ésigy
keletkezik az elsddleges transzkript. Ek6zben az RNSP 11 folytatja a géen
atirésat, demivel az Uj 5 végre nem kerlil sapka, ezért ezek az RNS-ek
degradal 6dnak.

A poli-A vég szerepe:

1. az RN S transzportjét segiti a sejtmagbdl a citoplazmaba,
2. stabilizdljaaz RNSH,

3. segit ariboszémanak felismerni az mRNS-.

Az RNSP Il gyartjaaz RNS-ek felét, de mivel azok rovid éetlek, ezért csak
az RNS-ek kis szézal ékét képviselik. Mégis kénnyen ki lehet haldszni dket
az RNS keverékbdl a poli-A véguk miatt: poli-dT oszlophoz kdthetdk.
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Az RNS érés hosszu nukleotid szekvenciakat tavolit el az RNS molekula
kbzepérdl

A baktériumokban a gének folytonosan kddoljék a fehérjéket, ezért igen
vératlan volt, amikor 1977-ben felfedezték, hogy az eukaridta gének nem
kodol 6 (megszakitd) szakaszokat is tartalmaznak, mozaikosak: exonokbdl és
intronokbdl allnak.

Intron: az a DNS szakasz, aminek masolata az mRNS-bdl az érés soran
kihasad.

Exon: az a DNS szakasz, aminek masolata az mRNS-ben is benne marad.

Ez afelfedezés megmagyardzta a hnRNS-ek misztikus mivoltét: miért olyan
hosszUak és miért degradd édnak olyan gyorsan. 7000 nukleotidos étlagos
méretrdl percek alatt 1500 nukleotid méretre csokennek anélkil, hogy
elvesztenék 5’ és3' modositasaikat.

Elsddleges (primer) transzkript: a gén gazdasagtalan kopidja, ami exonbdl
ésintronbdl dl. Az utébbiak kivagédnak, miel6tt az mRNS kijut a maghdl és
transzl d odik.

RNS 6sszekapcsolas (RNA splicing): az mRNS érési folyamata, melynek
soran az intron 2 oldalan 1évd exonok 6sszekapcsol ddnak, az intron kihasad.

A hnRNS transzkripteket azonnal fehérjék és snRNP-k boritjak

Az Ujonnan szintetizdlt RNS-ek azonnal fehérje tartalmu részecskekkel
kapcsol ddnak. Kb. 500 nukleotidbdl all6 RNS tekeredik afehérje
részecskere, a nukleoszdmahoz hasonldan: heterogén nuklearis
ribonukleoprotein részecske = hnRNP.

Ezek arészecskék atranszkripcio alatt képzddnek az exon - intron hataron,
es 0k felelGsek az RNS splicing-ért (spliceosome).

Biokémial analizisek a sgitmagban olyan fehérje komplexeket mutattak ki,
amik kis RNS-eket (250 nukleotidbol al0) tartalmaznak (U1, U2,....U12):
kis nuklearis ribonukleoproteinek (SnRNP). A riboszémakra hasonlitanak,
de anndl sokkal kisebbek.

Az intron szekvenciak lasszé alakban vagédnak Ki
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Az intronok hossza 80-1000 nukleotid lehet, és nukleotid szekvenciguk
|ényegtelen (szemben az exonéval). Egyedll a kivagodasukert felel6s
szekvencidk fontosak, amik avégeik felé vannak, és nagyon hasonl6ak az
egyes intronokban: 5° kapcsolasi (donor) oldal és 3’ kapcsolasi
(akceptor) oldal. A kivagasnak nagyon pontosnak kell lennie, mert
egyébkent afehérje szekvenciga megvaltozik.

-----

K étlépéses enzimes folyamat, amihez ATP, U1, U2, U5 és U4/U6 snRNP-
kre van szilkseg, és utdbbiak alkotjak a spliceosome-at.

Azintron 5’ végenél elvagodik, a3’ végehez kozeli helyhez kapcsol odik
(lasszo alak), majd a 3 veg is elhasad.

Ha egy fehérjében tdbb intron isvan, akkor az 5’ vég elvileg kapcsol 6dhatna
egy tavolabbi intron 3' végével is. Ebben az esetben tébb vagodnaki a
MRNS-bol, mint kellene, de ez nem kovetkezik be.

A spliceosome-ak altal katalizalt reakcié feltehetéen egy 6nkapcsolasos
mechanizmusbol alakult ki

Még mais meg lehet figyelni olyan 6sszekapcsolést, amiben fehérje nem
jétszik szerepet (6nkapcsolas): ha egy tiszta RNS-t kémcsbbe tesziink, és
abbdl az intron kivagodik. K étféle 6nkapcsolasi reakcidmechanizmus ismert:
1. A 3 véghez kozel az intron kot egy szabad guanin nukleotidot, és az
hasitjiaaz 5’ véget.

2. Az intronban, annak 3’ végéhez kdzeli adenin hasitjaaz 5’ véget lasszo
intermediert képezve.

Az enzimaktivitéssal rendelkezd RNS-t, amely pl. sgjét érését katalizdlja,
ribozimnak nevezzik.

A legtobb feherje feltehetden intron tartalmua génekbdl ered
Mivel abakterialis génekben nincs intron, ezért gy gondolhatnank, hogy az

intronok az evollci6 egy késtbbi stadiumaban jelentek meg. Ez feltehetden
nem igy van.
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Az intronok régi eredetliek, amit atridz-foszfét-izomeraz enzim példgan
lehet megvilé&gitani. Ez az enzim még az eukariétak és a prokarioték elvilasa
el6tt alakult ki. A human és a bakterialis enzim 46%-ban hasonl ok.
Gerincesekben 6 intront tartalmaz génje, és ebbdl 5 ugyanabban a
pozicidban van, mint a bluzaban.

A prokariotak aleggyorsabb szaporodas szel ekcios nyomésa alatt vannak,
ezért feltehetGen evol Uci0san elveszitették intronjaikat.

Az mRNS transzportja a citoplazmaba az dsszeillesztés befejezéséig
késleltetett

Nagy aggregatumok képzodnek, amik meggétoljak, hogy a még nem
Osszeillesztett RNS kijusson a citoplazmaba. Ezek az aggregatumok
anal6gok anukledlusszal: rRNS-ek képzddnek itt prekurzorokbdl, és allnak
0ssze riboszomakka r-proteinekkel .

Az rRNS-ek egymas melletti azonos génekrdl irédnak at

A leggyakoribb fehérjéknek is csak egy génjuk van, mert atranszlacio
Onerdsitd folyamat: egy mRNS-rdl sok fehérjét lehet csinalni. Ilyen erdsités
nincs az rRNS-eknél, jollehet egy sejtnek 10 millio riboszémét kell
szintetizalnia egy sejtciklus alatt.

Megoldas: az rRNS-ek génjel tobbszéros kopiaban vannak jelen.

Még az E.coli-nak is 7 rRNS génje van, a human sejtekben pedig kb. 200
példanyban vannak 5 kromoszoman eloszlatva. 8-13 ezer nukleotidbdl Al
egy rRNS gén, és az ismétlddéseket nem atirddo szekvenciak valasztjak el.

Az ismétl6dd elrendezeés és a gyors transzkripcio (100 RNS polimeraz egy
génen) miatt a kromatin strukturéban ez lathatd: karacsonyfa alak.

Az rRNS géneket az RNS polimeraz | irjaét: egy 45 SrRNS keletkezik (13
ezer nukleotid hossz(). Ez 28S (5000 nukleotid), 18S (2000 nukleotid) és
5.8S (160 nukleotid) rRNS-ekre darabol 6dik, a maradék pedig degradal 6dik.
Mivel egy prekurzorbdl keletkeznek, ezért ekvimolarisak lesznek.

A nagy riboszéma alegység 5S rRNS-é& az RNS polimeraz I11 irja &, és
mashol talél hato.
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A nukleolusz egy riboszoma termeld gépezet

A képzodott rRNS-ek ariboszéma feheérjékkel riboszomékka allnak tssze
meég a sejtmagban, annak egy jellegzetes részében: a nukledluszban. Azok a
kromoszomak, amiken rRNS gének vannak, nagy hurkokat eresztenek a
nukledluszba. Minden ilyen génszakasz neve: nucledlusz organizald régio.
A gyorsan atirodo rRNS gének 5 végen mér elkezdddik az dsszeszerelés. 80
kl6nb6z6 riboszémdlis fehérje jon be ide a citoplazmabdl.

A nukledluszt nem boritja membran, hanem csak a be nem fejezett
riboszoéma egységek kozotti kol cstnhatasok tartjak dssze.

A nukledlusz mitozis utén specifikus kromoszomakon all 6ssze

A nukledlusz jellegzetesen valtozik a sgjtciklus aatt: amitdzis el 6tt csokken
ameérete, ésvégul eltdnik, amikor a kromoszomak kondenzalnak, és az RNS
szintézisleal. Amikor az rRNS szintézis Ujra megindul, akkor megjelenik
egy kis nukledlusz.

Human sgjtekben 5 kiilonbdz6 kromoszoma végen vannak az rRNS gének
(tehét 10 kromoszéman diploid szervezetben). 10 kis sejtmagvacska jelenik
meg el 6sz6r, de nehéz ket megkil 6nbdztetni, mert gyorsan nének és
faziondnak.
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