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MTA r. tagja

1., Kapcsolás, Kombinálódás nem Mendel III törvénye szerint

Indulj ki a criss-cross öröklésből: két gén egyaránt criss-cross öröklést követ, akkor mindkettő az X kromoszómán van, tehát kapcsoltak. Elemezd ki a 4. diát.

2., A Crossing-over törés-újra egyesülés modelljéről.

Barbara Mclintock  és Kurt Stern citológiai bizonyítása 1931 tavaszán a kukorica 9. kromoszóma párjával és a drozi X kromoszóma párjával (genetika könyv mappa :170. o. és 2.3.1. ábra). Figyeld meg: a „szárnyi allélpárokat itt szemmel látható van/nincs kromoszóma aberrációk helyettesítik, közöttük genetikai rekombinációval követhető allélpárok között történik a crossing-over. A „belül” bekövetkező rekombináció a szárnyak van/nincs kromoszóma aberrációi rekombinálódásával jár együtt.
A molekuláris valósághoz közelítve egy kis előzetes: a törés-újra egyesülés megvalósulása a Holliday szerkezeten keresztül, annak transz hasításával történik (ha van türelmed bogarászd ki a 11-26 diákat, de  részletesen erről is lesz szóa következő órán a Tetrád elemzés, crossing-over modellek kapcsán, ill. sok minden szerepel már a Genetika köny mappában is:153-193 oldalakon). 

3. Az „ideális” crossing-over és a Haldane függvény (Géntérképezési függvény) (34.,39. dia, Genetika Könyv mappa 114-118.oldal, 2.1.10. ábra)
Az ideális crossing-over (statisztikus szóródású, autonom, azaz interferencia nélküli, pontszerű) által szerkesztett géntérkép: ko-lineáris, mitöbb ko-menzurábilis a valósággal ( a valóságot helyesen tükrözi az géntérképi absztrakció). Azaz a géntérkép pontjai (amelyeket allélikus variációk jeleznek, definiálnak!) és az őket reprezentáló allélikus variációk/allélpárok (a DNS szekvencia változatai) a DNS mentén azonos sorrendben és arányos távolságban követik egymást (a léptékről később lesz szó). (32.dia)
Fontos:

(i) a Haldane függvény (Géntérképezési függvény) az ideális crossing-overek szóródását a Poisson eloszlással közelíti (38.dia és Genetika Könyv mappa 116.o.). Szembe állítja két pont között a páratlan számú crossing-overek öszességének részarányát (azaz a rekombinációra vezető eseményeket, az R-t, a rekombinációs gyakoriságot) a crossing-overek átlagos számával (amely átlag páratlan és páros számú eseményekből számítódik, ezt fejezi ki a Morgan, M egység, ami arányos mérőszám a fizikai távolsággal). A páratlan crossing-overek mindegyike rekombinánst szül (pl. a meiozisok során), ugyanakkor a crossing-overek átlaga egyenesen arányos a rekombinálódó pontok távolságával. (El fogom mondani „a hajótörött menekülését a sörétes puskával”, ami plasztikusan magyarázza ezt az összefüggést).
(ii) két allélpár között csak páratlan számú crossing-over vezet rekombinációhoz (azaz új genetikai minőséghez) (33. dia). Mit jelent 1M és 1 cM? ( lásd: 36,37,38. dia)
(iii) a rekombináció gyakorisága nem lehet több, mint 50% (34., 35.dia). A crossing-over  és a rekombináció nem azonos jelenségek, de! a rekombináció forrása a crossing-over.

(iv) minél kisebb a crossing-over gyakorisága annál inkább közelíti őt a rekombináció gyakorisága, végül csaknem azonos értékhez vezetnek. (35.dia)
(v) a Haldane függvény transzformálásával géntérképezési függvény nyerhető Tetrád és fág rekombinációs rendszerekre is (lásd. pl. Visconti-Delbrück törvényt, fágok mating poolját a 2014.02.25. előadás 26., 27., 28. diáin) 

Megjegyzés: az ideális crossing over nem létezik, de bizonyos méret tartományban, pl. magasabb rendűeknél 1-10 Mbp távolságkon jól közelíti a valóságot. Géntérképek sokasága készült, mindig helyesen tükrözték a gének sorrendjét (ko-linearitását a valós kromoszómális poziciókkal), nem ritkán a relatív távolságokat is közelítették (ko-menzurabilitás jelensége). A rekombinációs géntérkép jól kombinálható volt a genom szekvenciák annotálásakor, a valós gének meghatározásakor (lásd majd pl. a „Csodaszarvas Genom Program” kapcsán) 
„hálótérképeknél”, mikroszatelliták és valós gének kapcsolásánál,  a marker assisted szelekciónál (MAS), a gímszarvas genom kromoszóma scaffoldok meghatározásánál).
A géntérkép és a fizikai valóság egy szinte tökéletes megfelését példázza a „Gén és a géntermék ko-linearitásánk” Sidney Brenner általi bizonyító kísérlet. A „Génkonverzió” kapcsán pedig azt fogjuk látni, amikor a géntérkép torzítva tükrözi a fizikai valóságot. 
4. A kétpontos térképezésről 
(i) Az additivitási logika, additivitási tartomány (41, 42 dia): minél kisebb R, annál jobban érvényesül a rekombinációs gyakoriságok additivitása. Ellenérdekek: nagy R kisebb térképező populációban is meghatározható, de nagy lehet a lötyögés d (cM) meghatározásakor versus kicsi R, kisebb térképező populácóban kevés rekombináns, „rossz statisztika”,  R pontos meghatározásához nagyméretű térképező populáció és d (cM) kis lötyögéssel meghatározható. (lásd még: Genetika Könyv mappa 117-119. o.)
(ii) gétérkép pont: mindazon szekvencia rész a DNS mentén, ahol fennáll a heterozigóta fázis (a diploid állapotban), és a haploid termékekben a megfelelő vizsgálati módszerrel a haplotípus(kombináció) előhívható (pl tesztelő keresztezés, közvetlen haplotípus elemzések, DNS diagnosztikák, RFLP,PCR, SNP, MS, VNTR, STR..). (43-47diák)
(iii) Alapvetőségek összefoglalása (48-50. dák): Megjegyzés: az 50. diát a tetrád analízis kapcsán újra elővesszük.

5. A kétpontos logika kiterjesztése
(i) A LOD analízis (51-58 diák, valamint részletesen lásd még a „LOD” Parádi, Orosz, ELTE 2003 mappát): R meghatározása a legnagyobb valószínűség  elvével (maximum likelyhood): „legalább 1000-szer valószínűbb, hogy a és b kapcsolt, mint hogy nem kapcsolt”. Példa: családfák értékeinek összevonására.
(ii) Inter specifikus back-cross (59-63 diák, valamint részletesen lásd még „LOD” Parádi, Orosz, ELTE 2003 mappát):

Fajok rokonságának kihasználása az inter specifikus back-cross esetén: (a) A gének szekvenciája és sorrendje még szinte azonos; (b) a MS-k és egyéb semleges területeken az allékus pool már eltérhet a két fajban és előfordulnak faj-specifikus allélek; (c) Haldane szabály: „ az F1 fajhibridben a heterogamétás szexus steril, a homogamétás fertilis”. Emlősök esetében tehát a him meiozis sérült, a női meiozisban termékeny petesejtek képződnek; (d) a fajhibrid nőstény visszakereztezve a kiinduló fajok valamelyikének hímjéhez térképező F2 utódpopulációhoz jutunk.
Megjegyzés: van amikor a Haldane szabály mindkét irányban, vagy fordítva érvényesül, ez nagyban segítette pl. a gímszarvas (Cervus elaphus) genetikai hálótérkép szerkesztését. 

(iii) térképezés távoli alfajok F2 térképező populációból (64-66 diák, valamint részletesen lásd „LOD” fejezetet, Parádi, Orosz, ELTE 2003 mappát): Vedd észre a csapdát: F2 térképező populációban két diploid zigóta nem különíthető el, azaz a P1/P2 egyed az R1/R2 egyedtől (amikor a két kiinduló parentális gaméta és a két reciprok rekombinás gaméta adja ki az F2 zigótát). Magyarázd meg: miért a kodomináns allélpárok a legértékesebbek ebben az analízisben?

Nem árt büszkeséggel tudnotok: KGB SZBK innováció a Genetikai Intézetben a Lucerna Genetika csoportban: Színtérképezés. Erről nem fogok most beszélni.  

(iv) Sidney Brenner klasszikus  megoldása a C.elegans kétfaktoros térképezésére F2-ből (68-70. diák). Figyeld meg: a cisz heterozigóta inter-se F2 előnyösebb, mert számosabb rekombináns egyed azonosítására alkalmas, mint a transz heterozigóta. Ne feledd: a másofokú egyenletnek 2 gyöke van: kizárható az a gyök, ami 0.5-nél nagyobb (mivel R nem lehet 0.5-nél nagyobb, és a negatív gyök is. (bogozd ki az F2 táblázatot!) (lásd még Genetika könyv mappa 34-35. o.)
(iv) LOD-R-d összefoglalás. (67. dia)
6. Kapcsolás
A „kapcsolási logika” lényege: „nem azt nézzük, hogy a heterozigótában milyen gyakran rekombinálnak az allélpárok, hanem azt, hogy milyen gyakran nem rekombinálnak”, azaz milyen gyakran jön vissza a heterozigótából a P (parentális) allél kombinációjú gaméta/haplotípus. 
(i) Kapcsolás és parciális diploidok: baktérium genetikában gyakran találkoztunk a parciális diploid/ parciális heterozigóta felállással, amikor egy teljes genom (recipiens) és egy genom darab (donor) találkozása biztosítja a diploiditást/heterozigótaságot a genom egy szakaszán (pl. klasszikus transzformáció, generális transzdukció, konjugáció, F’ konjugáció, vad allél bevitele vektor plazmidon mutáns recipiensbe állítja elő ezt a helyzetet. Javaslom rajzolj le magadnak egy ilyen heterozigótát). Akkor is előáll ez az állapot, amikor a donor DNS beépül a recipiens genomba, de marad a rezidens gén is: tandem duplikáció a neve az ilyen parciális heterozigótának (pl. lamda fág gal speciális traszdukciója, vagy génbevitel integratív vektorral). Itt most nem írok erről, de részletesen megtalálható a „Genetika könyv mappában” 119 , 128,129,132 oldalakon.
(ii) MAS: „marker assisted selection” (71-74. diák). Leggyakrabban igy használják a DNS diagnosztikát a mezőgazdasági gyakorlatban. Legyen egy DNS diagnosztikával azonositható allél kapcsolt egy valós gén ismert alléljéhez, azaz a DNS marker adott allélje és a valós gén adott allélje CISZ helyzetben van (legyen a valós allél a termelés szempontjából előnyös allél, amelyet meg kell tartani a szaporító anyagban/tenyésztére kiválasztott egyedben és utódaiban pl. a „boroola” allél, amely többszörös tüszőéréshez, gyakori ikerszüléshez vezet juhoknál, vagy legyen egy kedvezőtlen allél, amely nem szabad, hogy a szaporitó anyagba jusson, pl. a „halotán” allél, amely a sertések stresszes viselkedéséhez vezet. Az ilyen tudást sok előzetes munka árán szerezzük meg (a DNS marker allélikus variációit ki tudjuk mutatni, pl. PCR-rel, a valós gén alléljeinek fenotípusos hatását pedig előzetes öröklésmenetekből/fenotipusokból/annotációkból/utódok teljesítmény elemzésből tudjuk). 
Két alapeset lehetséges: 
(a) a DNS marker adott allélje egyben a valós gén valós alléljét jelzi. Vagy úgy, hogy magát a mutációt (SNP-t, indel-t..) mutatjuk ki pl. a PCR-rel amplifikált génben, s ez esetben a marker 100% biztonsággal jelzi a keresett valós allélt. Mi van akkor ha a marker allél nem azonos az allélt definiáló mutációval, de még a génen belül van? Ez esetben is csaknem teljes a marker és az allél kapcsoltsága (pl a marker egy MS dinukleotid repeat a 3’ nem transzlálódó részén a génnek, ami egyben hossz külömbség forrása, de önmaga nem oka a mutáns allél fenotípusának). 
A logika a következő: Ha kimutatom a marker allélt tudom azt is, hogy a valós gén adott valós allélját is hordozza a vizsgált egyed, tehát nincs már szükség a fenotípus majdani megnyilvánulását megvárni, a születés pillanatában, vagy akár előbb pre natalisan megtudtam az egyed genotípusát (73.dia); 
(b) a DNS marker kívül van a valós génen, azaz a DNS marker adott allélja és a valós gén adott allélja kapcsolt. Minél közelebb vannak egymáshoz, annál nagyobb a helyes genotípus 
diagnozis esélye. Annál valószínűbb, hogy a LE (linkage equilibrium még nem állt be). A DNS marker és a valós gén között a generációk során crossing-over/rekombináció történik, minél több generáció annál többször. A rekombináció gyengiti a DNS marker adott allélje és a valós gén adott allélje kapcsoltságát ( a DNS marker adott allélje és a valós gén adott allélje, amelyek eddig cisz helyzetben voltak a rekombináció következtében transz helyzetbe kerülnek) , a DNS marker adott allélje a valós gén másik alléljével is cisz helyzetbe kerülhet, ami azt is jelenti, hogy kevesebb, mint 100% valószínűséggel jelzi a valós gén keresett alléljét a DNS marker (74.dia). LD-nek (linkage disequilibrium) nevezzük azt az állapotot, amikor az adott DNS marker adott allélje és a valós gén adott allélje gyakrabban van még cisz , mint transz helyzetben.
(iii) LD versus LE (75-81 diák)
LD állapot van a populációban, amikor a cisz és a transz heterozigóták gyakorisága eltér valamelyik kombináció javára.

LE állapotban a cisz és transz heterozigóták gyakorisága megegyezik, egyensúlyban vannak. A cisz heterozigóták rekombinációja a transz heterozigóták létrejöttét segíti és forditva, a transz heterozigótákban fellépő rekombináció a cisz heterozigótákét. A rekombináció gyakorisága ui. mindkét heterozigóta felállásban azonos, ui a két allélpár fizikai távolsága azonos a cisz és transz felállásban.

A 75-81 diákon részletes leírást találsz a LD-LE kérdésről. Felhívom a figyelmet a 81. diára: a LD változása/csökkenése és a vátozáshoz kapcsolt generációk száma ismeretében a rekombináció gyakorisága, ill a cM távolság kiszámolható.

(iv) Kapcsolás és haplotípus: példák következő esetekre 

Hálótérkép/CEF családok (83.dia). Valós gén elhelyezése hálótérképen (84, 85. diák). Gén domináns alléljének behatárolása családfa és hálótérkép ismeretében (86.dia). 

(v) Pozicionális klónozás (89-93 diák) ( azaz a valós gén klónozása a rekombinációs géntérképen elfoglalt poziciója alapján): néhány példával. Elemezd ki a 92. diát.
7. Kvantitatív tulajdonságot meghatározó gén(ek)/lókusz(ok) (QTL, quantitative treat loci) térképezése példákkal  (94-99. diák)
(i) Kvantitatív fenotípusért (QTL) felelős gén elhelyezése hálótérkép és összehasolító géntérképezés segítségével(95.dia).

(ii)  Rekombináns beltenyésztés és rekombináns beltenyésztett vonalak: hálótérkép 
       (a) beltenyésztés/vonaltenyésztéssel (96.dia) (b) dihaploid lehetőség (97.dia)
(iii) QTL intervallum térképezés : (a) az elv 98. dia), (b) kukorica termés hibridvigor gének (99. dia alsó fele). Vedd figyelembe!: a terméshozam poligénes öröklődő tulajdonság.

Ne feledd: önbeporzó, öntermékenyítő rendszerben (pl. kukorica, C.elegans) a vonal beltenyésztésekor minden generációval előre haladva az utód heterozigótaságának esélye felére csökken. Nem öntermékenyítő rendszerben (pl Drozi, emlős, kétlaki növény stb.) mindig egy testvérpárral (brother x sister) viszsük előre a vonalat. Itt sokkal lassabban csökken a heterozigótaság (akit érdekel miként, írjon nekem, orosz@abc.hu).

8. Összehasonlító géntérképezés (100 -108 diák)

Ne feledd: pl az emlősök sokasága egyetlen ősből származtathatók le. Az evolució során az eredeti genom független utakon átrendeződött transzlokációkkal, inverziókkal, kromoszóma fúziókkal stb. és új genomok (és új „géntérképek”) jöttek létre, de nagy zónákban az eredeti gének együtt, kapcsoltak maradtak. Az egyes gének ortológjai tovább evolválódhattak, de szekvenciáik ma is felismerhetően hasonlóak (pl. szarvas/egér gének szekvenciája kb. 80%-ban, ember/szarvas gének kb 90%-ban, szarvas/szarvasmarha gének 98-100%-ban megegyeznek) . Ezt a két elemet használja ki az összehasonlitó géntérképezés: ha tudom X fajban, hogy a és b gének szomszédosak, akkor jó eséllyel Y fajban is szomszédosak. Ha ismerem X faj géntérképét az segíti Y faj gétérképének meghatározását és viszont. A fajok géntérképei, meglepően, nem túl sok lépéssel „áttördelhetők” egymásba  (pl fóka-ember 30 lépéssel, szarvasmarha- disznó-ember 40-50 lépéssel, egér-ember 100 lépéssel (az egérnek sokkal több generációja volt hozzánk képest !, amióta elváltunk kb 80 M éve, ami 160 M év „független történelem”!. A csirke és ember géntérkép 10-20 cM szakaszokon egyezik, ami 10-20 Mbp hosszú genom szakaszokat jelent! (pedig mikor élt a közös ős!?).
102. dia: két reciprok traszlokáció, egy centrális (roberdzoniális) fúzió két telocentrikus kromoszómából egy metacentrikussá, egy inverzió és „rá sem ismerünk már” pedig még egyetlen gént sem változtattunk meg, mégsem tudnánának a hibridek termékeny utódot adni. 

103.dia : lecke a macskától: vannak teljesen azonos kromoszómáink (csak géntérkép szinten!, H11/MD1; van centrális fúzió H8/MB1+MF2, az X kromoszóma minden emlősnél azonos géntérképű (és az Y x-szel homológ része is) azaz ugyan azokat a géneket hordozza (gondolj az X kromoszómára nehezedő nyomásra: dózis kompenzáció!).
105.dia: példák azonos kapcsoltságokra ember/macska/szarvasmarha/egér: H17 feltehetőleg megfelel szarvasmarha 5kr és 17kr fúziójának, H11 Pkar vége megfelel egér 7kr végének, H12 Pkar vége pedig egér 6kr végének.
108. dia: A pázsitfüvek géntérképe (és génsorrendje) a rizs géntérkép mentén ko-lineárisan rendezhető. Állítsd a rizs kromoszómák géntérképeit sorba (mint egy vonatot). Mellé lehet állítani más pázsitfüvek kromoszómái géntérképét (árpa, rozs etc) úgy, hogy a gének azonos sorrendet adjanak ki. A „rizs vonat ablakán kinyúlva kezet foghatsz az árpa génnel”.
9. Egy kromoszóma géntérképének maximális hossza kiszámítható a kiazmák átlagos számából (109-113 diák)

110 dia: 1 kiazma bizonyítottan megfelel egy crossing overnek/valós törés-újra egyesülésnek/Holliday szerkezet rekombinációs megoldásának. (A kiazma, ill. már a rekombinációs nodulus észlelésekor is már messze vagyunk a Holliday szerkezet kialakulásától és megoldásától!, térben is időben is). A géntérképezési függvény definiciója szerint két pont távolsága 1 Morgan, ha közöttük átlagosan 1 crossing-over/kiazma fordul elő két (nem testvér) kromatida között. Ha egy kromoszóma párban meiozis I.fázis diplotén során (2 + 2 kromatída! állapot) átlagosan N kiazmát észlelünk ez N számú eredeti crossing-overt jelent átlagosan, ami N Morgan távolságot jelentene, de mivel a kiazmákat akkor számoljuk, amikor meiozisban  kromoszóma páronként 2 + 2 kromatida vesz részt a rekombinációkban, azaz kétszeres az esély arra, hogy két nem testvér kromatída között crossing-over legyen…ezért „feleznünk kell” a kiazmák meiozisonkénti számát: igy a meiozisban megfigyelt átlagosan N kiazma 1/2N Morgan (N x 50cM-n) hosszú géntérképnek felelne meg a megfigyelt kromoszómára. A teljes genomon (összes kromoszóma párban) megfigyelt összes kiazmából (átlagukból) a teljes genom, a teljes kromoszóma készlet géntérképe cM hosszát is megkapjuk.
108. dia: a rekombináció a genetikai variabilitás fő forrása, értékes életjelenség. A petesejt értékesebbnek tűnik a spermiumnál, mivel a női meizisban 40%-kal hevesebben működik a rekombinációs apparátus, azaz 40 %-kal gyakoribb a kiazma/crossing-over. A DNS ugyanakkor azonos hosszúságu a hím és a női sejtben! Tehát a női meiozisban azonos hosszúságra 40%-kal több crossing-over/kiazma/rekombináció esik, ezért a géntérkép is 40%-kal hosszabb lesz cM-ban számolva. A hím meiozisban 1cM feleljen meg 1Mbp-nak a DNS mentén (ez a könyökszabály), akkor a női meiozisban 1cM  csak 700 kbp. Ezért van az, hogy egyes géntérképeken feltüntetik, hogy női meiózisból, himből, vagy a kettő átlagával számolták a cM távolságokat.
10. Kromoszóma, génkönyvtár, géntérkép: korrelációk, ko-linearitások (114-125 diák) 
115. dia: az abszolút kontig az lenne, amikor „végigérne” a kromoszómán. Ilyet még nem látott senki. Sok hézag marad a scaffoldok között, amelyeket sziszi-fuszi munkával lehet befoltozni, ha lehet egyáltalán. Majd bemutatom példának a gímszarvas egyik kromoszómája scaffoldját. 

116. dia: A gének sorrendje azonos a géntérképen  a DNS szekvencia mentén (kontigokban, scaffoldokban), ami nem meglepő. A ko-linearitás kísérletesen bizonyított. Ami meglepőbb, hogy a kromoszóma citológigiai támpontokhoz viszonyitva (pl. sávmintázatok, citológiailag kimutatható deléciókhoz, inverziókhoz, géneket reprezentáló DNS próbák in situ hibridizálása…) is érvényesül a géntérkép-citológiai poziciók ko-linearitása. A DNS  szolenoid pakolása „loknikba” (lásd. pl. a lámpakefe kromoszómát, 117.dia), a „sokkal több DNS, mint a gének  helyigénye” („szellős szóródás”) magyarázatot ad. 
11. Holliday szerkezettől a kromoszóma térképéig : egy összefoglalás vezérszavakban

122-123 diák: ez egy nagyon híres bizonyítása a ko-linearitásnak : gének kromoszómális és géntérképi sorrendje megegyezik (a „Juddery”: a Drozi z-w génsorrenje kromoszómán és rekombinációs géntérképen, Genetika könyv mappa 71-73 o.) 
125. dia.  Vezesd végig az itt leírt útvonalon: miként lesz Holliday szerkezetből nem testvér kromatídák között  rekombináció, rekombinációból kiazma, kiazmából géntérkép és M , cM térkép dimenzió.

12. Sugárzásos géntérképezés, X-ray mapping (126-128 diák)126. dia: az X-ray mapping lépései .
127. dia bal oldala: recessziv mutáns hörcsög sejtvonal (a-/a-), amelyet pl. az ortológ gén vadtípusú allélját hordozó emberi sejtekkel  (a+/a+) fúzionáltak, a hibrid fúziós sejt osztódott. 
A környezet szelektiv: a hörcsög sejt elpusztul, ha nincs aki komplementálja az a-/a- homozigótát. Minden osztódásnál veszít a hibrid a humán kromoszómákból, végül marad egyetlen, amely hordozza a gén humán ortológja a+ allélját: komplementáció ! Az a gént tehát humán kromoszómához rendeltük.
127. dia jobb oldala: adott dózisú  (pl 8000 rad) röntgen sugárral „törjük”a hibrid sejtvonalakban a kromoszómákat (érintse átlagosan 1 törés a humán kromoszómákat az egyes hibrid sejtekben). Újabb hibridizáció hörcsög sejtekkel. A törött kromoszóma darabok transzlokálódnak („szokásuk”) ép kromoszómákra. Sejtvonalak indítása, majd (i) a humán kromoszómára specifikus DNS markerek (pl. mikroszatelliták) kimutatása az egyes sejtvonalakoban és térkép késztítés (lásd 128.dián), vagy (ii) pl. azon sejtvonal kiszelektálása, amelyik még tartalmazza a humán ortológ a+ allélt (komplementáció alapján), végül a humán transzlokált DNS szakasz azonosítása (pl humán kromoszóma specifikus mikroszatellitákkal). A  humán ortológ a gént egy kromoszóma szakaszhoz rendeltük..

128.dia. transzlokált humán 21. kromoszóma darabokat hordozó sejtvonalak (több 100) tesztelése a 21. kromoszómára specifikus mikroszatellita párok meglétére/hiányára. Ha a törés a két mikroszatellita szítusza között történt, akkor csak az egyiket találálom meg, ha kívül, akkor mindkettőt. Minél közelebb van a két szítusz egymáshoz annál kisebb az esély(annál ritkább az ilyen sejtvonal), hogy éppen kettejük között tört a röntgen sugár. Hasonló a logika a kétpontos rekombinációs térképezéshez, de itt a páros és páratlan számú törések a két pont között azonos eredményre vezetnek (azaz nem kapcsolt a két mikroszatellita a kérdéses sejtvonalban). Kiértékelés: (i) a sejtvonalak hány %-ában volt törés két pont között (pl. a dián jobb oldalon legfelül:  s16-s48 között 8% -ban volt törés, azaz a sejtvonalak 92 %-ában mindkét mikroszatellita előhívható volt….stb). Az adatok LOD elemzésével géntérkép készül ( pl . a dián jobb oldal felül 2.sor: s16-s48 4000-szer valószínübb, hogy szomszédok, mint az hogy nem szomszédok). 
13. Variációk 3 pontos térképezésre (129-134 dia és Genetika könyv mappa 119-127. o.)

130. dia: vedd észre 

(i) 3 allélpárral 4 féle 3 faktoros heterozigóta felállás lehetséges (lásd a 133. dián)

(ii) a reciprok rekombináns osztályokból elég ha csak egyiket ismered fel

(iii) a ritka osztály sokkal ritkább a többinél, akár nem is találod meg olyan ritka. A hiánya önmagában jelzi, hogy ő a ritka (mert 2 crossing-over kell hozzá). A „0” tehát diagnosztikai értékkel bír!

(iv) a ritka osztály megismerése azonnali sorrend meghatározást tesz lehetővé. A középső allélok cseréltek helyet, tehát a másik kettő jobbról, balról a szárnyakon van…ez már sorrend!

(v) egyetlen 3 faktoros elemzés 3 kétfaktorossal egyenértékű, ha mindig „kifelejtünk” egy allélpárt. Persze minimum kettősmutáns kell ahhoz, hogy egy 3 faktoros elemzést összehozz, ami neheziti a dolgokat, mert a kettősmutás szülöt fel kell építeni, meg kell találni.

131. dia: a 3 pontos térképezéssel tesztelhetjük: ideális-é a crossing-over (azaz autonom-e ?, statisztikus szóródású-e ?). Crossing-over interferencia meghatározása: lásd a dián részletes magyarázattal.

134. dia: Szárnyi allélok rekombinációjának kihasználása preciz térképezéshez.

(i) felül. A „futó pont” esete: a középső allélpár helyzetének pontos meghatározásakor
(ii) alul: két allélpár preciz sorrendjének meghatározása/orientálása egy külső allépárhoz viszonyítva.

Mindkét variáció részletes leírását megtalálod a könyv mappában: 58-61 diák.
14. deléciós térképezés, deléciós logika (135-138 diák és Genetika könyv mappa 121-124.o, 59-61 diák)
136-137. diák: A deléciós mutáns nagyon nagy érték az genetikai analízisek repertoárjában. Vedd észre: ez az analízis (i) van/nincs döntésre ad lehetőséget (nincs szüség rekombinációs 
gyakoriságok precíz mérésére, (ii) a fizikai valóságot (a hiányt és létezést) „egyenesben” közvetíti, (iii) oda-vissza kombinálható a többi rekombinációs térképezéssel.
138. dia: a deléció nem feltétlenül DNS hiány: lényeg, hogy a rekombinációt kizárjuk (delécióinszerció), ill. a valószínüségét minimálisra csökkentsük (inverzió)

15., Sokfaktoros rekombinációs elemzések (139., 140. diák és Genetika könyv mappa 125-128. o.)
141., 142. diák : Bevezető ismétlés: Három pontos térképezés; ritka rekombinációs osztályok és a 3 pont sorrendjének összefüggése; crossing-overek interferenciája, az „i” 
együttható és számítás kétfaktoros keresztezési adatokból, a valós crossing-over tesztelése:  statisztikus-e, autonom-e ? ( mint az ideális crossing-over, amellyel a Haldane genetikai térképezési függvény operál ?)

143. dia : Ismétlés: a futó pont este. A középső allélpár helyzetének meghatározása 2 lépésben (Genetika könyv mappa 125. o., ill. 60.dia)
144. dia felül: Variáció futó pontra : a futó pont (azaz a középső allélpár egyik tagja) letális allél.

144. dia alul : Két nem feltételes mutáció (0 allélek) kombinálva egy rejtőzködő ponttal (R/R+, ami pl. lehet ts/ts+ allélpár): a rejtőzködő allélpárban a rejtőzködő (R) és a vad típusú allél ( R+) aránya elárulja a két 0 allél és a ts allél sorrendjét.
145. dia és 146. dia felül : két közeli pont (allélpár) sorendjének meghatározása külső nem szelektív allélpárhoz (ponthoz) orientálva 2 lépésben.(Könyv mappa 127.o, 2.1.22. ábra, ill. 61. dia)
146.dia alul: a reciprok keresztezési arányok 4 faktoros keresztezésben : sorrend meghatározás 2 kiélezett keresztezéssel. (Könyv mappa 126.o.,2.1.21. ábra, ill. 61.dia).
16., Négy faktoros elemzések: genetikai (ultra)finomtérképezés megvalósításakor (147-150. diák)

148. dia: A Reciprok keresztezés arány meghatározása 2 keresztetéssel két lépésben: Figyeld meg: ugyan ahhoz a rekombinánshoz az egyik keresztezésben 1 crossing-over szükséges a másikban 3. Ezért az egyikben sokkal gyakoribb az adott rekombináns, mint a másikban (a „reciprokban”): P-a-b-D, ill P-b-a-D sorred között differenciál ez az analízis.( A lozenge génben igy mutatták ki, hogy a gén rekombinációval belül is térképezhető, lásd „ Gén és a cisztron előadást. Később a mikrobiális genetikában gyakran használt (ultra)fínomtérképezési eljárás volt). (Könyv mappában 126.o. 2.1.21. ábra) 
149. dia : A reciprok keresztezési analízis megfordítása: rekombináció a belső allélpárok között és a két oldali szárnyak rekombinációjának követése (Alfred Sturtevant megoldása, amikor a génen belüli rekombináció kérdését tesztelte a Bar lokuszon, lásd „A gén és a cisztron” előadást. A mikrobiális genetikai ultrafinom térképezésben használatos lett). Vedd észre: a szárnyi allélpárok rekombinánsai 1 és 3 crossing-overrel is létre jöhetnek, s ettől függ, hogy a reciprok rekombinánsok melyik tagja a leggyakoribb (1 crossing-over) vs. legritkább (3 crossing-over). (könyv mappában 127.o. 2.1.22 b ábra)
150. dia : belső rekombinációs etalon alkalmazása. Figyeld meg: az etalon rekombináció (k1+k2+) minden keresztezésben azonos, s ehhez viszonyítjuk a meghatározandó pontok 
közötti (a/a+--b/b+) rekombinációját (a+b+)  és  nincs szükség a rekombinációs gyakoriság meghatározására. (Könyv mappában 133.o. 2.1.27. ábra). Nem egyszerű megtalálni azokat az allélpárokat, amelyek rekombinációja egymástól függetlenül mérhető (értsd: a/a+--b/b+ közötti és a k1/k1+--k2/k2+ közötti rekombinációk).
17., Intervallum térképezés: C. elegans mutaciók kapcsolása DNS markerekhez (151-159 diák). 

A C.elegans genom szekvenciájában fizikailg ismert helyzetű DNS markerek (STS-ek) kombinálása recesszív mutációkkal és Mendel II törvényével, a kétfaktoros térképezéssel és a 
multiplex PCR-rel. Eredménye: az ismeretlen recesszív mutáció kromoszómához, majd kromoszómán belüli intervallumhoz rendelése. Az intervallum két STS által bezást genom szakasz az adott kromoszómán. Az STS-eket a Tc1 transzpozon inszerciók definiálják.
152. dia : Keresztezéskor a C.elegans  hermaforodita a női partner (X/X), a hím (X/0) spermiumai „kisöprik a hermafrodita saját spermiumait, igy a keresztezés oly módon írható fel, mint akár pl. egy Drozinál. A megtermékenyített petesejtek nagy többsége (tehát az F1) hermafrodita zigóta lesz, akik öntermékenyüléssel szaporodnak tovább (ez nem más, mint F2 inter-se nemzedék, definició szerinti Mendel II törvény érvényesülése , 3 : 1, vagy 1:2:1 hasadás).
STS (sequence tag site) a DNS marker, az STS-t a Tc1 transzpozonok helye jelzi, amely PCR reakciókkal specifikusan előhívható. Egyik primer a „nested” primer (a Tc1 szekvenciára specifikus), a másik primer az aktuális Tc1 inszerció melletti genom szekvenciára specifikus. Az STS pozicióját tehát a genom adott pontjára/szekvenciájára specifikus primer adja meg. (Nem kevesebb előzetes „apróság” kellett ehhez, mint a C.elegans genom teljes szekvenciája, a Tc1 transzpozonok helyének meghatározása és az egyes helyekre specifikus primerek kifejlesztése, meg a megfelelő fragment hosszúságokat egyszerre megjeleníteni tudó multiplex PCR-ek kifejlesztése, no és persze Sidney Brenner, miután a fágokról áttért a C.elegansra). C.elegans Bristol törzs genomja (a mutagenezis alanya) Tc1 mentes, a Bergerac törzs (a Tc1 donor) genomja tele van (már nemigen ugráló) Tc1-gyel (kb. 500 db). Drozisokhoz: a hibridben sem ugrál nagyon a Tc1, a keresztezés tehát nem tekinthető diszgenikusnak.
153. 154. diák: a Tc1+ (van)/Tc1- (nincs) allélpár F2-ben 3:1 arányban hasad (előhívható PCR-rel):  1 (Tc1+/Tc1+) : 2 (Tc1+/Tc1-) : 1 (Tc1-/Tc1-)
155. dia : Rekombináció a Tc1+/Tc1- allélpár (genomikus pont és térkép pont) és az indukált mutáns által definiált pont (m allél és vadtípusú párja m+) között (a hermafrodita Bristol /Bergerac hibridben , ne ez az feledd F1 !).  Az F1-ben (transz heterozigóta a felállás: m, STS-/m+,STS+) crossing over történik, majd gaméták képződnek (a hermafroditában egyidejűleg petesejt és spermium), majd már a kukacon belül megtörténik a megtermékenyítés (zigóták képződnek, ami már a mendeli F2 nemzedék). A C.elegansban a him és női csíravonalban azonos intenzitású a rekombináció (nem úgy, mint nálunk). Legyen R a rekombináció gyakorisága, azaz 1/2R az egyik rekombinánsé és ugyanennyi a reciprokáé, legyen P a nem rekombinás (parentális) gaméták jelölése. Mind a hím, mind a női csiravonalban 1/2 P1-1/2 R(Bristol), 1/2 P2-1/2R (Bergerac) gaméta képződik és 1/2R, 1/2R reciprok rekombináns gaméta. Készíts Punnett táblát és írd be a zigótikus kombinációk valószínűségeit. Emeld ki a homozigóta recesszív (indukált) mutáns egyedeket(zigótákat)! Két úton jöhetnek létre: (i) P1 találkozott R1-gyel, ami 2(1/2R)(1/2 P-1/2R) gyakoriságot ad, (ii) két R1 rekombináns gaméta találkozásából, ami (1/2R)2 gyakoriságot jelent, s hatványozottan kevesebb az előző esélynél.
156., 157 diák : A C.elegans STS térképezés lépései:

(i) EMS-sel mutáció indukákása a Bristol hermafrodita törzsben („m”), majd néhány generációt tenyészteni. Ha a mutáció az X kromoszómán van, akkor előbb utóbb mutáns X/0 hemizigóta himeket is észlelek. A himek kb 10-4 gyakorisággal az egyik X kromoszóma elvesztésével keletkeznek.
(ii) Előbb-utóbb homozigóta fázisba kerül a mutációt szenvedett autoszóma. A mutánst észlelem az utódok tömegében, mert fenotípusa eltérő („m/m”).

(iii) A Bristol m/m törzsben hím egyedet keresek/izolálok (X/0) és keresztezem Bergerac hermafroditákkal (Tc1+/Tc1+ és DP13/DP13 dumpy/”lusta mozgású” homozigóták, ez utóbbi technikai okból).
(iv) a hibrid Bristol/Bergerac zigóták fürgék  (F1: m/m+, Tc1-/Tc1+, DP13/ +,  a genotípust lásd a dia közepén). Tegyük fel, hogy m a mutáció az 1. kromoszómán van. Legyen 40 különböző STS előhívására specifikus primerünk egyenletesen szétszórva a genomban (1 a TC1-re specifikus, 40 a szomszédos kromoszómális régiókra).
(v) F1 meioisban a crossing-overek következtében Bristol-Bergerac rekombináns kromoszómák keletkeznek (157. dia). Az egyik crossing over éppen az m allél és a közeli Tc1 által  definiált genom régióban az 1. kromoszómán történik az ábra szerint. 

(vi) A hermafroditában megtörténnek a megtermékenyítések (F2 utódok, zigóták, belőlük kukacok fejlődnek). Kiemelünk az F2 populációból 70 homozigóta m/m egyedet. 

(vii) Milyen kromoszómális konstellációja lehet ezeknek az m/m homozigótáknak? 

Az 1. és a 2. kromoszómák függetlenül kombinálódtak Mendel III szerint (lásd. bal oldalon). Tehát a 70 egyed 1/4 része nem tartalmaz STS (Tc1) markert, tehát PCR-rel nem ad reakciót a 2. kromoszómás STS-re; a 70 egyed fele heterozigóta az STS markerekre, tehát ad PCR terméket a 2. kromoszómás STS-re; a 70 egyed 1/4 része homozigóta a 2. kromoszómás STS

Markerre, tehát ad PCR terméket. Összességében a 2. kromoszómás STS markert a 70 egyed 3/4 részében (50-55) kimutathatjuk (lásd alul STS2 kimutatását 10 egyedben az gélen, alsó sáv 7/10).

Példánkban (157 dia jobb oldal) az m/m homozigóták nagy része úgy keletkezik, hogy a m-t hordozó Bristol 1. kromoszóma talákozik az m-t hordozó másik Bristol 1. kromoszómával. Ezek az egyedek nem hordoznak STS-t, igy PCR termék sem amplifikálható róluk. (vesd össze a 155. diával, előfordulási valószínűségük (1/2-1/2R )2. Ami bizonyosan az m/m populáció többségi része.
( próbaként helyettesíts be 1/2R helyére 0.15-t, ami azt jelenti, hogy  m és STS1 között 30% volt a rekombináció gyakorisága, „fényévre” vannak egymástól az 1. kromoszómán) . Tehát a 70 m/m egyedünk nagy többségében nem kapunk PCR reakciót az 1. kromoszómális STS markerre.
Az m/m homozigóták egy kis hányada úgy keletkezett, hogy az m-t hordozó Bristol-Bergerac rekombináns kromoszómával találkozott az m-t hordozó Bristol 1. kromoszóma a zigótában (lásd 155. dia). Ezekben az egyedekben az 1. kromoszómás STS-re specifikus PCR reakció eredményes. Ezek az egyedek kevesen vannak,  2(1/2R)2 gyakorisággal jelennek meg. A 70 m/m egyedünknek csak kis része ad majd PCR amplifikátumot, sokkal kevesebb, mint ¾ gyakorisággal. (157. dián alul a gélen pl. a felső sor, 3/10).

(vi) összefoglalva 3/4 PCR+ gyakoriság versus sokkal kevesebb, mint 3/4 PCR+ gyakoriság megmondja, hogy a mutáns szítusz függetlenül kombinálódik az STS szítusszal (külön kromoszómán vannak, azaz Mendel III szerint kombinálódnak), vagy egyazon kapcsolási csoportban/kromoszómán vannak (crossing-over szabályok szerint kombinálódhatnak).   
158. dia: a recesszív mutáció kromoszóma intervallumba térképezése.
A Bristol mutáns és a Bergerc STS donor hibridjének (hermafrodita  F1 generáció!) 1. kromoszóma párját látjuk felül. A Bergerc 1. kromoszómán több Tc1 inszerció is van (specifikus STS markerek, ötöt bejelöltünk), amelyek példánkban 6 intervallumra osztják a kromoszómát. Nézzük meg, hogy mi keletkezik, ha a különböző intervallumokban crossing-over és rekombináció történik: pl. a 3-4,  a 4-5, vagy az 5-6 STS poziciók által definiált régiókban. Ismét kiemeljük a hermafrodita F1 utódai közül az m/m homozigótákat (F2-generáció !). És egyenként előhívjuk belőlük (a dián alul A,B, C, D egyedek) a specifikus multiplex PCR reakciókkal az STS markereket. Az A típusú egyed lesz a leggyakoribb (miért?), de nincs diagnosztikai értéke. A többi típus rekombináns kromoszómát is hordoz (a rekombináns kromoszóma párja nagy valószínűséggel P1 Bristol kromoszóma), közös rekombináns kromoszómákban közös , hogy olyan kromoszóma szegmest is hordoznak, 
amely tartalmazza az m allélt. Alul a jobb oldalon a multiplex PCR ELFO képet látjuk. M: STS markerek „létrája”, A,B,C, D oszlopok: A, B, C, D típusú m/m egyedek PCR amplifikátumainak ELFO képe. Az m allél az STS4-től jobbra, az STS6-tól balra helyezkedik el, azaz az STS4-STS6 régióban (magyarázd meg, miért is?).
159. dia: példa a deb-1 recessziv allél IV kromoszómához rendelésére és a IV kromoszómán belüli intervallumhoz rendelésére. deb1/deb1 homozigóták: A, kromoszómához rendelés I, II, III, IV, V kromoszóma specifikus (multiplex) PCR reakciókkal (a deb1 a IV kromoszóma TC1 markerével kapcsolt a gélkép szerint); B, különböző tipusú (A, B, C, D ,E) deb-1/deb1 homozigóták multiplex PCR mintázata, a gél bal oldalán az STS markerek PCR termékének hossza (létra); C, az A, B, C, D, E egyedekek PCR mintázatából levezetett (IV) rekombináns kromoszómák. Magyarázd meg az ábrát.
Kulcs a Genetika könyv (Klsszikus és Molekuláris Genetika) Diasor/oldalszámok átváltásához
Megjegyzés: A dupla diaszámozás oka:  a mini diák száma/ vetített dia száma.  

Dia     oldal                Dia     oldal            Dia      oldal            Dia      oldal

001     címlap              26       44-45           51        107              77/76   156-157

002     előszó               27       46-47           52        108-109      78/77    158-159
003     Györffy Barna  28       48-49           53        110-111      80/78    161-161

004     Tartalom           29       50-51           54        112-113      81/79    162-163

005     Tartalom           30       52-53           55        114-115      82/80    164-165

006     12-13                31       54-55           56        116-117       83/81    166-167
007     15                     32       56-57           57        118-119       84/82     168-169

008     16-17                33       58-59           58        120-121       85/83     170-171

009     18-19                34       60-61           59        122-123       86/84     172-173

010     20-21                35       62-63           60        124-125       87/85     174-175
011     22-23                36       64-65           61        126-127       88/86     176-177

012     24                     37       66-67           62         128-129       89/87     178-179

013     25                     38       68-69           63         130-131       90/88     180-181

014     26                     39       70-71           64         132-133       91/89     182-183

015     27                     40       72-73           65         134-135       92/90     184-185
016     28                     41       74-75           66         136-137       93/91     186-187

017     29                     42       76-77           67         138-139       94/92     188-189

018     30                     43       78-79           68         140-141       95/93     190-191

019     31                     44       80-81           69         142-143       96/94     192-193

020     32-33                45       82                70         144-145       97/95     194-195
021     34-35                46       94-95           71         146-147       98/96     196-197

022     36-37                47       96-97           72         148-149       99/97     198-199

023     38-39                48       98-99           74/73    150-151      100/98    200-201

024     40-41                49       100-101       75/74    152-153      101/99    202-203

025     42-43                50       102-103       76/75     154-155     102/100  204-205
Dia              oldal                     Dia            oldal 
103/101       206-207                128/126     298-299
104/102       208-209                129/127     300

105/103       210-211                130/128     328-329

106/104       212                       131/129     330-331

107/105       241                       132/130     332-333

108/106       242-243                133/131     334-335

109/107       244-245                134/132     336-337

110/108       246-247                135/133     338-339

111/109       248-249                136/134     340
112/110       250

113/111       269

114/112       270-271

115/113       272-273

116/114       274-275

117/115       276-277

118/116       278-279

119/117       280-281

120/118       282-283

121/119       284-285

122/120       286-287

123/121       288-289

124/122       290-291

125/123       292-293

126/124       294-295

127/125       296-297
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