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1.  Előzmények

1.1.  A „Gyöngysor”  hipotézis (2., 3. 4. diák): 

A kapcsolás, kapcsolási csoport, géntérkép fogalmak általánosan elfogadtattak és összhangban voltak a kromoszóma citológiai megfigyelésekkel, egymást alátámasztották.

Definició született: a kromoszómában a gének úgy helyezkednek el, mint egy gyöngysor. A gén a gyöngy, azaz egy strukturális (és működési) egység (konkrét szerkezetéről és anyagáról nem volt ismeret).  A géneket/gyöngyöket összekötő fonál a crossing-overek helye (törés/ujra egyesülés módon), tehát a génen kívűli területen történik a törés/újra egyesülés azaz a rekombináció. A „ gyöngysor” gén alléljei  a megfelelő „gyöngyök” különböző formáiként képzelhetők el (a forma változatok milyenségéről sem volt ismeret). A „gyöngysorral” kompatibilis megfigyelés pl a Drozi nyálmirigy kromoszóma sávmintázata, amely az endomitózisok és az utódkromoszómák azonos regisztere szerinti rendeződéssel magyarázható, ami a kromomereket is egy sávba tömöríti (1970-nes években: „egy sáv egy gén” hipotézis, ami már közel járt a valósághoz).
A „gyöngysor” gén alléljei egymással helyettesíthetők, tehát a mutációk során új allélikus  „gyöngy”  cserélődik be a láncba az előző helyére, azaz az allélok ugyan azt a kromoszómális helyet (lokuszt) jelentik. A legismertebb tankönyvi példa erre a szőrszin allélek dominancia sora: Vadtípusú allél (aguti, vadas szin) > csicsilla mutáns (finom szürke) > himalája albino (ts mutáns, pl. „lepke” nyúl, sziámi macska) > albínó mutáns (húsvéti nyuszi) (52., 53.,54. diák). A mutáns allélok heterozigóta állapotban (valójában transz heterozigóták, lásd majd jóval alább) sohasem adják ki a vad fenotípust. Két (öröklődő) mutás változat akkor nevezhető allélikusnak, ha az F1 heterozigóta fenotípusa is mutáns (azaz nem vadtípusú) és a kromoszómán ugyan azon lokuszra térképeződik. (Ez Sturtevant meghatározása volt. Ugye felismerjük F1-ben a transz heterozigótát és a „nem vadtípusban” a komplementáció hiányát.) 
A gén tehát olyan egység, amely a kromoszóma egy adott lokuszát  jelenti, amelynek allélikus változatai egy meghatározott funkció  változataiért felelősek (öröklődő fenotípusos változatok), amelyek hierachikus viszonyai a dominancia, recesszivitás, ko-dominancia, más génekkel a kapcsolat lehet független kombinálódás, kapcsoltság, ill. fenotípusos kölcsönhatás nélküli,vagy episztatikus/hiposztatikus, szuppressziós interakció. A gén alléljai nem rekombinálhatnak egymás között (ezek szerint két mutánsból nem keletkezhet vadtípusú, ill kettős mutáns allél), mert a crossing-over helye kívül van a gének közötti területen. 
Eme definíció szerint a gyöngysorban a gén a funkció, a mutáció és a rekombináció elemi egysége. 
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1.2. A gyöngysor hipotézis és a tapasztalat apró ellentmondása:  rekombináció történt egy gén, azaz lokuszon belül.
1.2.1. A Drozi B (bar) gén esete Sturtevanttal: B dominás allél (kevés facetta, rés szem), + vadtípusú allél (normál, kerek szem), X kromoszómán. B/B homozigóta domináns nőstény fiú utódai között mintha sérült volna a criss-cross öröklés, ami kimondja, hogy a fiú az anyjától örökli az X kromoszómát: XB/XB  x  XB+/Y „házasságban” a fiúk genotípusának XB/Y –nak kell lennie, azaz mindannyian rés szeműek. A fiúk között azonban akadt néhány, amelyik vagy kerek szemű, azaz vad típusú, vagy rés szeműbb volt a résszeműnél is (ultra-bar fenotípus.). A kísérleti hiba kizárható volt.  Az alábbi ravasz keresztezésben ui. a bar gén szárnyain elhelyezkedő gének/allélpárok ( f/+,forked – 0.2cM- B/+, bar – 2.5cM - fu/+,fused) rekombinációja csak a bar lokuszon belüli rekombinációval magyarázható: + B + / f B fu  x f B fu /Y utódjai  között (18991)  megjelent 3  kerek szemű (vad) hím, amelyek egyike f , fu+, másik kettő f+, fu rekombináns volt a „szárnyakon” (ie.flanking genes) , megjelent továbbá 2 Ultra-bar egyed is (f , fu+ szányakkal), amelyeket a kerek szeműek reciprok rekombináns párjának lehetett tekinteni. Sturtevant azzal magyarázta az eredményt, hogy a B allél valójában egy duplikáció, ami pl. SS szimbólummal, a vad allél S, az Ultra-bar allél SSS szimbólumokkal írható le, a nőstények genotípusa pedig: B/B homozigóta SS/SS, a B/+ heterozigóta SS/S, az Ultra-bar SSS/+, vagy SSS/S, a vad típus pedig S/S, a himek hemizigóták, tehát az allélikus (ill. a haplotípus) variációk szerint a genotípusuk is levezethető: SS/Y, SSS/Y, S/Y.  Később a nyálmirigy kromoszómák sávmintázata tökéletesen megfeleltethető lett Sturtevant levezetésével (lásd standard tankönyvi ábrákon).  Egy gond azért marad: bizonyos, hogy a crossing-over a bar lokuszon belül történt, de ennek egyenlőtlennek kellett lenni, azaz nem a regiszterben álló szekvenciák között játszódik le a rekombinációs esemény („unequal crossing over”, ahogy Sturtevant elnevezte. Ma is így használjuk, amikor nem a regiszterben álló szekvenciák rekombinálnak, amúgy az egyenlőtlen crossing-over általános genetikai esemény, új szekvencia konstrukciók forrása: pl. bizonyos DNS szekvencia tandem kópiaszáma növekedése/csökkenése, nagy kiterjedésű inverzió, reciprok transzlokáció, speciálisan transzdukáló fág ..stb esetek).
Javaslom: „bogozd ki” Sturtevant kísérletét. Milyen gyakori haplotípusoknak kell keletkezni a keresztezés során?  (értelmezd a szárnyi allélpárok szerepét: belső pontok közötti rekombináció a szárnyakat is rekombinálja, 3., 4. dia)
1.2.2. A „pszeudo” allélek és a lozenge gén „komplex” lokusza:  történt pedig, hogy a Drozi lozenge génjének számos mutáns allélját találták. A normál összetett szem felszine „érdes” a facetták közötti serték miatt (lz+ vad allél), a lozenge mutáns szeme fényes simára beretvált felszínű (számos lz allél, felső indexszel specifikálták őket). Bármely mutás allél, bármely másikkal transz heterozigóta párba állítva F1-ben mutáns , azaz „lozenge” fenotípusú (séma: különböző izolátumok, pl. u és v, homozigóta lz mutáns törzsek keresztezése, majd F1 generáció, lzu/lzv egyedek). Tehát definició szerint a mutáns lz variációk allélikusak. Azonban !: voltak amelyek keresztezésekor vad tipusú rekombinánsok (kromoszómák) nem találtattak 
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több 10000 között sem (megfelel a „gyöngysor génnek”), ámde néhány esetben jól mérhető gyakorisággal, 0.045-0.06  %-kal (10-4 nagyságrend, század cM térkép távolságok !)  megjelentek. A rekombinációt itt is a szárnyi gének (allélpárok, markerek)  rekombinációja igazolta vissza. (Virtuóz genetikai analízis megoldások kellettek ahhoz, hogy pontosan mérni lehessen muslicáék ily ritka rekombinációját és a cM távolságokat, s ezáltal megszerkeszteni a lz majd több más muslica gén belső géntérképet. Virtuózaink pedig voltak. 

A gén tehát a lozenge esetében nem rekombinációs egység, mert a területén crossing-over fordult elő (komplementációsan, azaz funkció szerint egység, mert az F1 transz heterozigóták fenotípusa mutáns volt!). 
Mivel voltak lz allélek, amelyek között a transz heterozigota vadtípusú rekombinánsoknak adott „életet”, elfogadva a crossing-over (és ezáltal a rekombináció) reciprok voltát, kellett lenni ugyanennyi kettős lz mutánsnak is a vad tipúsúakkal azonos gyakorisággal (0.045-0.06 %). Nem lehetett egyszerű megtaláni őket. Segít ilyenkor pl. a szárnyi allélpárok rekombinációja. Ha ui. a rekombinánsokat kiemelhetjük, közöttük nagy biztonsággal megtalálhatjuk a kettős mutáns rekombinánsokat is (lásd a későbbi, a „Géntérképezés- Génkonverzió” előadásokban a „reciprok keresztezési arány”, vagy a „két külső szárnyi allélpár” esetét, valamint a „frameshift algebra” bizonyítását, amelyben hasonló problémát kellett megoldani).
Kérdés: A fenti adatok mellett milyen gyakorisággal találnál rekombinációt a lozenge génben, ha az egyik oldalon a szárnyi allélpár 1cM, az ellenoldali szárnyi allélpár 2cM távolságra van a lozenge génben lévő mutációktól?  Hogyan határoznád meg a lz génen belüli rekombináció gyakoriságát statisztikailag elfogadható egyedszámokból (ie. legyen elegendő számban génen belüli rekombinánsod, ez is „csiki-csuki”!). (segitség 3.,4. dia, tudod a szárnyak cM távolságát).
1.2.3. A cisz és transz heterozigóták is új megvilágitásba kerültek: ha a crossing-over csak a gének közötti fonálon történhet meg, akkor a cisz (u,v  / +,+) és a transz (u,+ / +,v) heterozigóta fenotípusa egyaránt vad típusú (+, a domináns allél !).  A  lzu/lzv transz heterozigótákban nem csak a vad allél keletkezik a rekombináció során, hanem a reciproka is, a két mutációt egyszerre, cisz helyzetben hordozó allél is (lzu + / +lzv  rekombináció lzu lzv  és  + +). Nos, hogy most már a kettős mutáns allél is előállt  a lozege génben nem csak a trasz (lzu +  /  +lzv) , hanem a cisz heterozigóta genotípus is (lzu lzv / + +) ellenőrizhető lett. A transz heterozigóta fenotípusa mutáns volt a cisz heterozigótáé vad. A jelenséget cisz-transz pozíció effektusnak nevezték,  pseudoalléleknek azokat, amelyek között rekombináció volt megfigyelhető, noha ugyan azon lokuszra térképeződtek, az ilyen lokusznak pedig komlex lokusz lett a neve.
A cisz-transz pozíció effektusra a Drozi legendás w génje (szemszín mutánsallélok: fehér, barack, eozin, vad: telített piros), vagy az emlősök szőrszine ( C gén allélsora: aguti, csincsilla, himalája albínó, albinó) hasonlóan jó példát ad. A pédák szerepelnek a powerpoint anyagban.  
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Hasonlítsd  össze a lz gén viselkedését rekombinációban és komplementációban a T4rII génnel. Minden stimmel !, a lz gén egy cisztron, úgy viselkedett, mint a T4rIIA, vagy a T4rIIB cisztron önmagában.

Azért elgondolkodni érdemes azon, hogy miként jutok hozzá egy génen belüli kettősmutáns allélhoz, legyen az a lz, vagy a w gén (a monotonia tűrés magas foka és kitartás kellhetett hozzá!).
A „frameshift algebránál” látod majd a megoldást.

1.3. Pontecorvo javaslata Delbrück aforisztikus megfogalmazásában: „run the genetic map into the ground” (5., 6. dia).
A gén funkcionális, rekombinációs, mutációs egységének tesztelésére Pontecorvo („gomba” genetikus, találkozhattatok a nevével: Aspergillus mitotikus rekombináció, szektoros telepek kapcsán) javaslata az volt, hogy egy olyan genetikai analízis rendszer adja a megoldást, amelyben egyszerű a mutánsok felismerése, tehát sok független mutáns izolálható, a mutáns törzsek könnyen fenntarthatók, szaporíthatók, keresztezhetők, valamint megoldható a kicsiny rekombinációs gyakoriságok preciz mérése pl. úgy hogy a mutánsok bizonyos körülmények között letálisak, s tengerükben a vad típusú rekombinánsok szelektíven kimutathatók. A funkcionális egység a transz heterozigóták létrehozásával tesztelhető: azok a mutánsok tartoznak ugyan ahhoz a génhez, amelyek a transz heterozigótában (F1) is mutáns fenotípust adnak. (53.,54. dia) 

Mivel a gén „kicsi”, ha van rekombináció a génen belül az kis gyakoriságúnak várható, amit már a Drozi tapasztalatok is alátámasztottak. Ha részletes géntérkép készithető a génről a gén belsejében az azonnal igazolni fogja, hogy a gén nem lehet sem a rekombináció egysége, sem a mutációé, hiszen mindkét jelenséget a gén belsejében észleltük, azaz sok különböző mutációt (amelyek azonos, netán különböző mutáns fenotípusokhoz vezettek, de transz heterozigótában sem adtak ki vad fenotípust) és ezen mutációs helyek között rekombinációt mértünk, s a rekombinációs gyakoriságok alapján géntérkép készülhetett, tehát a mutációs helyek a gén különböző pontjait definiálták. Ezt a genetikai analízis koreográfiát fogalmazta később plasztikusan Delbrück: „run the genetic map into  the ground” , azaz a gén térképezése az alapokig, az abszolút felbontásig. (ismétlés: 20. – 29. diák)
2., Benzer és a T4rII gén, „genetikai csiki-csuki”, Benzer: Sturtevant szellemi örököse
Benzer (Broklyni család, középosztáy, 1942-től fizikus doktorandusz, Purdue University, Indiana, radar katonai fejlesztése, jelentős felfedezése pl. a nagy feszültséget megtartó germánium kristály) már mint  a Luria és Delbrück iskola posztdoktora  előadást tartott a gén méretéről 1952-ben, amelyhez Pontecorvo tanulmányát használta fel. 1953 őszén hirtelen felismerte (igazi heureka volt !) , hogy a T4 fág rII mutánsai megfelelnek a Pontecorvoi 
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kritériumoknak: az E.coli K12 labda lizogén törzsén (ma már tudjuk, hogy a labda profág rex gén terméke miatt) nem szaporodnak az rII mutánsok (tehát fenotípusuk letális ebben a környezetben), míg a vad típusú fág normálisan szaporodik (a vad allél tehát „pozitívan szelektív”); az E.coli B törzsön a mutás és a vad típus egyaránt szaporodik (azaz rII és rII+ „nem szelektív allélpár” ebben a közegben), ugyanakkor az rII mutások  nagyméretű, „molyrágta, rongyos szélű” plakkot képeznek a vad típusnál kb 3-szor nagyobb átmérővel (kb 9x nagyobb a plakk területe!, szemmel, ránézve egyszerűen és egyértelműen azonosítható, a mutánsok könnyen és nagy számban fenotípus alapján  izolálhatóak, szaporíthatók, fenotípusuk  nem letális ebben a környezetben). (36. dia, ill. 33-49 diák)
Figyeld meg a fenotípus különböző rétegeit és a letális mutáns allél nem letális pleiotróp fenotípusát,  környezettől függően. Az ilyen fenotípus párok  lehetőséget adnak körmönfont genetikai „csiki-csuki” analízisekre. A csiki-csuki egyik fajtája az, amikor az egyik fenotípus a „halál” (letális, értelem szerűen csak recesszív lehet), a pleiotróp fenotípus pedig kodomináns, de bizonyosan nem szelektív (lásd majd később pl. a Balanszer kromoszómáknál 83.-88. diák). Ebben a felállásban sok független letális  mutáns izoláható és tartható életben. Ugyanakkor a letális mutánsok vadtípusú revertánsai/backmutánsai és vadtípusú rekombinánsaik  egyértelműen azonosíthatók (36.dia).
Két rII mutáns keresztezésekor 1 ml kultúrában pl. 1010 utódfág könnyen „születhet”. A keresztezett fág szuszpenziót ketté osztva az egyik félből meghatározható (titrálható) az utódpopuláció mérete (E.coli B törzsön), ahol mindenki életképes, a vadtípusú rekombinánsok száma pedig meghatározható (titrálható) a másik feléből (K12 lambda lizogén törzs), mert csak ők adnak plakkokat (a kettős mutáns reciprok rekombinánsok száma pedig definició szerint, a crossing-over szimmetrikus volta miatt megegyezik a vad típusúakkal, de mutáns szüleikhez és testvéreikhez hasonlóan ők sem szaporodnak a lambda lizogénen). Tehát a vadtípusú plakkok számát (titerét) kétszer véve majd osztva az összes fággal (E.coli B törzsön számolt titer) pontosan megkaphatjuk a rekombináció gyakoriságát, még akkor is, ha az 10-6-10-8 nagyságrendbe esik (csak a mutánsok reverziós rátája szab határt a felbontás alsó határának) (36.dia).  Persze pipettázni kétszer egymás után azonos térfogatú fág szuszpenziót és fágot titrálni tudni illett akkor már.
2.1. Benzer kb rII 2000 független, spontán mutánst izolált (megj. nagy részük frameshift volt), később kémiai mutagénekkel  (5BU, 2AP, HNO2, NH2-OH, akridinek) továbbiakat (lásd később: mutációs forrópontokat, amely jelenség általános, LacZ géntöl a BRC szűrésig).

(37. dia)
2.2. Néhány mutáns két faktoros keresztezésével egyszerű géntérkép készült. „Demarkációs határt” lehetett húzni az rII egyszerű, kis felbontású, 2-faktoros (additív) géntérképen. (36. dia)
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2.3. A térkép két féltérre különűlt A és B (38., 39. dia):  a transz heterozigóták nem komplementáltak térfeleken belül (nem szaporodtak K12 lambda lizogénen, az átlagos burst kevesebb volt , mint 1%-a vadtípusnak, a heterozigóta fenotípusa tehát letális), komplementáltak ugyanakkor térfelek között (szaporodtak, az átlagos burst 100-nál is több utódfág sejtenként, azaz vad fenotípusúak voltak; a burst, vagy sejtenkénti átlagos fághozam arányos az adott genotípus reprodukciós fitnessével!). A keresztezések utódpopulációja (E.coli B törzsön) nagyrészt a két mutáns szülői genotipusból állt (plusz kevés rekombináns). Egy kérdés: mit gondolsz milyen genotípusúak voltak azok a fágok, amikor a két mutáns fertőzése után a K12 lambda lizogén sejtekből sok fág szabadúlt ki (mint, amikor a vad típusú fágok fertőznek) és milyen amikor  amikor az átlagos burst jóval kevesebb, mint az előbbi 1%-a, és mivel magyarázod, ha mondjuk 20%-a (nem egyszerű a válasz!).
Azon mutánsok amelyek transz heterozigótában nem komplementálnak egyazon komplementácós csoportba, egyazon cisztronba tartoznak. Vedd észre, hogy itt a két különböző genetípusú fággal fertőzött egyedi baktériumok populációja felel meg az F1 Drozi, Arabidopsis stb. nemzedéknek. (vesd össze 25.diával)
2.4. nézzünk klasszikus példákat és vessük össze/integráljuk az rII tapasztalatokkal:

Azonos fenotipus és több cisztron vs különbö fenotípusok egy cisztron

Az rII gén mutánsai fenotípusa a vizsgálat szintjén azonos volt, ez klasszikus multiplex allélia, mint pl. a Drozi lozenge példában fentebb (egyebek 69.dia). Nem szükségszerű az egyazon génben/cisztronba/komplementációs csoportba eső mutánsok fenotípusának azonossága, lásd ellenpéldának az emlős szőrszin C allélsorát, vagy a  muslica w gén alléljeit (előadás diákon). 

Az rII gén ugyanakkor két komplementációs csoportból/cisztronból áll, amelyek két különböző polipeptid láncot kódolnak (37. dia). Az rII teljes biológiai funkciójához mindkettőre egyaránt szükség van. A Lac operon bármely struktur génjében, azaz cisztronjában bekövetkező mutáció Lac- fenotípust hoz létre. A lac- mutánsok 3 komplementációs csoportba sorolódnak. Hány cisztronbó áll az E.coli Trp, His, Gal , Arg operonja? 
2.4. az rII analízis néhány további innovációja (55-67. diák): 
(i) a deléciós térképezési logika kiteljesedése és megvalósítása intragénikusan/intracisztronikusan (ezt talán még előbb Dubinin is megtette a nagy Szojúzban a Drozi w génben),  (v.ö. 69.dia)
(ii) a mutáció egysége („muton”, nem terjedt el a definíció): már egyetlen bázispár megváltozása is elegendő, a mutációs forró pontok felismerése (gondolj a mai genetikai szűrésekre, a forró pontra szűrnek először ) (37., 57. diák)
(iii) frameshift logika, frameshift algebra, a 3 betűs, nem átfedő, vesszőmentes kód bizonyítása, (65., 66. dia , 61.-64. diák)
7.o.

(iv) a transzkripció és transzláció (egy)irányának demonstrálása: (i) A cisztron felől B felé megy mondta a „Frameshift Algebra” (azaz Az 1589 in frame deléciós mutánsban az A cisztron területén fellépő frameshif kioltotta B cisztront is …  stb) ,  (ii) transzlációs fúzió létének demonstrálása (mai géntechnológiában általános, pl. GFP, LacZ, Fág-display, His-tag fúziók), (63.dia)
(v) a rekombináció egysége („rekon”, ez sem terjedt el) : két szomszédos bázispár között is lehet rekombináció, amelyet számítással és egy virtuóz kisérlettel is igazoltak (S. Benzer és S. Brenner genetikánk két ikonja). (58., 59. diák)
(S ami nem jött be kettejüknek az rII génnel: a gén és a géntermék ko-linearitásának igazolása. A T4 fág feji fehérje génjével sikerült ezt igazolnis S. Brennernek, Dudás Brigitta tanárnő beszél majd erről/ is).
2.5. cisztron vs gén (67.dia, 103. és 104. diák)
A biológus közbeszédben gyakran szinonímák. A cisztron is, a gén is a kromoszóma nukleinsav szekvencia egy kontinuuus szakasza. Az utca embere csak a gén szóról hall. A cisztron a precízebb meghatározás: pl. „egyetlen polipeptid szintéziséért felelős DNS szakasz, RNS genomban RNS szakasz ”. A cisztron egy komplementációs csoport, a gén lehet több is. Lásd alább a variációkat cisztronra és komplementációra (68.-77. diák és 77.-88. diák). A gyalog molekuláris genetikus egy cisztronra 1kbp-t számol, ami bizony nem nagy alaposságra vall, mert van ami csak 20-30 aminosav hosszúságú peptidet kódol, s van ami sok ezer aminosavból állót.
3. Variációk cisztronra (68. - 77. diák)
3.1. Komplementáció versus komplementer öröklés (73.-77. diák)
A drozi v és st génjeinek mutációja azonos fenotípusra vezet, tehát funkcionális kapcsolatban vannak (égő piros szem, mert a barna pigment nem termelődik, ui. mindkét gén a barna pigment szintézisének genetikai kaszkádjának eleme, de más más lépést határoz meg) csakúgy mint rIIA és rIIB. Jegyezd meg, ha két gén 0 mutáns allélja ugyan olyan öröklődő fenotípust eredményez, akkor az a két gén valamilyen funkcionális kapcsolatát jelzi.
Mi a különbség? rIIA és B kapcsoltak, sőt egy transzkripciós egységet/operont alkotnak, addig v és st szabadon kombinálnak, azaz más-más kromoszómán vannak (9:7 hasadás !)
3.2. Cisztron vs ORF, cisz elemek plusz transz elem (68. dia, 103. és 104. diák)
Minden cisztron ORF, de nem minden ORF cisztron. A cisztronhoz minimum promoter is kell, csak promoterrel együtt értelmezhető. Mutáns egyed károsodott funkciója  komplementációs igazolásakor (transzformálod a mutánsba a klónozott vad allélt) ezt ne feledd. Vedd Tanszéki , SZBK-ból példáknak a Drozi, Arabidopsis vagy lucerna mutánsok menekítését a vadtípusú klónozott alléllel (transzgénikus/ciszgénikus technológia, Ti plazmid, P elem traszpozon használatával stb.).  

8.o.

A „minimum” cisztron részei: 5’ cisz elemek, promoter ATG …n bázispár, 3-mal oszthatóan…STOP kodon…Transzkripció terminálás.  

Ezt bonyolíthatod: 5’ nagy kiterjedés, sok cisz elem promoterek  ATG …intronok , exonok (cDNS kódoló rész: n bázispár, 3-mal oszthatóan…) STOP kodon…… Transzkripció terminálás. (103. és 104. diák) 

3.3. Átfedő cisztronok: azaz lehet olyan bázispár a szekvenciában, amely több cisztronnak (és ORF-nek) is része (70. dia).  A Jóistennek sokat kellett töprengenie (PhiX174), hogy az átfedő részen mutáció fellépésekor csak az egyik frameban legyen károsodás, a másikban csak alternatív kodonhoz vezet a mutáció ( 70. dia D és E cisztron: gondolj erre a site directed mutagenezis tervezésekor). Egy bázispár hány cisztronhoz tartozhat? 

Komplexitás fokozása: (i) a gén/cisztron intronjában egy másik gén lapulhat meg; 

(ii) alternativ splicing: hol van a cisztron,  a transz heterozigóta F1-ben jelzi/nem jelzi/mikor/hol jelzi? Fogas kérdés! (mit olvasol ki: 70. dia AésH; A,C,K cisztronokból)
3.4. Cisztron, Intron, Exon, EST, cDNS  

Az EST-tet tekinthetjük/párosíthatjuk a cisztronhoz. A cDNS-t is. De hogyan suszteroljuk be az alternatív splicinget a cisztronba?
3.5. Cisztron és polifehérje (71. és 72. diák): pl. hipofízis hormonok, virus köpeny fehérjék, intermedier anyagcsere enzimek fúziója.
(i) Van hogy az eredeti definició szerint egyetlen cisztronról egyetlen polipeptid szintetizálódik, s ez a polipeptid feldarabolódik. A kihasadt darabok „önálló” életre kelnek, őnálló funkciókat látnak el. Példa erre a hipofízis hormonok esete, amikor a prekurzor polipeptidből több különböző aktív peptid hasad ki (l. a mefelelő dián).

Egy másik példa lehet számos vírus köpeny fehérjéinek keletkezése a prekurzor fehérje termékből (lásd a Könyv mappában Duda Ernő fejezetét).
Gondolkodj el azon, hogy milyen következménye lehet egy stop kodon, deléciós, frameshift, missense, ts mutációnak az ilyen gén expressziójára, a transz heterozigóta fenotípusára.

(ii) Van olyan példa is , nem is ritka, hogy a definició szerinti cisztronról készült polipeptid (prekurzor) térbeli feltekeredésekor több önálló pl.enzim funkcióval bíró autonóm egység keletkezik, amelyek kovalensen is együtt maradnak, az őket elválasztó polipeptid lánc nem hasad el. Mintha pl. a Lac operon 3 cisztronja transzlációs fúzióval egyetlen nagy kontinuus polipeptid láncba íródna át és tekeredne fel a 3 aktív enzimmé. Ez esetben csak az első enzimet meghatározó rész előtt van indító kód és csak az utolsó fejeződik be stop kodonnal, a köztes cisztronok elvesztették indító és stop kodonjukat (72., 97. diák: élesztö his3 génje)).
9.o.

A Salmonella typhimurium a Hisztidin bioszintézis opreronja 9 cisztronból áll. Az élesztő his3 génje definició szerint egyetlen cisztron, miközben a bioszintézis 3 lépését irányitja. A his3 által kódolt polipeptid a 3 önálló enzimnek megfelelő szerkezeti egységnek megfelelően tekeredik fel (97.dia). Gondolkozz ezen: milyen hatása lehet ebben az esetben  pl egy stop kodon mutációnak a komplementációra a transz heterozigótában (érintse pl. az első enzimet kódoló részt egy stop kodon, a következőt egy missense ts mutáció; majd elemezd a fordított felállást). Tanulmányozd a megfelelő dián a his3 gén komplementációs genetikai és térképét
Nem ritka a his3-hoz hasonló eset: pl sokan, akik az élesztő klónozási, géntechnológiai rendszert használják gyakran találkoznak az URA2 marker génnel. Valójában ez a gén is egyetlen cisztron, de 3 enzimet kódol, pl. a pirimidin bioszintézis két első lépésének enzimét is. A következő bioszintetikus lépést már egy önálló cisztron kódolja. Más szervezetekben más felosztásban fuzionáltak, ill. külön állóak ugyan ezek a gének. A muslicában pl. ahol a rudimentary gén felelős a piridin bioszintézisért 4 enzimatikus lépést kódoló DNS szakasz (másutt önálló cisztronok)  fuzionált egyetlen „cisztronná”, s expresszál egyetlen hosszú polipeptid láncot. Milyen komplementációs megfigyelések vannak a rudimentary komplementációkra? Kérdezgesd a Drozisokat.
4. Variációk komplementációra 
4.1. Ellensúlyozott letalitás, Balanszer kromoszóma, az egér T génje (78.-82. diák; 45.-46. dia):
T/+ rövidfarkú egér, F2-ben hasad 1/3 vad (+/+ hosszúfarkú): 2/3 rövidfarkú (T/+), T/T nem születik meg (hasonló: „kontyos kanári”). T tehát letális (recesszív) van domináns pleiotróp fenotípusa, hiszen a + allélllel szemben érvényesül („csiki-csuki”). (79., 80. diák)
„t” mutánsok, allélok: több független, több génben/cisztronban is előfordulnak. „t”-k  egyszerű letális allélok. Egyfaktoros öröklésmenet: ta/+  vad fenotípus (hosszú farok) , ta/+ x  ta/+  minden utód vad fenotipusú (hosszú farok), ta/ta nem születik meg. (80., 81. diák)
Minden t-nek egyforma pleiotróp hatása van: T/ta, T/tb, T/tx  stb farkatlan (és nem rövidfarkú).
Valójában a genetikai sztöchiometriának megfelelve: T/ta = T +/ + ta,  T/ tx = T +/+ tx , azaz transz heterozigóta (82.dia). F2-ben szabad kombinálást nemlátni, T/+ rövidfarkút nem találni,  +/+ vad típusút sem, tehát T és t-k kapcsoltak, s közöttük vagy nincs vagy nagyon ritka lehet a rekombináció. (vezesd végig a gondolatot) (82.dia)
Vedd a T4 rII A és B esetét:

ta és tb  (a és b mutáció más szítuszt jelent, de a primer fenotípus azonos: letális, pleiotróp fenotípusuk megegyezik T/t farkatlan)
T/ta = T +/ + ta,  T/ tb = T +/+ tb farkatlanok (82. dia alul)
Irjuk fel T hátterében ta és tb transz heterozigótát: 
T/ta = T +/ + ta = T + +/ +  ta + ,  T/ tb = T +/+ tb = T + +/ + + tb  
T + +/ +  ta +  x   T + +/ + + tb   utódai  (vezesd le)
10.o.

(i)  ta és tb  egyetlen cisztron, transz heterozigótában nincs komplementáció, minden utód rövid farkú T/ta vagy T/ tb (T/T , ta/ta, tb/tb nem születik meg). (82.dia alul)
(i) )  ta és tb  különböző cisztron, mint rIIA és B, transz heterozigótában van komplementáció, mejelennek vad fenotípusú (hosszú farkú) utódok  (+  ta +  /  + + tb )  1/3 arányban a 2/3 farkatlan, a többiek: bármely mutans allélra homozigóták nem születnek meg (82. dia felül).
Ne feledd fontos volt: letális és pleiotróp fenotípusok, a mutációk különböző helyeket jelölnek (genetikai sztöchiometria fontos a heterozigóta felírásakor), nemvolt rekombináció a transz heterozigóta meiozisakor (82. dia).
4.2. Inter allélikus komplementáció, homooligomerek, konformáció korrekció (89.-102. diák)
Az enzim aktív negyedleges formája homooligomer, azonos alegységekből áll legalább egy része: pl alfa2, alfaN, alfa2-béta2  stb. gondolj az ADH-ra, az izoenzimek egy típusára, a hemoglobinra, RNS polimerázra  stb. Az alegység (pl. alfa polipeptid)  önmagában nem aktív biológiailag. (89.-92. diák)
Legyen a cisztron vad allélje terméke A polipeptid, mutáns és mondjuk működés képtelen missense nem működő allélja terméke a1 polipeptid, egy másik missense a2. A cisztron többi allélja deléciós, frameshift, nonsense stb, mind 0 allél, csonka polipeptid a termékük. Az oligomer negyedleges struktúrájában A, a1,a2 szabadon kombinálódnak és adnak ki egy homodimert. Milyen aktivitást várunk A/a1 heterozigótától: lesz benne 1/4 A/A, 

1/2 A/a1, 1/4 a1/a1 oligodimer enzim. 
Mitől függ a heterozigóta fenotípusa: (i) elegendő é az 1/4 rész A/A a vad fenotípus megjelenítéséhez, (ii) az 1/2 A/a milyen aktivitást képvisel , vad, hipomorf, null?  Mit jelent, ha null a mutáns alegység tönkreteszi A/a dimer működését (genetikailag tehát a domináns negatív allél). 
Tegyük fel a1 és a2  azonos hatású volt eddig. Hozzuk létre az a1/a2 heterozigótát.  Nézzük a fenotípust : (i) egyertelműen 0 mutáns fenotípusú, tehát az 1/2 résznyi a1/a2 dimer is inaktív, (ii) meglepetésre vad fenotípust látunk, komplementációt (holott trasz a heterozigóta és egy a cisztron), ezért csak az 1/2 résznyi a1/a2  dimer felelhet. A jelenség neve inter allélikus komplementáció (89.-92. diák).
Meglepően gyakori jelenség, noha definició szerint kivétel, de szinte „több a kivétel, mint a szabály”. 

Miért volt aktív a1/a2 ? Egy magyarázat a konformáció korrekció jelensége: az egyik alegység „jó” konformációjú része „rákényszeríti a jót” a másik alegység „rossz”/mutáns részére és viszont”. Egy totál deléciós sohasem tud ilyet tenni, kisebb belső deléció, frameshit, nonsense ugyan csak nem, legfeljebb az „ősnemzés” szintjén. A konformáció korrekció egy lehetőség amit a Neurospora GDH mutánsokkal értünkmeg a diákon (92.dia; 46 és 47. diák). De vannak más lehetőségek is (az órán majd megbeszéljük, de a diák között is szerepelnek). (91.dia)
11.o.

Egy elgondolkodtató kérdés genetikusokhoz: miben egyezik és miben nem az interallélikus komplementáció a cisztronon belüli szuppressziótól? 
Az inter-allélikus komplementáció felismerése és magyarázata John R. S. Fincham munkásságának része (Cambridge, Leeds, Edinburgh genetika Tsz). A konformáció korrekció elmélet kidolgozásához sokat adott hozzá F. Crick is)

4.3. Negatív komplementáció, domináns negatív fenotípus, a mutáns allél dózisa

Láttuk fentebb: a1/A heterodimér nem működik a1 tehát rákényszerítette a fenotípusát A ra (a vad allél termékére), a1 allél tehát domináns volt a vad A  allél felett és negatív hatását ervényesítette („eltorzított”, eltávolított a vad fenotípustól valahová, ami érzékelhető de nem  „vad”). Tehát nem a vad allél komplementálta transz helyzetből a mutáns allél kiesett működését, hanem fordítva történt a mutás allél mutás fenotípust kényszerített ki a transz heterozigótából, a „komplementáció” tehát „negatív” volt. 
A negatív komplementáció egy lehetséges oka a domináns negatív fenotípusnak. Ez utóbbival találkozhattatok sokfelé a genetikában, pl. Droziéknál is, meg a növénygenetikában is.
Most nézzük meg mit befolyásolhat a mutáns allél túlzott reprezentációja: 

Vegyünk egy mutáns E.colit (haploid), benne a cisztron missense mutáns allélja a1, terméke a1 polipeptid, amely a1/a1 dimerré áll össze, mint a vadtípusban és null mutáns fenotípst eredményez A0 –t. Klónozzuk a+ vadtípusú allélt egy egy-kópiás plazminban és vigyük be az A0 mutáns sejtbe. Az  a1/a+ heterozigótában (parciális diploid!) vad fenotípust (A) észlelük. Semmi ellentmondás: a+ dominás, a1 recesszív .  (Mennyi dimer kellett a vad fenotípus expressziójához?)

És most fordítsuk meg:

Vegyünk egy vad típusu E.colit (haploid), benne a cisztron vadtípusú allélja a+ , terméke a polipeptid, amely homodimer formában aktív és A fenotípust határoz meg. Klónozzuk a1 missense mutáns allélt egy egy-kópiás plazminban és vigyük be . Az a+/a1 fenotípusa A marad (Mendel I törvény baciban, reciprocitás). Klónozzuk át a1 allélt egy nagy kópia számúban (vagy egy erős promoter mögé egy expressziós vektorban), s a „heterozigóta” fenotípusa hipomorf, vagy akár null fenotípus (A0) is lehet a negativ komplementáció következtében. Tehát ránézésre megfordult az allélok domináns/recessziv hierachiája: a mutáns allél dominálhat a vad allél felett, függően az allélikus géntermékek mennyiségi viszonyától, vagy az a+ és a1 közötti kapcsolat erősségétől a homo dimerben (homo oligomerben).  
. 
12.o.

4.4. Alfa/Omega komplementáció: deléciós mutánsok, domain interakciók, biotechnológia (99.-102. diák)
Ime egy képtelenség! Két kiterjedt deléciós null mutáns allél Adef1 és Adef2 transz heterozigótában (Adef1/ Adef2) komplementál, vad fenotípust ad ki. (hogyan tudnám érvényesíteni a genotípus sztöchiometriát, ötleteket kérek!).
Legismertebb a LacZ alfa/omega komplementációs rendszer: E.coli LacZ a béta-galaktozidáz

struktúr géje (cisztronja), homo tetramer, domain szerkezetű alegységek, a domainok és tetramer alegységek közötti sok belső (pl. hidrofób stb.) kölcsönhatás tartja össze az aktív szerkezetet. (100.dia, 101.dia felül))
LacZ alfa deléciós allél kódolja az omega domaint, önmagában null allél, (101.dia 2.sor)
LacZ omega deléciós allél kódolja az alfa domaint, önmagában null allél, (101.dia 3.sor)
LacZ alfa deléciós/ LacZ omega deléciós heterozigóta aktív béta galaktozidázt hoz létre. 

Tehát deléciós allélek komplementáltak transz heterozigótában. (101.dia 4.sor)
Figyelembe veendő egyebek: mindkét allélhez kell promoter, ATG, a deléció 3-mal osztható („in frame”), STOP kodon….

Biotechnológiai hasznosítás: peptid termelés transzlációs fúzióval. Béta-gal homogenitásig tisztítható, ahány Molnyi az enzim, annyiszor 4 Molnyi a peptid (Egy emelettel feljebb dolgozik az alfa-omega komplementáció egykori Mestere). Az egykor népszerű M13 szekvenálási rendszernek is eleme volt az alfa-omega koncepció (ami egyben a kék fehér szelekció egyik változata). (101. dia alul) 

Vannak más enzimek is amelyek aktivitása deléciós mutánsokból, peptid fragmentumokból (domainokból self-assembly alapon) restaurálható (pl. E.coli Trp szintetáz). Nem lehet nagyon ritka jelenség az alfa-omega típusú komplementáció. (102.dia)
Látod majd a diákon is.

4.5.Komplementácios térkép: jelentés a fehérje szerkezetéről (93.-99. diák)
A mutáció, mint szitusz pontszerűen vetül a géntéképen, azaz nincs dimenziója. A mutáció primer hatása/fenotípusa, mint az aminosav sorrenben történt változás (mondjuk egy missense mutáns esetében) még mindig kvázi pontszerű.  A mutáció fenotípusos hatása a fehérje másodlagos, harmadlagos, negyedleges szerkezetében már kiterjed egy tér részre, felületre, egy alfa hélixre stb, azaz a mutáció akár több dimenziót is nyerhet (94. dia).  A tényt, hogy a mutációnak a fenotípusban már van dimenziója jelöljük egy szakasszal (ez a legegyszerűbb) (95.dia).
Legyen sok mutánsunk. Mind egyazon komplementációs csoport/cisztron tagjai, s ezt onnan tudjuk, mert egy deléciós, egy frameshift és egy az N terminális/5’ közeli downstream nonsense mutánssal (teszter mutánsok) egyikük sem komplementált a transz heterozigótákban. Tegyük mutánsainkat transz heterozigóta párokba, mindenkit mindenkivel és nézzük meg: melyik pár nem komplementál(0), és melyik komplementál (+) inter allélikusan? Egy Punnett szerű sakktáblán jelöljük be a páros kombinációkat. Kaptunk egy komplementációs  mátrixot.
13.o.

Vezessünk be szabályokat (a komplementációs térképezés szabályait) (94.-95. diák): 

(i) Ha a párban nincs komplementáció, akkor a helyzetet két nem átfedő szakasszal ábrázoljuk (95.dia)
(ii) Ha van, akkor a szakaszok átfednek (95.dia)
Az átfedő és nem átfedő szakaszok egy mintázatot adnak ki, ez a komplementációs térkép (lásd a megfelelő diákat, 95. 98.dia). A komplementációs térképünkön van egy szakasz, ami minden másikkal átfed (97.dia). Ez a szakasz reprezentálja a deléciós, frameshift és nonsese teszter mutánsainkat és az összes többit, amelyek nem komplementáltak a komplementációs csoport többi tagjával sem.
Akkor mi is a cisztron ebben a dimenzióban? 
Mindazon mutánsok halmaza, amelyek kontinuus komplementációs térképet adnak ki (95. dia alul). 
A komplementációs térkép a fehérjék térbeli szerkezetéről ad távoli információt. Sokszor csak úgy lehet  mutánsok komplementációs viszonyait ábrázolni, ha az átfedő és nem átfedő szakaszokat átfedő és nem átfedő körívekre cseréljük (cirkuláris komplementációs térkép 96. dia felül)), sokszor csak szakaszok és körívek komplex topologiája adja ki a kontinuus térképet („akár egy bicikli sematikus ábrázolásának is vélhetnénk” 96.dia alul).  A térképekből több esetben valós térszerkezeti adatokat (pl. nagyobb strukturális egység, domain, a primer szerkezet távoli pontjainak térbeli közelsége …) hámoztak ki. Máskor a térszerkezetből lehetett megérteni egy szokatlan  komplementációs viselkedést.
Az előadási anyaghoz az egykori (1974-89 évek) JATE példatárat és az ELTE 2003 évi példatár vonatkozó feladatait is csatoltunk (koplementáció: példák és megoldások).
4.6. Komplementációs térkép és (i) élesztő His4 gén, cisztronok transzlációs fúziója (97.dia), (ii) pan2 gén és kolinearitás a géntérképpel (98.dia). Kibogarásszuk az órán a két komplementációs térkép üzeneteit.
(i) élesztő His4: a hisztidin bioszintézis 3 enzimjét kódoló DNS szakasz, amelyeket pl. S. typhimurium his operonjában önálló cisztronok kódolnak, itt egyetlen transzkripciós és transzációs egységet alkot (97. dia alul). A 3 enzim egyetlen transzlációs fúzióban expresszálódik. Az első enzimet kódoló rész pontmutánsainál két kivétellel a másik két enzim működése is kiesik, noha a mutációk nem érintik ezeket a területeket. A komplementációs térképen ezek a mutációk átfednek az összes többi mutációval. A legvalószínübb okat ennek az lehet, hogy az első enzimet kódoló rész stop kodon, frameshift mutánsaiban csak az N-terminális peptid rész készül el és a dowstream enzimek meg sem szintetizálódnak, ami által komplementációs képességük sincs, hiába hibátlan az őket kódoló DNS szakasz. A középső enzimet kódoló DNS szakasz két mutánsának komplementációs viselkedését  szintén magyarázhatjuk pl. stop kodonnal, vagy frameshifttel. Hasonlóan az előbbiekhez elvesztették komplementáló képességüket a downstream elhelyezkedő 3 enzim mutánsaival.
14.o.

Ugyanakkor komplementálnak az upstream elhelyezkedő 1. enzim két mutásával. A magyarázat az lehet, hogy ebben a két mutánsban elkészült az N-terminális peptid azon része, amely az első enzimet jelenti és normálisan feltekeredik, s enzimatikus funkcióját el tudja látni. A második enzim rész egyik mutánsa csakis a középső enzim aktivitást vesztette el, komplementál mind az első enzimrész két mutánsával, mind a harmadik rész négy mutánsával, azaz az első és harmadik enzimet meghatározó részek konformációja jó és biztosítja a működést. Ez a mutáns csakis missense lehet (miért?). Nem egyszerű megmagyarázni az első enzim két és a 3. enzim három mutánsának komplementációs viselkedését. A mutációk torzitó hatásai az enzimeket jelentő peptid részeknek csak egy részét érintik és a mutánsok egymással komplementálnak (nem fednek át a komplementációs térképen). Tippeket kérek, miként lehet ez.
(ii) Neurospora pan2 (pantoténsav szintetáz génje) (98.dia): felül a komplementációs térképet, alul a géntérképet látjuk. A komplementációs térkép folyamatosan átfedő mintázatot ad, amely mintázat két mutáns kivételével (pirossal jelölve) ko-lineáris a géntérképpel.
4.7. Lambda in vitro fej-farok komplementáció (helyesen self-assembly lenne), in vitro DNS pakolás (cosmid), méret szelekció. (Ez csak nevében komplementáció, de 30 éve még fontos géntechnológia volt). A lambda fág feji kapszulák készíthetők és tisztán előállíthatók a farok génekben hibás mutások segitségével. A feji kapszulák in vitro DNS-sel feltölthetők (45 kbp körüli mennyiséggel, ami a labda fág kromoszóma mérete). Olyan mutánsokkal, amelyek a feji fehérjéket  nem szintetizálják, de a farki rost fehérjéket igen, tiszta lambda farok preparátum készíthető. A DNS-sel feltöltött „fej” preparátumot összekeverve a farok preparátummal a két elem spontán összeáll egy fertőző és a DNS bejuttatására képes „kvázi” fággá (amely szaporodni nem képes, mert nem a fág DNS-t hordozta). A fej-farok spontán összeépülés a „self assembly” jelensége, amelyet itt konkrétan fej-farok in vitro komplementációnak is neveznek. A cosmid vektorok ezen az elven működtek.
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