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TETRÁDELEMZÉS
A genetikai analízis ezen formája elsősorban nem elrémítésre szolgál, mert alaposan szemlélve észrevesszük, hogy a sokszor egyszerű kísérleti technika mesterien szellemes, mély logikával párosul. Az állatok, virágos növények tes​tét diploid sejtek teszik ki, a tömlősgomba élete során azonban csak a fiatal tömlő, az aszkusz képviseli a diploid állapotot. A meiotikus osztódás haploid terméke az állatokban a petesejt a 3 sarki testtel és a spermiumok. A virágos növényekben a végtermék 8 sejtből álló embriózsák és a 3 haploid sejtből álló pollenszem. A haploid tömlősgombákban 4 sejtmag, amely egy mitotikus osztódással 8 haploid aszkospórát eredményez. Mindezt az 1. és 2. ábra (mol. gen. könyv mappa  2.2.1. és 2.2.3. ábra) alapján beláthatjuk.

Szemben az eddig megismert statisztikus kiértékelési móddal a tetrád-elemzés során egyedileg vizsgáljuk egy-egy meiózis termékeit. Ily módon az egyedi eseményeket hasonlíthatjuk össze. A tetrádelemzés a crossing over ku​tatás egyik legfontosabb genetikai módszere, s alapvetően ezt szeretnénk be​mutatni ebben, valamint a következő fejezetben. Először a tetrádelemzés lehe​tőségeit és elveit ismertetjük, majd a crossing over szimmetriáját, a következő fejezetben pedig az aszimmetriát tesszük górcső alá.

Először is, mi a tetrád? Nem más, mint egyetlen meiotikusan osztódó sejt 4 haploid terméke, ezek együttese. Ha az ivarsejteket nézzük, akkor az anya​sejtből képződő 4 haploid gaméta együttese jelenti a tetrádot. Ha az egyedi kromoszómapárokat nézzük, akkor az egymással szinapszist képező, párban álló apai és anyai eredetű kromoszómák együttese. Ezt az együttest bivalensnek nevezik.

Ha a kromatidafonalakat nézzük, akkor a bivalensek 4 kromatidafonala a tetrád. A kromatidafonalról pedig ismert, hogy a gamétába kerülő majdani kromoszóma. Kémiailag pedig nem egyéb, mint egyetlen DNS kettős spirál óriásmolekula, amelyet különböző fehérjék burkolnak. Ez utóbbi állítást „A génkonverzió" című fejezetben láthatjuk be. A kromoszóma DNS-e ezek szerint egyetlen rendkívül hosszú kettős spirálból áll a sejtciklus ún. szintézis, S fázisáig, amikor a DNS-replikáció lezajlik. Ezt követően egészen a sejtosztódásáig a kromoszóma két egyforma DNS kettős spirált tartalmaz. A két kettős spirált, a két kromatidafonalat a centromeron tartja össze (2. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.2. ábra).
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1. ábra A meiózis eredménye
A tetrád elemzése végső soron annak megállapítása, hogy a heterozigóta egyed diploid anyasejtje* milyen genotípusú haploid gamétákra osztódik a meiózis során, illetve, ha egyetlen kromoszómapárt nézünk, akkor milyen alléi-kombináció jut egy-egy kromatidára.

A TELJES TETRÁD ÉS A FÉLTETRÁD

A teljes tetrád elemzését klasszikusan néhány tömlősgombafajon — pl. Neurospora crassa, Sordaria brevieollis stb. — lehet bemutatni. Ehhez elő​ször meg kell ismernünk a haploid aszkospórák képződését, azt a folyamatot, amely híven tükrözi a meiózist és a tetrád eseményeit és térrendjét.

A Neurospora szexusát egy allélpár határozza meg, A/a. A haploid spórából fejlődő haploid gombafonaltömeg genotípusa tehát vagy A, vagy a. A haploid gombafonalról kis részek, konidiospórák fűződnek le. A konidiospórák egy, esetleg több sejtmagot tartalmaznak. Ha A genotípusú konidiospóra a típusú gomba​fonallal találkozik vagy fordítva, létrejön a diploid zigóta, mivel az A és a allélokat hordozó sejtmagvak összeolvadnak.
* Az a sejt, amelyből a gaméták képződnek.
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2. ábra A kromoszómapár és a meiózis
A zigóta meiotikus osztódása, majd az ezt követő mitózis eredménye 8 aszkospóra. Az egész folyamat a tömlőben vagy másnéven az aszkuszban történik. Az aszkuszban a zigóta meiotikus osztódásainak, illetve a mitózisának tengelye szigorúan rögzített. Az egyes osztódások lineáris rendben követik egymást, s ezt a lineáris rendeződést megőrzi a végtermék, a 8 aszkospóra is (3. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.3. ábra).
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3. ábra Meiózis és aszkospórarend
A 8 aszkospóra genotípusa és lineáris rendje a tetrádanalízis kulcsa. A gyakorlatban ez úgy történik, hogy az aszkuszokat egy csipesszel kinyomják az ún. termőtestből, majd az egyes aszkuszokból a spórákat sorrendben, egyenként kiemelik egy vékony üvegtűvel. Ezután minden spórát külön-külön kémcsőben táptalajon kicsíráztatnak és a gombafonaltömeg, a micélium tulajdonságait ellenőrzik. Ezt a munkafolyamatot disszekciónak nevezik (4. ábra). Mivel a spóra haploid, a micélium tulajdonságainak ellenőrzése elárulja a spóra genotípusát.
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4. ábra Disszekció („felhasogatás”): a tetrádban lévő spórák elkülönítése a sorrend megtartásával. A spóra haploid. Egy biokémiailag jellemezhető gén különböző alléljait hordozhatja Pl. vad típusú allél ép enzimet kódol, az enzim aktivitása mérhető. Egy nullallél csonka enzimet kódol, amelynek nincs enzimatikus aktivitása. Ha az egyes spórákat csírázni haygjuk és ööszegyűjtjük a belőlük fejlődő micéliumtömeget, a kérdéses enzim aktivitása meghatározható, tehát eldönthető, hogy mely allélt hordozta egy adott spóra. A disszekció során (1.) az aszkuszokat jól elkülönítjük, (2) a spórákat gondosan kiszabadítjuk az aszkuszból és az  agarréteg szélére rendezzük az eredeti sorrend megtartásával pl. vékony üvegbottal (3.) szikével kis agarkockákra helyzve kiemeljük az egyes spórákat és külön kémcsövekbe, ferde agarra helyezve felszaporítjuk a hifatömeget. A disszekciót a nem teljesen érett aszkuszok közvetlen felhasogatásával is el lehet végezni, amelynek előnye, hogy az aszkuszban levő spórák még együtt vannak.

Van amikor nincs szükség disszekcióra, mert a spórákról ránézésre meg lehet állapítani, hogy milyen allélt hordoznak. Ilyen pl. az, amikor a spóra színmutánsok segítségével végezzük a tetrádelemzést. A vad típusú spóra színe rendszerint sötét, de vannak mutánsok, amelyekben ez a festékanyag nem képződik, ezért a spóra színe világos.

A féltetrád a bivalens kromoszóma párjának egyik tagját jelenti, pontosabban az egyik centromeront a hozzá kapcsolódó két kromatidával az első meiotikus osztódás végén. A féltetrád analízist a muslicára dolgozták ki, s az egyetlen módszer, amely magasabbrendűeken alkalmazható. Lényegében mindazokat az információkat megadja, mint a teljestetrád analízise.

Általánosító szemlélettel a féltetrád analízist baktériumokra is kidolgozták, noha számukra a „meiotikus szex" teljesen ismeretlen fogalom.

A spórasorrend jelentése

Az aszkusz szigorú térrendje azt eredményezi, hogy harántsíkban elhasítva két egyenlő félre, a 8 aszkospóra első és második négyese az apai és anyai kromoszómapár centromeronjait jelképezi, illetve a centromeronhoz kapcsolódó kromatidák genetikai tartalmát. Hiszen az első meiotikus osztódáskor ez a két centromeron „vonszolta" a kromoszóma többi részét az utódsejtek pólusaihoz.
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5. ábra A spórasorrend jelentése
A második meiotikus osztódás, amikor a centromeron is osztódik, s ezáltal a testvér kromatidák is elválhatnak egymástól, az aszkospórasorrendben a spórapárral jellemezhető: 1. és 2.; 3. és 4.; 5. és 6.; 7. és 8. pozícióban fekvő spórák a kromatidák genetikai tartalmát jelképezik. Mivel a kromatida DNS-e egyetlen hosszú DNS kettős spirálból áll a spórapár az adott DNS-molekulán fekvő allélokról tájékoztat. Ezek után nem nehéz belátnunk, hogy az aszkusz minden egyes spórája a kromatidafonalban levő DNS kettős spirál egyik szálát jelenti, illetve az azon levő genetikai információt.

A kromatida egy-egy szálának „önállósulását" a két meiotikus osztódást követő mitózis biztosította. Ha a DNS-molekula szerkezete korrekt, vagyis minden bázispár helyes (A : T, illetve G : C), értelemszerűen a két szál genetikai tartalma is azonos — a két spóra genotípusa megegyezik a spórapárban (5. ábra, mol. gen. könyv 2.2.4. ábra).

A tetrád és a crossing over

Leszögeztük, hogy a bivalens egyik tagjának centromeronját 1. —4., illetve 5. — 8. pozíciók jelentik a tetrádban. Ha tehát a homológ kromatidakarok között fizikai kicserélődés jön létre, vagyis crossing over, akkor a kromatidakaron levő allélok is helyet cserélnek, új pozícióba kerülnek. Ha kicserélődés nem történt a tetrád 1.—4., illetve 5. — 8. pozícióiban azonos spórákat találunk. A két centromeronhoz kapcsolódó kromatidák megőrizték eredeti genetikai tartalmukat.

Vegyünk egy heterozigóta sejtet, a/a+-t. a+ alléi vezessen sötét spóraszínhez, a világoshoz. Történjen a tetrádban a meiózis során crossing over a 2. és 3. kromatidafonal között, mégpedig a centromeron és az allélpár által bezárt régióban (6. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.5. ábra).
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6. ábra Spórasorrend és crossing over
Láthatjuk, hogy spórák rendje 1. —2. a; 3.-4. a+; 5.-6. a; 7.-8. a+ lesz, tehát a 3.-4. és 5.-6. pozícióban levő eredeti allélok helyet cserélnek. Hasonlóan egyszerűen beláthatjuk a spórák új sorrendjét, ha az 1. és 4. vagy 1. és 3. vagy 2. és 4. kromatidák között volt a crossing over. Azonos centromeronhoz kapcsolódó kromatidák (testvér kromatidák) közötti kicserélődés genetikai változást nem eredményez, így nem is észlelhető.

A tetrád ezek szerint bizonyítja a fizikai kicserélődés tényét a centromeron és a vizsgált allélpár kromoszómális helye között. Sőt, mivel spórapárok cserélnek helyet, azt is mutatja, hogy DNS kettős spirálok között történik a crossing over, amint azt a törés-újraegyesülés modell mondja. Másrészt a crossing over az ún. négyfonalas stádiumban zajlik, amikor mindkét centromeronhoz két-két kromatida kapcsolódik már, ahogy azt a citológusok is látják. Ebben a stádiumban a crossing over következménye még mikroszkóppal is látható, citológiai neve kiazma. Az sem meglepő, hogy négyfonalas stádiumban történt mindez, hiszen a DNS-replikáció fázisa jóval megelőzi magát az osztódást.

A crossing over reciprocitása és szimmetriája

A centromeron és a/a+ allélpár helyett most vizsgáljuk meg a/a+ kapcsolt allélpárok sorsát a tetrádban (7. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.6. ábra).

A sorrend legyen a kromatida mentén: centromeron—a/a+ —b/b+. Heterozigótát, majd ennek meiózisát vizsgálva a 7. ábra alapján láthatjuk, hogy a tetrád pontosan mutatja a crossing over reciprocitását.
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Aberrédns tetrad és mismatch javitésa

toddsa (profézis) sordn, s a mismatch javitisa vezet allélok elt(inéséhez, illetve
f6los szdmt megjelenéséhez (2.3.11. abra).

A 6:2, illetve 2 : 6 tetrddokban két mismatch kromatida keletkezett, ame-
lyeket a repardlé enzimek azonos médon javitottak ki: 2 aja+-->2a/a vagy
2at/a*t. Az aszkuszban ezek szerint 6a : 2a+ vagy 6a* : 2a a végeredmény.
Az 5 : 3, illetve 3 :5 esetekben ismét két mismatch kromatida keletkezett,
de ezek koziil csak az egyiket javitotta ki a reparalé rendszer. Az eredmény:
2afat-->at/a 4 aja vagy at/a+ at/at, ami az aszkuszban 5a+t : 3a, illetve
3a™ : ba allélmegoszlast eredményez.

Az egyenlStlen spérapar jelenségét posztmeiotikus szegregalisnak nevezik,
mert a meiotikus osztédast kovetS replikdcid, illetve mitézis kovetkeztében
valik genetikailag 6nallévé az eredeti mismatch két tagja.

Az aberrdns 4.4 esetekben az eddigiek alapjan belathat6, hogy a két mismatch
kromatida egyik tagjiban sem tortént javitis: az eredmény két egyenlStlen
spérapar az aszkusz két mésik, azonos genotipust spéraparja mellett. Nem
feledve a konverzi6 és rekombindcié kapesolatét, kivetkeztetésiink ezek utén
az, hogy a crossing over soran a két DNS kettds spirdl kozott egy-egy szdl kol-
os6nos kicserélésével kapesolat jon 1étre. Ha a kélesonos kicserél6dés genetikai-
lag eltéré szalak kozott megy végbe, mismatch képzddik, amely a génkonverzié
forrdsa (2.3.12. 4bra).

A konverzié sohasem mutdcié, hanem az egyik allél 4talakuldsa a misik
alléll4.
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7. ábra A crossing over szimetriája
Ha ugyanis két nem testvér kromatida között az a—b mutációk meghatározta régióban crossing over történt, a tetrádban egy-egy reciprok rekombináns spórapár  található. A rekombináns spórapárok egyike az egyik aszkuszfélben, a másik az ellentétes félben található, — ami nem is lehet máshogy, mivel a kimutatható crossing over más-más centromeronhoz tartozó kromatidák között történt. A tetrádban a rekombinánsokon kívül még egy-egy szülői típusú spórapárt is találunk, amelyek a crossing over nem érintette kromatidákat jelképezik. Az is érthető, hogy a centromeronhoz közelebb fekvő a/a+ allélpár változatlan, míg b/b+ kicserélődött, hiszen a crossing over a/a+ „mögött", de b/b+ „előtt" történt. Látható, hogy a spórasorrend elemzésével, két allélpár ismeretében, a centromeron helyzete is valószínűsíthető.

A rekombináns, „R" típusú és a szülői, „P" típusú spórapárok tényleges rendje elárulja, hogy melyik két kromatida között történt a crossing over: 1. és 3. vagy 2. és 3. vagy 2. és 4. vagy 1. és 4.
Két crossing over és a kromatidák interferenciája

Vegyünk három allélpárt, amelyek nincsenek túlzottan közel egymáshoz és sorrendjük: centromeron—a/a + — b/b + — c/c +. Rendszerünkben tehát két crossing over régió képezhető: I — a/a+ és b/b + között; II — b/b + és c/c+ között. Kérdésünk ezek után: befolyásolja-e egyik kromatida rekombinációja a másik kromatida rekombinációs gyakoriságát, ami a tetrád nyelvén azt jelenti, hogy milyen gyakorisággal kapunk 2 crossing overt, 2, 3, illetve 4 kromatidafonal részvételével (8. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.7. ábra).

A két kromatidás crossing overt reciprok kettős rekombinánsok jellemzik a tetrádban. A három kromatidásat mindkét régióban egyszeres és az egyikben kétszeres rekombináns kategória jelzi, ugyanakkor hiányoznak a reciprok rekombinánsok. A négy kromatidás szituációt az I és II régiót jellemző reciprok rekombináns kategóriák jelzik.

Kiterjedt vizsgálatok szerint általában nincs kromatida interferencia, tehát bármely két kromatida közötti crossing over független attól, hogy egy másik crossing over melyik két kromatidát érint. A fentebb említett és a 8. ábrán látható tetrádtípusok aránya ui. a kísérleti megfigyelések szerint 1 : 2 : 1. Ez az arány arra utal, hogy 2, 3, 4 kromatida 1:2:1 valószínűséggel képez 2 crossing overt. A 3 kromatidás kettős crossing over 8-féle módon alakulhat ki, míg a két kromatidás és négy kromatidás eset 4-féle úton alakulhat ki.

Ha a centromeron a vizsgált allélok közé esik, akkor is igaz a tétel. Hozzá kell tennünk azonban, hogy csak akkor nincs interferencia, ha a vizsgált allélok távolsága elég nagy. Közeli pontok esetén térbeli akadálya van két közeli crossing over egyidejű létezésének. Ezért ilyen esetekben kimutatható a kromatida interferencia, ami a 2 és 3 kromatidás kettős crossing overek, így a kettős rekombinánsok ritkaságában tükröződik.
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8. ábra Spórasorrend és két crossing over

A 7. és 8. ábra alapján azt is látjuk, hogy a crossing overt jelző tetrádok összességében bármely két pont közötti rekombinációt az összes spóra 50%-ában figyelhetünk meg. A rekombinációs gyakoriság tehát fele a „crossover tetrádok" gyakoriságának, s kizárólag a „cross-over tetrádok" gyakoriságától függ. Hiszen akárhány crossing over is legyen átlagosan tetrádonként, a ténylegesen érintett tetrádokból származó termék fele képezi a rekombináns kategóriákat.

A rekombináció gyakorisága sem lehet 50%-nál több, ha minden tetrádban volt crossing over, akkor is igaz, hogy csak a spórák fele rekombináns, másik fele szülői típusú. Ennek igazolását a kettős crossover tetrádok esetében már bemutattuk, de 3, 4 stb. crossover tetrádokra hasonló módon elvégezhető. Mindez a kísérlet oldaláról tükrözi a térképezési függvényt.

Független hasadás és crossing over együttes analízise

Most 1956-os konkrét példából indulunk ki, amely Howe nevéhez fűződik» miután 1161 „heterozigóta" Neurospora aszkusz disszekcióját végezte el. Az egyik szülő szexusa A volt, és riboflavint igényelt növekedéséhez, amit r-rel jelölünk. A másik szülő az ellentétes szexet képviselte, amelyet a allél biztosít és riboflavint sem igényelt — r + . A heterozigóta genotípusa ezek szerint A/a, r/r +.
A tetrádokat alapvetően három osztályba lehetett sorolni (9. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.8. ábra).
Szülői kettős típus — PD. A tetrádokban csak a szülőkre jellemző allélkombinációt hordozó spórák találhatók: Ar és ar + .

Nem szülői kettőstípus — NPD. A tetrádokban csak az új kombinációt hordozó spórák találhatók: Ar+ és ar.

Tetra típus — T1; T2. . T. A tetrádokban mind a négy lehetséges kombináció megtlálható.
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9. ábra Crossing over, független hasadás és spórasorrend (Howe adatai alapján)
A 9. ábrán összefoglaltuk az eredményt. Szembetűnik, hogy A/a és r/r+ allélpár szabadon kombinál egymással. A négy lehetséges genotípus egyforma gyakorisággal fordul elő: Ar 2230, 24,1%; Ar+ 2414, 25,9%; ar 2414, 25,9%; ar+ 2230, 24,1%.

Ezek szerint A/a és r/r+ allélpárok más-más kromoszómapáron, azaz kapcsolási csoportban fekszenek. A/a allélpár kromoszómája centromeronjától 6,3 % rekombinációs gyakoriságra (ami jó közelítéssel ugyanennyi cM térképegység, ne feledd a Haldane-függvényt!) fekszik, mivel a tetrádok 12,6 %-ában kapunk erre az allélpárra rekombináns spórarendet. T2, NPD2, NPD3, T3 tetrádok alapján ellenőrizhetjük a fenti állítást.

A r/r+ allélpár kromoszómája centromeronjától 1 % rekombinciós gyakoriságra fekszik (ami csaknem ugyanennyi cM térképegység ne feledd a Haldane-függvényt!). A T1, NPD2, NPD3, T3 tetrádok alapján a rekombináns spórarend gyakorisága az aszkuszok között 2% (10. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.9. ábra).
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10. ábra A/a és r/r+ allélpár elhelyezkedése két kromoszómapáron
Végezetül foglaljuk össze, mi is történt az egyes tetrádtípusokban: PD kategóriában a szülőktől örökölt kromoszómák a rajtuk fekvő allélokkal egyazon pólusra vándoroltak az első meiotikus osztódás első fázisának végén. Nem kombinálódtak. Crossing over egyik kromoszómapárban sem történt.

NPD kategóriában a kromoszómák kombinálódtak, de crossing over ismét nem történt egyik bivalensben sem.

T1 kategóriában r/r+ allélpárt hordozó kromoszómapárban crossing over történt, A/a kromoszómapárban nem.

T2 kategóriában A/a kromoszómapárban crossing over történt, r/r + kromo​szómapárban nem.

NPD2, NPD3, T3 kategóriákban mindkét kromoszómapárban történt crossing over. A sorrend-variációk abból adódnak, hogy melyik két kromatidát érintette a folyamat.

Látható, hogy NPD2, NPD3, T3 kategóriák gyakorisága 0,25%, ami várható is, ha a történések a két kromoszómapárban függetlenek egymástól. A két független esemény együttes gyakorisága 0,126 X 0,02-nek várható, ami egyezik a fenti értékkel.
A teljes tetrád korlátozott analízise

Önkényesen korlátozott analízisnek neveztem el azt az esetet, amikor a tetrádanalízis során nincs módunkban a spórasorrendet vagy a spórapárok milyen​ségét regisztrálni. Az első esetben 8 aszkospóra képződik, de nincs meg az a szigorú lineáris térrend, amelyet az előzőekben bemutattunk. Mindez oda vezet, hogy a spórapozíció adta információtól elesünk, de az allélok arányait meg tudjuk állapítani: pl. 4a : 4a+; 5a : 3a+; 6a : 2a+ stb. Ez utóbbi információ jelentőségét csak a következő 2.3. fejezet „Génkonverzió" c. alfejezetének át​tanulmányozása után érthetjük meg (vö. mol.gen. könyv mappa 176. oldal).

Az élesztők tetrádanalízisekor még korlátozottabbak a lehetőségek. Itt csak 4 spóra képződik, mivel a 2. meiotikus osztódást nem követi mitózis. Az egyes élesztő spórák tehát egy spórapárnak felelnének meg a Neurospora aszkuszban. A spórákat csak mikromanipulátorral különíthetjük el egymástól, mivel olyan kicsik. A már megismert szigorú lineáris rend itt sincs meg. Itt is az allélok számát és kombinációit tudjuk megállapítani. Azokban az esetekben, amikor egy Neurospora aszkuszban a spórapár két tagja különbözik egymástól (ilyen szükségszerűen van pl. akkor, ha 5a : 3a+ az allélok megoszlása egy tetrádban) élesztőnél csak a spóra további vizsgálatával tudunk ítéletet mondani. Ha ui. a DNS kettős spirál két szálának más a genetikai információ tartalma (ami a Neurospora aszkuszban genetikailag egyenlőtlen spórapárt jelent) a spórából származó utódsejtek fele a+ a másik fele a- genotípusú. (Ezt a szakaszt csakis a „Génkonverzió" c. alfejezet áttanulmányozása után érthetjük meg). Az élesztő tetrád analízishez (11. és 12. ábra) hasonló lehetőség adódik növényekben pl. Arabidopsis thaliana qrt mutánsaival (13. és 14. ábra), lásd az alábbi ábrákat.
[image: image9.emf]Az élesztők életciklusai

Sarjadzó élesztő

Hasadó élesztő


11. ábra Az élesztők életciklusai
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12. ábra Az élesztőnek van „szexuális élete”!
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13. ábra Arabidopsis thaliana: quartet (qrt) mutáció: a meiózis 4 terméke együtt marad, ami tetrádelemzést tesz lehetővé. Figyeld meg az első osztódás a tábla síkjában történt (É-D irányban), a második osztódás pedig a tábla síkjára merőlegesen.
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14. ábra A quartet mutáció eredményeként  a pektin nem bomlik le megfelelően a meiózis után és a négy pollenszem együtt marad (csak a külső burok, az exine közös, minden pollennek saját intine rétege van, így a sejtmagok és a citoplazma nem keveredik). Az egyes pollenszemek PCR-rel vizsgálhatók és a mutánsok egymással keresztezhetők.
A féltetrád

A féltetrád elemzése kapcsolt kromoszómákkal

Magasabbrendűeken a tetrádanalízis csak speciális, igen bonyolult, ugyan​akkor rendkívül szellemes módon végezhető el. Legjobban ismert rendszer erre a Drosophila kapcsolt X (X^X) kromoszómát hordozó törzsei, amelyek klasszikus analízise már 40 éve ismert és Anderson, majd Beadle és Emerson nevéhez fűződik. Az 1.1. fejezetben már volt szó a kromoszómamechanikáról (lásd 39. oldal). Itt csak megemlítjük, hogy a kapcsolt kromoszómákat olyan általános stratégia szerint állítják elő, ahogy ott már leírtuk. Az első X^X kromoszómát hordozó nőstény Drosophila a légyszobában* látott napvilágot, röntgensugárzással besugárzott egyedek között. Mivel Morgan és csoportja azonnal felfigyelt minden apró jelre, így az sem kerülte el a figyelmüket, hogy ezen nőstény és utódai szembeszegültek a criss-cross törvénnyel, mivel az X^X kromoszómát hordozó nőstény fiai az X kromoszómát apjuktól öröklik, s nem anyjuktól. Egyszer, amikor a híres légy szökni próbált a mik​roszkóp alól, nagy hajtóvadászat után csípte el Morgan felesége a légyszoba ablakán. Az X^X kromoszómát mikroszkóp alatt is jól lehet látni, mivel jel​legzetes V alakja feltűnő. A V-betű két szárának találkozása a közös centromeron helyzetét jelzi. Egyszerűen belátható az X^X kromoszóma viselkedése, a meiótikus osztódás során, s ezt mutatja a 15. ábra (mol. gen. könyv mappa 2.2.10. ábra) is. Az XˆXY ♀-ben a meiózis során két X^X leánykromoszóma esőkét Y keletkezik, s ezek jutnak az utódsejtekbe. A X^X petesejtekbe tehát 2 nem testvér kromatida jut a X^X kromoszóma képében, ami nem jelent mást, mint azt, hogy a féltetrádot örökölte.
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15. ábra A kapcsolt X^X kromoszóma viselkedése a meiózis során. a) Gamétaképzés, b) Öröklésmenet (nincs criss-cross!)
Heterozigóta X^XY nőstény úgy nyerhető, hogy X kromoszómán elhelyez​kedő génekre heterozigóta ♀ legyeket röntgensugárral besugároznak (pl. XabXa+b+). Ekkor bizonyos gyakorisággal X^X kromoszómák keletkeznek a csíra​sejt vonalban, s így végül X^X kromoszómát hordozó petesejtek is képződnek. Hímmel keresztezve ezt a röntgensugárral besugárzott ♀-t kiválogathatok az X^XY leányutódok, amelyek éppen úgy heterozigóták az X kromoszómán levő génekre, mint anyjuk. Az ilyen leányutód valamennyi leányutódjuknak X^X kromoszómát, féltetrádot ad át. Ezek a leányunokák X^XX vagy X^XY típusok lehetnek, közülük azonban X^XX steril, így további vizsgálatra csakis X^XY alkalmas. Következő lépés ezek szerint a féltetrádot örökölt leányuno​kák genotípusának megállapítása. Ha ezt megoldjuk, féltetrádot analizáltunk. Vegyünk pl. egy olyan esetet, amikor X^X kromoszóma heterozigóta a/a+ és b/b+ allélpárra. Legyen a sorrend a/a+ —b/b+ — centromeron. A 16. ábrát (mol. gen. könyv mappa 2.2.11. ábra) tanulmányozva beláthatjuk, hogy a/a homozigóta b/b+ heterozigóta utód születik abból a megtermékenyített petesejtből, amely olyan tetrádból szár​mazik, ahol a/a+ és b/b+ allélpárok között crossing over volt. Az a/a; b/b homozigóta utód arra utal, hogy a crossing over a centromeron és b/b+ allélpár helye között zajlott. További kérdés az, hogy miként lehet kimutatni azt, hogy valamely allélpárra heterozigóta vagy homozigóta domináns az X^XY nőstény. Ezt utódai árulják el. A heterozigóta domináns egyed utódai között ui. megjelenhetnek homozigóta recesszív X^XY leányok, ha crossing over tör​ténik a centromeron és az allélpár helye közötti szakaszon. Ellenkező esetben (homozigóta domináns) ez kizárt. Ily módon valamennyi X^X, féltetrádot örökölt leányunoka genotípusa pontosan megállapítható.

A féltetrád pontos ismeretében a rekombinánsról megállapítható, hogy szimmetrikus crossing over eredménye vagy sem. Induljunk ki a következő példából: legyen az X^XY nőstényben a-b+ , illetve a+b- allélkombináció az X^X kromoszóma két szárán, s legyen b-/b+ a centromeron proximális allélpár.

Ha ennek a heterozigóta nősténynek olyan X^XY leányai is lesznek, amelyek a-b-, illetve a+b+ allélkombinációt hordoznak, akkor a tetrádban reciprok (szimmetrikus) crossing over játszódott le. Ha azonban olyan utód is van, amely a+b+, illetve a-b+ nem reciprok, aszimmetrikus kombinációkat hordoz az X^X kromoszóma két szárán, akkor a tetrádban a rekombináns ún. gén​konverzióval keletkezett.**
*Légyszoba: Morgan híres laboratóriuma (kb. 6x7 m) a Columbia egyetemen New Yorkban. Itt dolgozott Muller, Sturtevant, Bridges és még sokan mások.

* *Ebben a példában az a és b gének közötti reciprok rekombináció eredménye csak olyan XX lehet, amelyben a centromeron proximális allélpár, b/b+, heterozigóta állapotú; homozigóta, b/b; b+/b+ proximális allélpárhoz csakis génkonverzió vezethet.
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16. ábra Féltetrád elemzése kapcsolt X kromoszómával (X^X). *= vagy kettős crossing over, amely ritkább (vö. mol. gen. könyv mappa 118. oldal).
A génkonverziót részletesen tárgyaljuk a mol. gen. könyv mappa 2.3. fejezetében, itt csak annyit jegyzünk meg, hogy közeli pontok között a rekombináció ritkán reciprok, tehát a rekombinánsok nem képződhetnek az általunk sokat tárgyalt ideális crossing over útján, hanem a génkonverzió „szülte” őket. A génkonverzió a crossing over aszimmetrikus részfolyamata, s vizsgálata a crossing over molekuláris mechanizmusához vezet el. Éppen az itt tárgyalt féltetrád elemzéssel sikerült igazolni, hogy a génkonverzió általános jelenség az élővilágban, nemcsak a gombák világában mutatható ki, hanem pl. muslicában is (sőt baktériumokban is).

A féltetrád elemzés nemcsak X kromoszómán levő génekkel végezhető el, hanem autoszómákon is. Az ehhez szükséges rendkívül bonyolult, de ugyanakkor virtuóz technikát Arthur Chovnick dolgozta ki.

Chovnick röntgensugárzással kapcsolt félkromoszómákat hoz létre a besu​gárzott muslicák csíraszöveteiben. A kapcsolt félkromoszóma különleges törés és újraegyesülés révén jön létre. A centromeron közelében ui. géneket nem tar​talmazó, heterokromatikus területen bekövetkező törések ritkán oly módon forradnak össze, hogy az egyik centromeronhoz a kromoszómapár bal karjai, a másikhoz a két jobb kar fog tartozni. A kapcsolt félkromoszóma a meiózis során úgy oszlik meg, hogy 2 utódsejt a bal kromoszómafelet, 2 pedig a jobb kromoszómafelet örökli. Ezek szerint egyetlen gamétába féltetrád kerül, ha csak a jobb vagy bal kromoszómafelet nézzük (17. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.12. ábra, 1.—4. lépése). Alább vázlatosan bemutatunk egy ilyen elemzést annak illusztrálására, hogy mennyivel bonyolultabb a féltetrád elemzést elvégezni muslicával, mint pl. Neurosporával. Ha egy kapcsolt félkromoszómát hordozó hímet és nőstényt keresztezünk, akkor csak azok az utódok életképesek, amelyek mind a jobb, mind a bal féltetrádot örökölték, hiszen bármelyik félkromoszóma hiánya egy sor létfontosságú gén hiányát jelenti, halálhoz vezet. Megfelelő kap​csolt félkromoszómát tartalmazó hímmel keresztezve röntgensugárral kezelt, heterozigóta nőstényt, a kapcsolt félkromoszómát tartalmazó petesejt meg​termékenyítésével a heterozigóta kapcsolt félkromoszóma átmenthető egy utódba (17. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.12. ábra 5. lépés). Ebben az utódban most már a meiózis során a gamétákba a kapcsolt félkromoszóma jobb vagy bal fele kerül — azaz féltetrád. Ezek a ,,féltetrádok" ismét utódokba menthetők egy következő keresztezéssel. Ha a további rekombinációt kizárjuk, a féltetrádot örökölt egyed gamétáiba is ugyanez a féltetrád kerül. A sok gamétából sok azonos féltetrádot hordozó testvér nyerhető (17. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.12. ábra 6. lépés). Most ezeket a testvéreket ismét besugározzák röntgennel. Ritkán előfordul, hogy a kapcsolt félkromoszómák eltörnek, majd az összeforradásnál helyreáll az eredeti kromoszómarend (17. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.12. ábra 7. lépése) Ily módon a féltetrád két alkotó eleme (kromatidája) ismét külön-külön gamétába kerülhet, s ezek a gaméták elemezhetők, ha egy megfelelő keresztezéssel ismét utódokba mentjük őket. Ezen bonyolult lépések után az eredeti heterozigóta, féltetrádot örökítő egyedben lezajlott meiótikus ese​mény (crossing over) eredménye e kései utódokból leszűrhető (17. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.2.12. ábra 8. és 9. lépés).
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17. ábra Féltetrád elemzése kapcsolt félkromoszómákkal (Chovnick munkái nyomán)
Féltetrádok más rendszerekben is találhatók.
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16. ábra Féltetrádok
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17. ábra A féltetrád elemzés kapcsolt kromoszómakarokkal (izokromoszóma) is megvalósítható. Az ábra Drosophila kapcsolt kromoszómakarok alapján készült.
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18. ábra A halak gynogenezise során a (haploid) petesejt és az első sarki test fúzionálhat. A fúzió diploid terméke féltetrád. A fúzionált diploid sejtből utód fejlődhet.
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19. ábra
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20. ábra Reciprok rekombináció és génkonverzió sémája „plazmid féltetrádban”. A plazmid két fele (pl. a+b+, ill. a-b-) önálló plazmidként elkészíthető majd megfelelő restrikciós hasításokkal és ligálással kialakítható ez a „diploidszerű” szerkezet.
A GÉNKONVERZIÓ

Az aberráns tetrád
A tetrád, mint finom műszer mutatta az ideális crossing over reciprok saját​ságát, s ami ebből következik: „allél nem vész el, csak rekombinál". Ezek sze​rint egy tömlősgomba (pl. Neurospora crassa) aszkuszban egyetlen allélpár — a/a+— sorsát követve 4a : 4a+ a két allél aránya (vö. „A tetrádelemzés" c. fejezettel). Ritkán előfordul azonban 5a : 3a+ ; 3a : 5a+ ; 6a : 2a+ ; 2a : 6a+ aberráns tetrád is. Ráadásul a reciprok lehetőségek nem is mindig egyforma gyakorisággal jelennek meg. Ezekben a tetrádokban 1 vagy 2 allél „elveszett", konvertálódott a másik allélra: a→a+ vagy a+→a. A jelenséget génkonver​ziónak nevezik. A génkonverzió egyik különleges esete a 4a : 4a+ aberráns tetrád. Az aberráns 4:4 tetrádot az az aszkusz, illetve spórasorrend képviseli, amelyben 2 olyan spórapár is található, amelyek genetikailag nem egyformák: pl. a+a+  a+a  a+a  aa. Az aberráns tetrádok néhány példáját a 21. ábrán (mol. gen. könyv mappa 2.3.8. ábra) láthatjuk.
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Pontosan ilyen kisérletet végzett FoerL és HURST 1967-ben, és azt tapasztal-
tik, hogy a konvertdns tetradokban 509, gyakoriséggal P/p és D/d allélparok
rekombindlnak. A fenti 3-pontos keresztezésben ez Pd: pD genotipusi spéraps-
rokat jelent egyazon tetrddban. Ez a részardny a konvertins tetradokban
kétszer, esetenként hatszor nagyobb rekombinéciés gyakorisagot jelent, mint
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21. ábra Aberráns tetrádok
A génkonverzió és a crossing over

Vegye közre P/p és D/d proximális és disztális allélpár a/a+ allélpárt. Egy 3-pontos keresztezést végezve — pl. PaD x pa+d — emeljük ki azokat a tetrádokat, amelyekben a/a+ allélpár valamelyik tagja a másikra konvertálódott, azaz 6:2, 5:3 esetleg aberráns 4 : 4 elrendezés jellemzi az a/a+ allélpárt. Pontosan ilyen kísérletet végzett Fogel és Hurst 1967-ben, és azt tapasztal​ták, hogy a konvertáns tetrádokban 50% gyakorisággal P/p és D/d allélpárok rekombinálnak. A fenti 3-pontos keresztezésben ez Pd; pD genotípusa spórapárokat jelent egyazon tetrádban. Ez a részarány a konvertáns tetrádokban kétszer, esetenként hatszor nagyobb rekombinációs gyakoriságot jelent, mint a kísérletben alkalmazott P/p — D/d allélpárok közötti rekombinációs gyakoriság az összes tetrádban (konvertáns + nem konvertáns). Mindez arra utal, hogy a konverzió és a crossing over között szoros korreláció van. A konverzió a crossing over folyamat egyik lépését tükrözi. A 22. ábra (mol. gen. könyv mappa 2.3.9. ábra) a vázolt jelenség lényegét foglalja össze.
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A génkonverzié és a crossing over

Vegye kozre P/p és D/d proxim4lis és disztalis allélpar ajat allélpart. Egy
3-pontos keresztezést végezve — pl. PaD X pa+d — emeljiik ki azokat a tetra-
dokat, amelyekben a/a+ allélpdr valamelyik tagja a masikra konvertéalédott,
azaz 6:2, 5:3 esetleg aberrdns 4 :4 elrendezés jellemzi az aja+ allélpart.
Pontosan ilyen kisérletet végzett FoerL és HURST 1967-ben, és azt tapasztal-
tik, hogy a konvertdns tetradokban 509, gyakoriséggal P/p és D/d allélparok
rekombindlnak. A fenti 3-pontos keresztezésben ez Pd: pD genotipusi spéraps-
rokat jelent egyazon tetrddban. Ez a részardny a konvertins tetradokban
kétszer, esetenként hatszor nagyobb rekombinéciés gyakorisagot jelent, mint

B a D
" ;
I ¥ N a >0
+ + F =@
Q o s + E—
+ ——
P a d
crossing over crossing over
van nincs

Opp O©PD OPb OPD
O OFPD Opd O PD
Opgql O/pd Oordb OPD
o 0 OprD @ PD
O D O |pD Opd O pd
O O |pD Opd O pd
@ 4 ® od @ pd @ pa
.pd ® nd ®pd @ pd

6:2 5:3 6:2 5:3
50% 50%
2.3.9. dbra

Génkonverzié és crossing over. FoorL és Hurst kisérletében 527 konvertdns tetrad
ko6z6tt 284 crossing over elrendezést adott a szérnyi allélparra

12 177





22. ábra Génkonverzió és crossing over. Fogel és Hurst kísérletében 527 konvertáns tetrád között 284 crossing over elrendezést adott a szárnyi allélpárra
Mismatch és génkonverzió

A konvertáns tetrádok megértéséhez nem szabad elfelejtenünk a spórapár jelentését az aszkuszban: a kromatidát alkotó egyetlen DNS kettős spirál két komplementer fonalát jelzik, illetve azok genetikai információtartalmát. Korrekt szerkezetű kettős spirál mindkét szála azonos információtartalommal ren​delkezik — éppen ez az alapja a DNS átörökítő szerepének. Következik a fen​tiekből, hogy az egyenlőtlen spórapár tökéletlenül párosodó DNS-szekvenciát jelez (mismatch), amelyben legalább egy bázispár inkorrekt: pl. AC, TG, AG, TC stb.

A mismatch javítása, a DNS-reparáció a sejt természetes, kísérletileg is jól vizsgált funkciója. Enzimatikus lépései jól ismertek. A javítás hatékonysága azonban nem abszolút, így a javítatlan hibák is „életben maradhatnak". A mismatch a következő DNS-replikáció során stabilizálódik genetikailag, ui. két korrekt DNS kettős spirál keletkezik, amelyek azonban genetikai tartal​mukat tekintve eltérnek. Az egyik kettős spirál a mismatch egyik szála szerint készült, a másik viszont a másik szál szerint. Belátjuk, hogy a végeredmény egyenlőtlen spórapár lesz az aszkuszban (23. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.10. ábra).
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23. ábra Mismatch és aberráns tetrád
A tetrádban a mismatch kijavítása értelemszerűen az egyik vagy másik szál genetikai tartalmának elvesztéséhez vezet, ill. az ellentétes szál genetikai tartal​mának megduplázódásához. A javított DNS kettős spirál replikációja azonos genetikai tartalmú utód kettősspirálokhoz vezet, amelyet mint spórapárt ész​lelünk az aszkuszban — azonos genotípussal.

A fenti megfontolások után az aberráns tetrádokat jól értelmezhetjük: az ilyen tetrádban mismatch kromatidáknak kellett keletkezni a meiózis első osztódása (profázis) során, s a mismatch javítása vezet az allélok eltűnéséhez, illetve fölös számú megjelenéséhez (24. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.11. ábra).
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Aberrédns tetrad és mismatch javitésa

toddsa (profézis) sordn, s a mismatch javitisa vezet allélok elt(inéséhez, illetve
f6los szdmt megjelenéséhez (2.3.11. abra).

A 6:2, illetve 2 : 6 tetrddokban két mismatch kromatida keletkezett, ame-
lyeket a repardlé enzimek azonos médon javitottak ki: 2 aja+-->2a/a vagy
2at/a*t. Az aszkuszban ezek szerint 6a : 2a+ vagy 6a* : 2a a végeredmény.
Az 5 : 3, illetve 3 :5 esetekben ismét két mismatch kromatida keletkezett,
de ezek koziil csak az egyiket javitotta ki a reparalé rendszer. Az eredmény:
2afat-->at/a 4 aja vagy at/a+ at/at, ami az aszkuszban 5a+t : 3a, illetve
3a™ : ba allélmegoszlast eredményez.

Az egyenlStlen spérapar jelenségét posztmeiotikus szegregalisnak nevezik,
mert a meiotikus osztédast kovetS replikdcid, illetve mitézis kovetkeztében
valik genetikailag 6nallévé az eredeti mismatch két tagja.

Az aberrdns 4.4 esetekben az eddigiek alapjan belathat6, hogy a két mismatch
kromatida egyik tagjiban sem tortént javitis: az eredmény két egyenlStlen
spérapar az aszkusz két mésik, azonos genotipust spéraparja mellett. Nem
feledve a konverzi6 és rekombindcié kapesolatét, kivetkeztetésiink ezek utén
az, hogy a crossing over soran a két DNS kettds spirdl kozott egy-egy szdl kol-
os6nos kicserélésével kapesolat jon 1étre. Ha a kélesonos kicserél6dés genetikai-
lag eltéré szalak kozott megy végbe, mismatch képzddik, amely a génkonverzié
forrdsa (2.3.12. 4bra).

A konverzié sohasem mutdcié, hanem az egyik allél 4talakuldsa a misik
alléll4.
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24. ábra Aberráns tetrád és mismatch javítása
A 6 : 2, illetve 2 : 6 tetrádokban két mismatch kromatida keletkezett, ame​lyeket a reparáló enzimek azonos módon javítottak ki: 2 a/a+ → 2 a/a vagy 2 a+/a+. Az aszkuszban ezek szerint 6a : 2a+ vagy 6a+ : 2a a végeredmény. Az 5:3, illetve 3:5 esetekben ismét két mismatch kromatida keletkezett, de ezek közül csak az egyiket javította ki a reparáló rendszer. Az eredmény: 2a/a+ → a+/a + a/a vagy a+/a + a+/a+, ami az aszkuszban 5a+ : 3a, illetve 3a+ : 5a allélmegoszlást eredményez.

Az egyenlőtlen spórapár jelenségét posztmeiotikus szegregálásnak nevezik, mert a meiotikus osztódást követő replikáció, illetve mitózis következtében válik genetikailag önállóvá az eredeti mismatch két tagja.

Az aberráns 4:4 esetekben az eddigiek alapján belátható, hogy a két mismatch kromatida egyik tagjában sem történt javítás: az eredmény két egyenlőtlen spórapár az aszkusz két másik, azonos genotípusú spórapárja mellett. Nem feledve a konverzió és rekombináció kapcsolatát, következtetésünk ezek után az, hogy a crossing over során a két DNS kettős spirál között egy-egy szál köl​csönös kicserélésével kapcsolat jön létre. Ha a kölcsönös kicserélődés genetikai​lag eltérő szálak között megy végbe, mismatch képződik, amely a génkonverzió forrása (25. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.12. ábra). A konverzió sohasem mutáció, hanem az egyik allél átalakulása a másik alléllá.
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2.3.16. dbra
A Holliday-struktira. A nyilhegyek a DNS szél 3’ végét jelzik. A kettds spirdlt Ossze-
tartd hidrogénhidakat a ,,létrafokok’ jelzik

Lényeges felhivni a figyelmet arra, hogy az an. kereszthiddal 6sszekdtott,
parban 4ll6 DNS-molekulédk azonos kémiai polaritdsd, megegyezs nukleotid-
sorrendjei azonos irdnyban rendezddnek ebben a modellben. Igy a két azonos
lefutast, kereszthidat alkoté szal kicserélhets. A kereszthid térigénye olyan
kicsi, hogy egyetlen hidrogénhid sem vész el. Mindez térkitoltésti molekula-
modelleken be is lathaté — s akiknek ez eszébe jutott SIGAL és ALBERTS voltak

1972-ben.

A Eereszthid vandorldsa

A Holliday-struktira kereszthidja rendkiviil kis energiabefektetéssel ide-
oda mozoghat, cstszkalhat, vandorolhat a két nem keresztez6d§ DNS-szal
hidrogénhid-regisztere, mint korlatok mentén.* Erre mindig van méd, mert
az 6ériasi DNS-molekula ,,0sszecsomagolt” éllapotdban tele van fesziiltségek-
kel, éppen tgy, mint egy felhtzott 6ra rugéja. Kénnyen beldthato, hogy a
kereszthid vandorldsa szimmetrikusan két egyforma genetikai tartalmd mis-
match képzddéséhez vezethet abban az esetben, ha a kereszthid genetikailag
eltéré6 DNS-molekuldkat kot egymashoz. Egyetlen keresztkotés elhasftasa,
majd a mismatch reparélésa barmely konvertans spérasorrend kialakuldsahoz
elvezethet, amint azt a 2.3.10. és 2.3.11. 4brin méar ismertettikk. A 2.3.17.
4bran a kereszthid vandorldsat foglaltuk Ossze.
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A kereszthid véndorlésa
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25. ábra Szálkicserélés
Génkonverzió kimutatása féltetrádban plazmidokon és compound kromoszómákon.
A fág „heterozigótái"
Lapozzunk vissza a mol. gen. könyv mappa „A genetika kolinearitási tétele" c. fejezet 1.3.7. ábrájához. A „nehéz" A-C-R+ X „könnyű" A+ -C+ -R keresztezés A+R+ rekombinánsai között C és C+ utódok a sűrűséggrádiensen a várt sűrűségértékeket veszik fel. Ugyanakkor megfigyelhetők olyan fágok a gradiens középső szakaszán, amelyek C/C+ „heterozigóta" tarfoltot képeznek. „A gén és a cisztron" vagy a „ fágról" szóló fejezetekben már volt szó arról, hogy egyetlen tarfolt, egyetlen fág utódait képviseli. A „heterozigóta" tarfolt olyan fágszülőből vezethető le, amelyben az eredeti DNS kettős spirál egyik szála C genotípusú szülőtől, a komplementer szál a C+ szülőtől ered, tehát mismatch. A mismatch javítása elmaradt, s a fág további szaporodása során „szegregál" a két allél. Mindez a posztmeiotikus szegregációval analóg folyamat, amelyet, mint láttuk, az 5 : 3, illetve aberráns 4 : 4 tetrád reprezentált, vagy még egyszerűbben az egyenlőtlen spórapár (26. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.13. ábra).
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26. ábra A  fág heterozigótái (Stahl adataiból)
A heterozigóta fág ismét aláhúzza, hogy két DNS molekula között szálki​cserélődés történik, s ez a crossing over folyamat fontos lépése. A mol. gen. könyv mappa „Holliday-struktúra" című későbbi részfejezet áttanulmányozásakor nyilvánvalóvá válik számunkra a szálkicserélődés alapvető jelentősége a crossing over folyamatában.

A heterozigóta tarfolt egy olyan tarfolt, amely felemás. A C/C+ esetben például a tarfolt egyik felében C genotípusa fágok, másik szektorában C+ genotípusú fágok vannak. Mivel C genotípus átlátszó tarfoltot eredményez, C+ pedig homályosat, a C/C + heterozigóta tarfolt egyik fele átlátszó, másik fele homályos. A   fág esetén rekombinációkor a kicserélődő DNS-szálak hossza 10 — 15 ezer nukleotid hosszúságot is elér.

A konverzió polaritása

A jelenség akkor szembeötlő, ha a mutánsok géntérképét és a mutánsokból képzett heterozigóták egyedi meiotikus termékét, a tetrádokat vizsgáljuk. Legyen a géntérkép a—b —c mutáns sorrenddel leírható, s a mutánsok közel fekszenek egymáshoz. Ha két mutánsból heterozigótát képezünk, belátható, hogy a tetrádban a kromatidafonalak két különböző pontján képződhet mismatch a két mutáció helyzetének megfelelően. A polaritási jelenség egyik oldala az, hogy a két mismatch képződésének gyakorisága nagymértékben eltér. A dolog másik oldala pedig az, hogy a különböző heterozigótákban mindig a géntérkép azonos oldalán elhelyezkedő allélpár konverziója a gyakoribb, a tőle disztálisan fekvőé ritkább. A konverzió a mismatch képződésének gyakoriságát jelzi. Fenti példánkra hivatkozva mindez azt jelenti, hogy például az ab+/a+b heterozigóta tetrádokban a/a+ allélpár konverziója sokkal gyakoribb, mint b/b+ allélpáré; az ac+/a+c heterozigótákban a/a+ allélpár konverziója ismét sokkal gyakoribb, mint c/c+ allélpáré; ugyanakkor bc+/b+c heterozigó​tákban a b/b+ allélpár konverziója gyakoribb, mint c/c+-é. Látható ebben a példában, hogy minden kombinációban a géntérkép szerinti bal oldali allélpár konverziója gyakoribb. Ezért a jelenség oka nem a különböző allélokból kép​zett mismatch minőségében keresendő, hanem az [image: image72.jpg]Kromatidak Spérapozicio
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allélpárok egymáshoz viszonyított helyzetében (27. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.14. ábra).
27. ábra A konverzió polaritása
A konverzió polaritásának jelensége arra utal, hogy a crossing over valamely lépésében szintén van egy kitüntetett irány vagy egy kitüntetett hely. Arra gondolhatunk például, hogy a DNS-molekula egy-egy kitüntetett pontján sok​kal valószínűbb az egyik szál eltörése, az ún. bemetszés (nick) képződése, mint más pontokon. Mivel a kölcsönös szálkicserélődés egyik elemi feltétele a szálak eltörése, belátható, hogy a kitüntetett ponthoz közelebb fekvő régiók kicse​rélése valószínűbb esemény, mint a távolabb fekvő régió kicserélése. Mivel a szálkicserélődés a génkonverzió alapja, egy ilyen kitüntetett pont befolyásolja, emeli, a körzetében levő területen a génkonverzió gyakoriságát. Fenti példánk pontosan ezt tükrözte. Ismét szembekerültünk az ideális crossing overrel, hiszen a valós crossing over számára a kromoszóma pontjai nem egyenértékűek, vannak kitüntetett helyek.

A konverzió kiterjedése
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A génkonverzió, a mismatch javítása, nem pontszerűen a hibás bázispár egyik tagjának eltávolításából áll, hanem a DNS egyik szálán egy szakaszt távolít el a reparáló enzimrendszer — ún. rés (gap) keletkezik, amelyet a meg​felelő DNS polimerázok „befoltoznak" (pl. DNS polimeráz I vagy Kornberg--enzim). Vizsgáljuk meg, hogy mi történik akkor, ha két mutáns pont közelebb fekszik egymáshoz, mint a kivágott és befoltozott szakasz hossza. Két mutáns​ból képzett mismatch, vagy másnéven hibrid DNS kettős spirál értelemszerűen két mismatchet tartalmaz. A két pont javítása egyetlen hasítással megoldható, ha azok közel vannak egymáshoz. Ebben az esetben két ponton egyszerre vész el a mismatch genetikai tartalmának fele — két allél egyszerre konvertálódik a másik két allélra (20. ábra).

28. ábra A konverzió kiterjedése. ad/ad+: adenin igényes/nem igényes, trp/trp+ -triptofán igényes/nem igényes; pan2: pantoténsav szintézisért felelős gén 
Könnyen beláthatjuk, hogy minél közelebb van két pont egymáshoz, annál gyakoribb együttes konverziójuk. Egy példát: Fogel és Mortimer az élesztő grg-4 génjén végzett vizsgálatai azt mutatták, hogy két pont, amelyek távolsága kb. 1000 bázispár volt, 3/49 gyakorisággal konvertálódott egyszerre, má​sik két pont, amelyek csak 500 bázispárnyi távolságra voltak egymástól, 23/50 gyakorisággal konvertálódott együtt, míg az a két mutáció, amelyeket mind​össze kb. 100 bázispár választott el egymástól, 27/36 gyakorisággal adott olyan konvertáns tetrádot, amelyekben mindkét pont együttesen konvertálódott.

Ha feltételezzük, hogy a konverzió a crossing over része, akkor az ideális crossing over statisztikus és pontszerű sajátságával ismét szembekerültünk: a polaritási jelenség szerint a crossing over valószínűsége nem azonos a kromo​szóma bármely pontján, vannak kitüntetett helyek; a konverzió kiterjedése pedig egyértelműen mutatja, hogy a crossing over folyamat nem pontszerű, hanem kiterjedése van.

A CROSSING OVER

A mol. gen könyv mappa „A genetikai analízis” című fejezetében már volt szó arról, hogy egyazon DNS-fonalon fekvő, másnéven kapcsolt allélkombinációk újrakombinálódását egy az élővilágban rendkívül általánosan megfigyelhető ,,életjelenség", a crossing over biztosítja. A crossing over törés-újraegyesülés modelljét, véletlenszerűsé​gét, statisztikus jellegét maga a két- és hárompontos módszerekkel meghatározott géntérképek sokasága, helyessége támasztja alá (vö. mol. gen. könyv mappa „A genetika kolinearitási tétele"; ,,A gén és a cisztron" és „Genetikai térképezés" c. fejezeteivel). A „Tetrádelemzés" c. fejezet alapján a rekombináció, így a crossing over szimmetrikus volta, reciprocitása a kísérlet oldaláról is meggyőző.

Néhány klasszikus és szemléletes példával sejttani oldalról szeretném „hitün​ket" tovább mélyíteni arról, hogy kiazma — crossing over — rekombináció jelenséghármas kapcsolata mily bensőséges. Ez nem is meglepő, ha mindhárman ugyanazt a dolgot jelentik a sejttan, a DNS-molekulák és a genotípus nyelvén. A következő lépés a gyanakvásé, mert számos helyen „lefüleljük" az ideális crossing overt, hogy nem tükrözi helyesen a valóságot. Végül megpróbáljuk feloldani az ellentmondásokat, s rájövünk, hogy „mindenki igazat beszél".

A crossing over törés-újraegyesülés módja és a rekombináció
Az 1931-es év nagy „versenyfutása" Creighton, Barbara McClintok és Stern munkáihoz fűződik. A crossing over törés-újraegyesülés módját telje​sen azonos gondolatmenet alapján kukoricán és muslicán egyaránt igazolták.

McClintokék előállítottak egy olyan kukorica „egyént", (illetve törzste​nyészetet), amelyben a 9.-nek keresztelt kromoszómapár két tagja külön-külön, mikroszkópban is jól azonosítható. Az egyik kromoszóma normális kinézetű, homológ párjának egyik végén egy jól festődő „bütyök" (knob), másik végén pedig a 8. kromoszómapárról áthelyeződött (transzlokáció) nagyméretű és azonosítható kromoszómadarab látható.

A 9. kromoszómapár két allélpárra heterozigóta volt: c/c+ , a kukoricaszem színét határozza meg — c „színtelen", c+ normális, — ,illetve wx/wx+ a kuko​ricaszem keményítőtartalmát határozza meg — wx nem tartalmaz keményí​tőt, wx+ tartalmaz. A normális 9. kromoszóma, a „bütykös" végnek megfelelő csúcshoz közel a recesszív c mutációt hordozta, másik végéhez közelebb pedig a domináns wx+ allélt. Párja, a kettősen azonosíthatóvá tett kromoszóma, a „bütyökhöz" közel a domináns c+ alléit, a transzlokált 8. kromoszómadarab kezdőpontjától nem messze pedig wx recesszív mutációt hordozta.

Látható, hogy a rendszer genetikailag két allélpárra heterozigóta, s ezt a két allélpárt két kromoszóma-rendellenesség „heterozigóta formában" közrefogja. Ha a genetikailag jelzett pontok rekombinálódnak, akkor a kromoszóma-rendellenességeknek is rekombinálódniuk kell — feltéve, ha a törés-újraegyesülés modell helyes (21. ábra). Ez a logika ugyanaz, mint amelyet a nem szelektív külső allélpár megoszlása kapcsán a mol. gen. könyv mappa „Genetikai térképezés" című fejezetében tárgyalunk (vö. 127. oldal). A kísérlet a törés-újraegyesülés elképzelést igazolta: c és wx gének rekombinációja tényleges fizikai kicserélődés.

Mivel e és wx (waxy) közel fekszenek a kromoszóma-rendellenességekhez, a többszörös orossmg over pl. wx és a transzlokáció közötti régióban, valamint a c-wx régióban egyszerre fellépő két crossing over ritka. így kicsi a valószínűsége annak, hogy a genetikailag jelzett pontok rekombinációját nem követi az őket közrefogó és látható kromoszó​ma-rendellenességek rekombinációja. Az előbb említett két crossing over esetén a cwx rekombináns „bütyköt" és transzlokációt egyaránt hordoz, a c+wx+ rekombináns kromoszóma ugyanakkor egyiket sem. Csakúgy, mint a szülőktől örökölt kromoszómák.

Stern bizonyítását talán még többet idézik. Itt a híres muslica leány normá​lis X kromoszómája a car mutáns szemszín alléllal (sötétbarna szem) jelzett, ugyanakkor a szem kerek alakját meghatározó gén vad típusú — B+. A másik X kromoszóma a B mutációt hordozta (résszeműség), szeme színe viszont normális piros és rés alakú — car+, B. Ennek a Bcar+ kromoszómának az egyik végére car+ oldalán az Y kromoszómáról egy darab transzlokálódott „valami​kor", másik vége letörött „valahol B után". Így ez a kromoszóma B oldalán rövidebb, car+ oldalán hosszabb, mint a normális kinézetű párja a B+car kromoszóma.

A genetikai rekombinációt ez esetben is követte a látható citológiai rend​ellenességek rekombinációja. 45 megvizsgált Bcar rekombináns kromoszómát hordozó egyed mindegyikében megtalálható volt a törött végű és Y transzloká​ció nélküli X kromoszóma. A B+car+ kromoszómát hordozó rekombináns egyedek közül 9-et megvizsgáltak, és mindegyik Y transzlokációt és törés nél​küli X kromoszómát hordozott. Mindkét bizonyítás sémája a 29. ábrán (mol. gen. könyv mappa 2.3.1. ábra) látható.
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29. ábra A törés-újraegyesülés igazolása
A kiazma gyakoriságának és a crossing over gyakoriságának megfelelése
Ez a sejttani bizonyítás Kayano nevéhez és a Disporum sessile növény „en​gedelmes kromoszómáihoz" kapcsolódik. A nevezetes fajban a 8 kromoszóma​pár egyike A1/A2 heteromorf, ami annyit jelent, hogy A1 egyik végén szatelli​tet, jól festődő és elkülönülő kromatin „bütyköt" hordoz, míg párja A2 nem. Egy másik kromoszómapárról az apró b/b-ről nem mondhatunk egyebet, mint azt, hogy mindkét tagja normális kinézetű. Előfordul, hogy a nagyméretű A2 és b között kölcsönös kicserélődés, reciprok transzlokáció jön létre, aminek eredménye egy ,,rövid A" — jelöljük a-val —és egy „óriás b" — jelöljük B-vel (30. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.2. ábra). Kövessük nyomon ezután egy A1/a B/b „heterozigóta" sejt meiózisát. A négyes bármely kromoszómatagja két másikkal homológ régiót tartalmaz: A1 például a-val és B-vel; a ugyanakkor A1-gyel és b-vel stb. A kölcsönös homológiák következménye, hogy a négy kromoszóma szinapszisokat képezve egymással, egységet képez a meiózis első szakaszában (profázis), amikor a kiazmaképzés és rekombináció történik. A 30. ábra alapján belátható, hogy egy transzlokációs kromoszóma (pl. a) és egy normális kromoszóma (pl. A1) között létrejöhet olyan crossing over, amelynek eredménye egyenlőtlen hosszúságú kromatidafonalakat „vonszoló" centromeron lesz az I. meiótikus osztódás végén. Az ilyen crossing over az ún. intersticiális régióban lép fel, amely nem más, mint a centromeron és a transzlokáció kezdőpontja között fekvő szakasz.
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30. ábra Reciprok transzlokáció, kiazma és crossing over (Kayano kísérlete alapján)
A gondos elemzés kimutatta, hogy az A1/a B/b sejtek osztódásakor az intersticiális régióban fellépő egyszeres kiazmák gyakorisága (profázisban számolható) ugyanannyi, mint később, az osztódás anafázisában megfigyelt egyenlőtlen kromatidákat hordozó utódkromoszómák gyakorisága. Ebben a kísérletben mindkettő 30%-nak adódott — vagyis egy kiazma egy crossover kromoszómát „szül". (A valóságban a kiazma a crossing over mikroszkóp​ban is látható következménye. A crossing over a pachitén stádiumban zajlik, amikor a kiazma még nem látható.)

A kiazmák gyakoriságának és a genetikai térkép hosszának kapcsolata
Voltak citológusok, mint például Darlington vagy Rhoades, akik kife​jezetten sokat kukoricáztak, és persze rengeteg meiózis vizsgálatával megha​tározták a Zea mays mind a tíz kromoszómapárján a kiazmák átlagos gyakori​ságát. Mindez 1936—1950 között történt.

Először megállapították a kiazmák átlagos gyakoriságát meiotikusan osz​tódó sejtenként, majd a kromoszómák egymáshoz viszonyított hosszát hatá​rozták meg. Az össz-kiazmagyakoriságot ezek után felosztották a kromoszóma​hosszak részaránya szerint. Feltételezték, hogy egy-egy kiazma előfordulása a kromoszómán azonos hosszúsággal arányos.

Ha a kromoszóma két pontja között a kiazmagyakoriság 1, akkor — a kiaz​ma és a crossing over közötti teljes megfelelést feltételezve — a két pont tá​volsága 50% rekombinációs gyakorisággal jellemezhető a géntérképen, azaz 50 térképegységgel. Egy crossing over ugyanis két rekombináns utódkromoszómát produkál tetrádonként (vö. a mol. gen. könyv mappa „A tetrádelemzés" c. fejezetével). Ezek szerint a kromoszóma teljes géntérképének hossza térképegységekben kifejezve a kiazmák átlagos számának 50-szerese. Feltételünk, hogy a géntérkép elég részletes (additív adatokból szerkesztették) és a kromoszóma teljes hosszát, végein fekvő géneket is jelöli. A 31. ábrán (mol. gen. könyv mappa 2.3.3. ábra) látható, hogy a kísérleti értékek és a vázolt levezetés megfelelő egyezést adott, utalván a kiazma és a crossing over kapcsolatára.
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31. ábra  Kiazma gyakoriság és géntérkép kapcsolata (Darlington és Rhoades adatai alapján). A számok a kukorica egyes kromoszómáit jelzik.
AZ IDEÁLIS CROSSING OVER VÁLSÁGA

A magas negatív interferencia

Induljunk ki az interferencia indexből, i-böl, amelyet a mol. gen. könyv mappa „Genetikai analízis" c. fejezetében már egyszer definiáltunk (lásd 121. oldal). Láttuk, hogy a hárompontos keresztezésben — ideális crossing overrel számolva — a dupla rekombinánsok gyakorisága a két crossing over régiót jellemző rekombinációs gyakoriságok szorzatával arányos — 2R1R11. Ugyanakkor a dupla rekombinánsok tényleges gyakorisága kísérletesen is megállapítható ugyanabban a kereszte​zésben. A kísérleti és az elméleti érték hányadosa i. Nagysága bakteriofág, gomba, baktérium rendszerekben végzett térképezéskor nem egyszer > 10, extrém esetben közel 100. A jelenséget magas vagy lokalizált negatív interferenciának nevezték el, ugyanis i értékét annál nagyobbnak találták, minél közelebb volt egymáshoz a hárompontos térképezés három pontja (32. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.4. ábra).

Ezek szerint a kettős crossing over két tagja távolról sem független egymástól, hanem az egyik crossing over serkenti a következő létrejöttét saját maga tőszomszédságában. Közülük mindazokat észlelni is tudjuk, amelyek két crossing over régióban lépnek fel.
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32. ábra Magas negatív interferencia (Amati és Meselson adataiból). Amati és Meselson a  fág „jobb karján" C1; O; P; Q; R cisztronok mutánsait használva 3-pontos keresztezéseket végzett, amelyekben C26/C+ allélpár mindig benne volt: pl. C+029Os+xC26029+08. Mi​vel a pontok közötti rekombináció és a dupla rekombinánsok gyakorisága is meghatá​rozható a keresztezésben, i értéke számolható. Ebben az esetben i = 72-nek adódott, mivel C26 —029 régióban 0,48%; 029 —08 régióban 0,30% gyakorisággal jelent meg rekombináns. Az ideális crossing over alapján a C+029+08+ dupla rekombináns gyakori​sága 0,48 x 0,30 x 10-4, ehelyett gyakoriságuk 0,01%. Abszcissza léptéke: Kb = kilóbázis = 1000 bázispárnyi távolság = 3400 Å
A marker hatás

A belső viszonyítóval kalibrált finomtérképezés lehetővé tette a kicsi re​kombinációs gyakoriságok pontos összehasonlítását. Kitűnt, hogy egyes mutációkra jellemző, hogy a genetikai finomtérképezés során sokkal több, vagy sokkal kevesebb rekombinánst ered​ményeznek, mint amennyi a keresztezésben adott crossing over régió hossza alapján „megilletné" őket. Más esetekben, bizonyos mutáns párokra jellemző, hogy a belőlük képzett heterozigótákban sokkal gyakoribb vagy sokkal ritkább a crossing over, mint ahogy azt elvárnánk a pontok sorrendje, illetve távolsága ismeretében (33. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.5. ábra).
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2.3.5. dbra
A marker hatds (NORKIN adataibél). NORKIN az . colilaktéz operonjénak Z cisztronjdban
bels6 viszonyitéval kalibralt (1dsd ,,Genetikai térképezés’ fejezetet) kétpontos térképezést
végzett. Minden esetben a 118 jelti mutdci6 és a tobbi pont kozotti rekombindcids gya-
korisdgot mérte: pl. Hfr 118 leu-9 SmS X F- 624 leu-3 ura~ SmR keresztezésben a 118 és
624 pontok kozdtti rekombindcids gyakorisdg viszonyithaté a leu9—leu3 pontok ko-
zdtti gyakorisdgra. A hdnyados adja a relativ rekombindciés gyakorisdgot (ordindta),
amely az emlitett példdban 0,9 volt, vagyis 118 —624 kozotti rekombindciés gyakorisig
0,9-ed része a leu9—Ileu3 kozotti gyakorisdgnak. A kozos belsé viszonyité minden ke-
resztezésben a leu9d —leu3 kozotti rekombindci6 volt. A mutéciék helyzetét és abszolat
tévolsdgdt ismerték, pl. 118—624 mutécitk tavolsdga 1200 bazispdr. Abszcissza léptéke:
Kb — kilébézis = 1000 bézispdrnyi tédvolsdg = 3400 A.

A marker (muténs allél) hatdsa azt példézza, hogy a mutdcié mindsége sziik
korzetben erdsen befolyasolhatja a rekombinécid gyakorisdgdt. A jelenség
tipikusan finomtérképezési tapasztalat. Marker hatds eredménye a genetikai
finomtérkép torzuldsa — a térképtavolsdgok ,taguldsa’, ,,zsugorodésa’’, az
additivitds megsziinése. Az additivitds megsziinésének jellemz8 példaja az Gn.
térképexpanzid, amikor egy hosszabb régiéban a résztavolsdgokon mert rekom-
bin4ciés gyakorisdgok dsszege sokkal kevesebb, mint a régié két legszélsé pont-
jat jelz8 mutdciok kozotti rekombindcié (2.3.6. abra). Szembe kertiltiink a
klasszikus tapasztalattal (vo. ,,Genetikai térképezés” c. fejezet 2.1.11. &bra-
javal).
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33. ábra A marker hatás (Norkin adataiból). Norkin az E. coli laktóz operonjának Z cisztronjában belső viszonyítóval kalibrált kétpontos térképezést végzett. Minden esetben a 118 jelű mutáció és a többi pont közötti rekombinációs gya​koriságot mérte: pl. Hfr 118 leu-9 Sms x F-624 leu-3 ura- SmR keresztezésben a 118 és 624 pontok közötti rekombinációs gyakoriság viszonyítható a leu9 — leu3 pontok kö​zötti gyakoriságra. A hányados adja a relatív rekombinációs gyakoriságot (ordináta), amely az említett példában 0,9 volt, vagyis 118 — 624 közötti rekombinációs gyakoriság 0,9-ed része a leu9—leu3 közötti gyakoriságnak. A közös belső viszonyító minden keresztezésben a leu9—leu3 közötti rekombináció volt. A mutációk helyzetét és abszolút távolságát ismerték, pl. 118 — 624 mutációk távolsága 1200 bázispár. Abszcissza léptéke: Kb = kilóbázis = 1000 bázispárnyi távolság = 3400 Å

A marker (mutáns allél hatása azt példázza, hogy a mutáció minősége szűk körzetben erősen befolyásolhatja a rekombináció gyakoriságát. A jelenség tipikusan finomtérképezési tapasztalat. Marker hatás eredménye a genetikai finomtérkép torzulása — a térképtávolságok „tágulása", „zsugorodása", az additivitás megszűnése. Az additivitás megszűnésének jellemző példája az ún. térképexpanzió, amikor egy hosszabb régióban a résztávolságokon mért rekom​binációs gyakoriságok összege sokkal kevesebb, mint a régió két legszélső pontját jelző mutációk közötti rekombináció (34. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.6. ábra). Szembe kerültünk a klasszikus tapasztalattal (vö. mol. gen. könyv mappa „Genetikai térképezés" c. fejezet 2.1.11. ábrájával).
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34. ábra Térképexpanzió. A fág példát Tessmann adataiból vettük, aki a T4 fág rll B cisztronjá-nak H1h1 szegmentjében ún. „ultra érzékeny" rekombinációs vizsgálatot végzett. A gomba példát Lissottba és Rizet kísérleteiből vettük, akik a Asobolus immersus világos spórájú mutánsai közötti rekombinációt vizsgálták
A  fág chi- mutánsai

A chi- mutánsokra jellemző, hogy egy rendkívül aktív rekombinációs „for​ró" pontot tartalmaznak a kromoszóma „jobb karján" P és Q cisztronok kö​zött. A chi- mutáció jelenlétében, megfelelő körülmények között az összes crossing over 50%-a az említett ponthoz rendelhető. Mindezt Stahl és munka​társai mutatták ki hasonló rendszert használva, mint amelyet mol. gen. könyv mappa „A genetika kolinearitási tétele" c. fejezet 1.3.7. ábrájáról ismerünk. A chi- mutáns esetén a rekombinánsok sűrűségeloszlása nem egyenletes, hanem a „könnyű fajsúlyú" tartományban csúcsot ír le (35. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.7. ábra).
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A chi- mutáció cisz domináns, vagyis chi- X chi+ keresztezésben is meg​figyelhető a rekombinációs forró pont. Következik ebből, hogy chi- mutáció nem cisztront jelez. Feltételezhető, hogy a mutációt hordozó DNS-molekula egy olyan szekvenciarészletet tartalmaz, amelyen a crossing overt létrehozó enzimek működése sokkal gyakoribb vagy hatékonyabb, mint a kromoszóma más pontjain. 

35. ábra Rekombinációs forrópont (Stahl és munkatársai adataiból
Hasonló jelenséggel találkozunk majd a mol. gen. könyv mappa „A konverzió polaritása" c. fejezetében. A chi- mutánsokkal kapcsolatban tehát szembekerültünk az ideális crossing over azon sajátságával, hogy a kromoszóma bármely pontján egyforma valószínűséggel lép fel.
Nagyon hatékony és kevéssé hatékony allélkombinációk

Bakteriális transzformációs kísérletekben a marker hatás egyik formája az ún. „nagyon hatékony" és „kevéssé hatékony" allélkombinációk jelensége (vö. a mol. gen. könyv mappa „A genetikai térképezés" c. fejezet 2.1.13. ábrájával). A „nagyon hatékony" kom​binációban 50 — 100-szor több a rekombinánsok gyakorisága.

A rekombinációs hatékonyság teljesen viszonylagos, a mindenkori hetero​zigótára jellemző. Előfordulhat, hogy az az allél, amelyik egyik kombinációban (heterozigótában) nagyon hevesen rekombinál, más kombinációban rendkívül renyhe.

A HOLLIDAY-STRUKTÚRA

Robin Holliday az 1960-as évek közepén a crossing over molekuláris ma​gyarázatára a DNS-molekula szerkezetét és a génkonverzió jelenségét kapcsolta össze. Modelljének kulcsfontosságú részét nevezzük Holliday-struktúrának  (36. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.16. ábra).
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36. ábra A Holliday-struktúra. A nyílhegyek a DNS szál 3' végét jelzik. A kettős spirált összetartó hidrogénhidakat a „létrafokok" jelzik
Lényeges felhívni a figyelmet arra, hogy az ún. kereszthíddal összekötött, párban álló DNS-molekulák azonos kémiai polaritású, megegyező nukleotid-sorrendjei azonos irányban rendeződnek ebben a modellben. így a két azonos lefutású, kereszthidat alkotó szál kicserélhető. A kereszthíd térigénye olyan kicsi, hogy egyetlen hidrogénhíd sem vész el. Mindez térkitöltésű molekulamodellekén be is látható — s akiknek ez eszébe jutott Sigal és Alberts voltak 1972-ben.

A kereszthíd vándorlása

A Holliday-struktúra kereszthídja rendkívül kis energiabefektetéssel ide-oda mozoghat, csúszkálhat, vándorolhat a két nem kereszteződő DNS-szál hidrogénhíd-regisztere, mint korlátok mentén.* Erre mindig van mód, mert az óriási DNS-molekula „összecsomagolt" állapotában tele van feszültségek​kel, éppen úgy, mint egy felhúzott óra rugója. Könnyen belátható, hogy a kereszthíd vándorlása szimmetrikusan két egyforma genetikai tartalmú mismatch képződéséhez vezethet abban az esetben, ha a kereszthíd genetikailag eltérő DNS-molekulákat köt egymáshoz. Egyetlen keresztkötés elhasítása, majd a mismatch reparálása bármely konvertáns spórasorrend kialakulásához elvezethet, amint azt a 23. és a 24. ábrán már ismertettük. A 37. ábrán (mol. gen. könyv mappa 2.3.17. ábra) a kereszthíd vándorlását foglaltuk össze.
* A kereszthídvándorlás lehetőségére 1971-ben jött rá Bróker és Lehman, valamint Hotchkiss
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37. ábra A kereszthíd vándorlása
A Holliday-struktúra különös szimmetriáját vezette le Hotchkiss 1971-ben, majd más módon Sigal és Alberts 1972-ben — nevezetesen azt, hogy a kereszthíd körül úgy vágható, illetve csavarható a két DNS kettős spirál, hogy az addig érintetlen szálak összekapcsolása lehetővé válik. A két levezetés óriási jelentősége abban van, hogy segítségükkel a Holliday-szerkezetből rekombináns elrendeződéshez lehet jutni.
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38. ábra  Szál ekvivalencia és rotációs izoméria

A. A nyilak az azonos polaritású szálak enzimatikus hasításának helyét jelölik — a két
hasítási mód egyforma valószínűséggel következhet be a Hotchkiss-féle elméletben.

B.
A Sigal-Alberts izomerizáció lépései: 1. Holliday-szerkezet. — 2. Az alsó DNS kettős
spirált vízszintes síkban fordítsuk el 180°-kal. A felső kettős spirál maradjon a helyén. —
3. A jobb oldali felet a lap síkjára merőleges síkban fogassuk el 180°-kal. A bal oldali
fél maradjon a helyén. — 4. Egyenesítsük ki az ívben meghajtott szálakat.

G. Figyeljük meg: a bal oldali „nyitott" intermediert az egyfonalas régióban, nyílirányú síkkal ab+, illetve a+b kombinációkra lehet hasítani, harántsíkkal ab, illetve a+b+-ra.
A Hotchkiss-féle szál equivalencia tétel kimondja, hogy az ellentétes polaritású szálak hasítása egyforma valószínűséggel következhet be. A 38/A ábrán (mol. gen. könyv mappa 2.3.18. ábra) látható genetikai kísérletben gondolkodva belátható, hogy az eredetileg összekötött („kereszthidat" képező) szálak hasítása nem vezet rekombinációra, ugyanakkor az „érintetlen" szálak elmetszésével rekombináns kromoszómák​hoz jutunk.

A Sigal—Alberts rotációs izoméria szerint ha a Holliday-szerkezet egyik felét a kereszthíd mint szimmetriapont körül két síkban, kétszer egymás után 180°-kal elforgatjuk, rekombináns elrendezéshez (izomerhez) jutunk. Az izo​merben az addig érintetlen szálak kerülnek keresztező helyzetbe, ugyanakkor az eredeti kereszthíd eltűnik és „korláttá" válik. A kereszthíd elvágásával re​kombináns kromoszómák nyerhetők vissza (38/B ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.18. ábra). A Sigal—Alberts-izomerizáció intermedierjét (a kereszthíd nélküli nyitott szerkezetet) sikerült elektronmikroszkópban felismerni és lefényképezni, s akik ezt megtették Potter és Dressler voltak 1976-ban. A nyitott intermedierre érdemes még több figyelmet szentelnünk. Ez az a forma, ahol bebizonyosodhat, hogy a szál equivalencia és a rotációs izoméria levezetések ugyanazt jelentik, csupán a terminológia más. A nyitott intermediert ui. két síkban is hasíthatjuk — az eredmény: mindkét esetben azonos polaritású szálakat vágunk el, de egyik esetben szülői, a másikban rekombináns elrendeződésű kettős spirálokat kapunk. Mindez nem egyéb, mint amit a szál equivalencia elv is kimond. Hotchkiss igen találóan felhívta a figyelmet egyfajta antropocentrikus szemlélet buktatóira. Tételével kapcsolatban kifejti, hogy nincs elég bizonyítékunk annak kimondására, hogy a Holliday-szerkezet kereszthídja a hasító enzimek legfőbb támadáspontja, hiszen lehetséges, hogy a kereszthíd csupán a tényleges szerkezet ábrázolására szolgáló absztrakció. A valóságban elképzelhető olyan helyzet, amelyben a „kereszthíd" és a „korlátok" egyenértékűek a DNS-szálakat hasító enzimek előtt. Véleményem szerint pontosan ilyen helyzetet rögzít a „nyitott intermedier".

A valóság tehát valahol a Hotchkiss és a Sigal—Alberts megközelítési mód között keresendő — pl. a Holliday-szerkezet rotációjával létrejövő nyitott intermediert a megfelelő enzimek a szál equivalencia elvnek megfelelően egy​forma valószínűséggel oldhatják meg a szülői (érintetlen) szálak hasításával vagy az eredetileg keresztben összekötött szálak bemetszésével.

A crossing over molekuláris megértéséhez ezek után a Holliday-struktúra keletkezésének felderítése vezetne el — s ez alapvetően a tárgya a két legáltalá​nosabb rekombinációs modellnek is, amelyek Hotchkiss, valamint Meselson és Radding nevéhez fűződnek.

A Sigal Alberts rotációs izoméria és a Holliday szerkezet transz hasítása ugyanazt jelenti
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39. ábra Figyeld meg ! Ott keletkezett a Holliday szerkezet, ahol a piros és a fekete szálak találkoznak. A kereszthíd vándorlása (szálcsere) rögtön a legelején áthaladt egy heterozigóta allélikus pont felett (A/T és G/C ), A/C és G/T mismatch (inkorrekt bázispár) keletkezett, majd a kereszthíd tovább vándorolt kb 15 bázispárt. Alul: Holliday szerkezet kipörgetve  a „nyitott” formára
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40. ábra   Sigal-Alberts rotációs izomérek (két forgatás szükséges hozzá). A nyilak hegye a DNS szál 5’ végét jelzi. A nyitott intermedier transz hasítása: egyforma valószínűséggel hasítható szagittálisan és laterálisan >> genetikailag eltérő végeredmény.

1.) laterális hasítás: A+B+ és A-B-

2.) szagittális hasítás: A+B- és A-B+
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41. ábra Tekerés: a nyitott intermedier bal oldali felét a tábla síkjára merőlegesen az óramutató járásával ellentétesen tekerjük, a jobb oldali fél a helyén marad. Egy kis sztereo geometria :

Sigal-Alberts Rotációs izoméria DNS-re és

Holliday szerkezetre:

1.,Vedd az előző dia bal felső Holliday szerkezetét.

A piros szál fut felül a keresztben!

2.,Hajlítsd meg a korlátokat

3.,Ragaszd le a felső felét, a „szarvait”( + +, kombinációt),

hogy ne tudjon mozogni.

4.,Ragadd meg az alsó fél két „lábát” és a tábla síkjára

merőlegesen tekerj rajta 180 fokot magad felé az óramutató

járásával azonos irányba. Újra a tábla síkjába érkezel.

5.,A nyitott intermedierhez jutottál

Innen folytasd úgy, ahogy itt látod az ábrán!

6.,Ragaszd le a kereszt jobb felének „fejét és lábát” úgy,

hogy ne tudjon elmozdulni.

7.,Ragadd meg a kereszt bal felének „fejét és lábát” és a

Tekerj a tábla síkjára merőlegesen magad felé az

óramutató járásával egy irányba 180 fokot.

Ismét síkba került a szerkezet !

A keresztezésben a kék fut felül!

8.,Billents 90 fokot balról jobbra.

9.,Egyenesítsd ki a korlátokat

10., Megkaptad a forgási izomért. A kék szál fut felül!

Figyeld meg!

Ami az 1. lépésnél híd, az a 10.-nél korlát és

Ami az 1. lépésnél korlát az a 10.-nél híd
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42. ábra „Rálátás oldalról”:

„Vándorol a híd a korlátok mentén” Figyeld meg: az A karok és a B karok egyforma hosszúak. A kereszteződő szálak nem egy síkban vannak. Az A+ B- irányba tartó kereszthíd szál fut felül!

„Rálátás felülről”:

„Vándorol a nyitott intermedier.” Figyeld meg: az A karok és a B karok ellentétes (transz!) helyzetben állnak, hosszúságuk változik. Amennyit az egyik karkettős veszít hosszúságából, annyival növekszik a másik karkettős. 

Mivel a vándorlás minimális energiát emészt fel, a mozgatáshoz szükséges energia a DNS természetes feszültségeiből táplálkozhat. Ugyanakkor a rekombináció számos enzimje energia befektetéssel (ATP hidrolízissel) mozgatja a Holliday-szerkezetet. A mozgatásnak meghatározott iránya/polaritása van. A vándorlást rotációs diszperziónak is nevezik.
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43. ábra Nyitott intermedier. Ne feledd, hogy a transz hasítás a kettős spirál egyik szálát érinti csak („nick”, single stranded hasítás). Az elhasított szálakon az enzim specificitásától függően ismételten ligálható végek maradnak: példánkban 5’ foszfát (5’ P) és 3’ hidroxil (3’ OH). Figyeld meg: a szagittális (nyíl irányú) hasítás és a horizontális hasítás genetikai eredménye eltér.
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44. ábra A Holliday szerkezet transz hasításai „oldalnézetből” Ne feledd, hogy

(1) a 2-es hasításokat felülről látom, nincsenek egy síkban. Tehát a távolságukat nem érzékelem.

(2) ez egy absztrakció, amely a topológiai viszonyoknak megfelel, de a valós távolságokat nem tükrözi. („a DNS nem tudja, hogy neki így kell kinéznie”)

(3) Valóságban az 1-es hasítások és a 2-es hasítások rendkívül közel vannak egymáshoz.

A jobb oldali megoldás értelmezése: a „felső” és „alsó” 3’ OH és 5’ P pontok valójában közel vannak egymáshoz, tehát a ligálásnak nincs akadálya. („Fogd meg az alsó szárakat és perdítsd fel a fölső szárakhoz!”)

CROSSING OVER MODELLEK

A rekombinációs modelleknek meg kell feleniük:

1. Géntérképrzési tapasztalatnak (térképfüggvénynek)

2. Tetrádelemzésnek

3. Génkonverziónak

4. Holliday-szerkezetnek

5. Enzimológiának: endo- és exonukleázok, ligázok, topoizomerázok, helikázok, RecA és rokonai, DNS-polimeráz
Random indítás → Holliday-szerkezet

1. Szálekvivalencia elve

2. Meselson-Radding modell (aszimmetrikus „tolós”)
3.  Hotchkiss modell (aszimmetrikus „húzós”)

4. Dupla szál törés-repair modell (két Holliday-szerkezet, aszimmetrikus)

5. Négyfonatos modell (Wilson, szimetrikus)

Genetikus elfogultsággal kijelenthetjük, hogy a rekombináció az élővilágra jellemző életjelenség. Érthető ezek után az a „genetikus vágy", hogy megtalál​juk az általánosat a crossing over molekuláris folyamatában. Szeretnénk tudni, hogy miért használható általában az ideális crossing overre épülő mesteri logika, és miért nem használható egyes esetekben.

A törés-újraegyesülés modell eredeti verziójának „szemére vethetjük", hogy teljesíthetetlen precizitást vár el a rekombinációs enzimektől — ugyanis a két kromoszómát hajszálpontosan, egyazon magasságban, ugyanazon bázispárok között „kell" eltörni, majd összeforrasztani, ráadásul egyazon időben. A crossing over és rekombináció szimmetrikus sajátsága, a reciprok rekombináns kategóriák azonos gyakorisága így jól magyarázható. Szememre vetheti az olvasó, hogy a Holliday-struktúra keresztkötését is szimmetrikus folyamattal, a két azonos polaritású szál tökéletesen megegyező hasításával és pontos keresztbe kötésével ábrázoltuk. Mindez azonban csak egyszerűsítés volt, s mint látni fogjuk, a modellek törekvése éppen az, hogy aszimmetrikus úton — egyetlen szálhasítás bevezetésével olyan folyamatsort vezessenek le, amely Holliday-struktúrához vezet. A Holliday-struktúra Sigal—Alberts izomerizációjával, a keresztkötés elhasításával vagy a szál equivalencia elv alapján a „gúzsba kötött" DNS kettős spirálokból rekombináns keletkezik.

A Hotchkiss-féle „húzó" modell

Induljunk ki abból, hogy heterozigóta párban álló két DNS kettős spirál egyikén az egyik szálban elhasad egy foszfodiészter-kötés. Bemetszés kelet​kezett. A bemetszés melletti területen a szál eltávolodhat komplementer párjától — ezt „lélegzésnek" nevezzük. A folyamatban az ún. „DNS kicsavaró" fehérje játszik szerepet, amelyet fágrekombináció során éppen úgy ki lehet mutatni, mint liliom vagy gomba meiotikus osztódásakor. A „lélegző" fonal bizonyítottan „agresszív". Képes megtámadni a mellette futó hibátlan DNS kettős spirált. Verseng a komplementer szál hidrogénhídjaiért az eredeti szállal. Háromfonalas átmeneti szerkezet jön létre egy rövid szakaszon (45. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.19. ábra).

Fontos tényező a támadó szál kémiai polaritása, ha ugyanis szabad 3' véggel rendelkezik, bármely DNS-polimeráz tovább tudja növelni a szálat a meg-támadott kettős spirál komplementer szála szerint. Ezáltal a háromfonalas szerkezet hosszabbá válik, stabilizálódik a két kromoszóma közötti kapcsolat. Ha az 5' vég támadna, a szerkezet Hotchkiss szerint nem stabilizálódik, s a lélegző 5' vég előbb-utóbb az exonukleázok martaléka lesz.
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45. ábra A Hotchkiss modell
A stabil háromfonalas szerkezet támadáspontja a reparáló enzimeknek, amelyek a DNS kettős spirál korrekt térszerkezetét vigyázzák. Előfordulhat, s ennek esélye elvben 50%, hogy a reparáló endonukleáz az eredeti fonalat ha​sítja el, s a folyamat vége az, hogy a támadó szál 3' vége és az eredeti szálban keletkezett 5' vég között kovalens kötés alakul ki a DNS ligáz enzim hatására. Ezzel a lépéssel a Holliday-struktúra fele kialakult. Ugyanakkor az elhasított szál 3' vége felszabadul, lélegezhet, s most ő támadja meg eddigi támadóját. Erre talán szükség sincs, mert az eredeti támadó szál keletkezésekor 5' szabad vég is keletkezett, amelyet az exonukleázok emészteni kezdenek — rés keletkezik. Ebbe a résbe „fekszik bele” a másodikként keletkezett lélegző szál. Vég​eredményben kialakult a Holliday-szerkezet. Lényeges eleme a Hotchkiss-modellnek, hogy az egyik kettős spirálban keletkezett bemetszés kiváltja az azonos polaritású szál törését a másik DNS-molekulában. Hangsúlyozni kell, hogy a két törés nem egyazon pontokon történik, mivel a DNS polimeráz a folyamat elején növelte a támadó szálat. Aszimmetrikus módon jutottunk tehát a Holliday-szerkezethez. Ezt az aszimmetrikus folyamatot a tetrádban 6:2 vagy 5 : 3 aberráns elrendezés jellemezheti, sohasem aberráns 4 : 4. A folyamat során ugyanis a DNS polimeráz működése következtében a támadó szál információtartalma a megtámadott szál genetikai információja szerint készül el, ugyanakkor az exonukleáz emésztés következtében, amikor a rés keletkezett, genetikai információ veszett el. A nettó eredmény így abban az esetben, ha a a/a információtartalmú kettős spirálon keletkezett az agresszív szál és a megtámadott fonal információtartalma a+/a + , 3a + : la, vagyis a→a + konverzió (45. ábra).

Az is belátható, hogy az aszimmetrikus lépés kiterjedése annál hosszabb, minél később követi a DNS polimeráz működését az exonukleáz emésztés.

A Meselson- és Radding-féle „toló" modell

Addig, amíg a Hotchkiss-modellben a támadó szál behatolása, becsavarodása a szomszéd kettős spirálban közvetlenül a DNS polimeráz előrehaladó szintézisének köszönhető, a polimeráz mintegy húzza a folyamatot, a Mesel​son—Radding-modellben a DNS polimeráz közvetve segíti a folyamatot. Mintegy tolja a támadó szálat.

Az eredeti hasítás legyen ugyanott, ahol a Hotchkiss-modellben, de ezután a támadó szál nem a szabad 3' vég, hanem az 5'. Az 5' vég lélegzése és betekeredése az ép, szomszédos kettős spirálba a DNS polimeráz hatására történik. A DNS-polimeráz ugyanis a 3' végről szintézist indít az a/a genetikai tartalmú kettős spirál mentén és mintegy „kitúrja" az eredeti szálat, amely ezek szerint az 5' vég. Atámadó szál fokozatosan átkerül a megtámadott kettős spirálba. Az előző modellhez hasonló háromfonalas átmeneti struktúra képződik, s az enzimatikus korrekció eredménye végül a támadó szál és a „fogadó" szál kovalens összekapcsolása lesz. Eközben 5' szabad vég képződik a megtámadott szálon, amely a DNS polimeráz előrehaladásával állandóan legyűrődik, s az exonukleá​zok végeznek vele. A keletkezett struktúrából — amelyben a két kettős spirált egy fél kereszthíd tartja össze hasonlóan az előző modellhez — Sigal-Alberts-izomerizációval Holliday-struktúrához jutunk, amelyben az egyik nem keresztező szálon (korlát) egy bemetszés található (46. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.20. ábra).
[image: image35.jpg]leknek, ame-
fordulhat, s
| fonalat ha-
deti szalban
Im hatdsdra.
az elhasitott
| tamaddjat.
or 5’ szabad
— 7és kelet-
20 szal. Vég-
- Hotchkiss-
| kivaltja az
lyozni kell,
polimerdz a
n jutottunk
a tetradban
Ins 4 4. A
m a tamado
i0ja szerint
mikor a rés
y abban az
az agressziv
gyis a-->a+

il hosszabb,
emésztés.

becsavaro-
eldrehaladé
ot, a Mesel-
folyamatot.

de ezutdn a
etekeredése
ik. A DNS
almi kettds
zerint az 5’
piralba. Az
%, S az enzi-
al kovalens
dott szdlon,
exonukled-
3ttGs spirdlt
l— Alberts-

izomerizéciéval Holliday-struktirdhoz jutunk, amelyben az egyik nem ke-
resztezd szdlon (korlit) egy bemetszés taldlhaté (2.3.20. abra).

A dolgok eddig aszimmetrikusak, s a két szélon az informicidk aranya
3a : la* hasonléan a Hotchkiss-modellhez, azzal a kiilonbséggel, hogy a+-->a
a konverzi6 irdnya. Az aszkuszban 5a+ : 3a, illetve 6a+ : 2a allélmegoszlas
lenne az eredmény, ha ebben a pillanatban tetradot analizilnank.

Mindkét modellben ezek utdn azonos dolgok torténnek. A DNS polimeriza-
lasbdl szdrmazé energiafelesleg, a DNS-molekuldban rejld fesziiltségek ener-
gidja tovamozgatja a keresztkotést. Ezt a folyamatot rotdcids diszperzionak
vagy lateralis vdndorlisnak nevezik. Az aszimmetrikus fazissal ellentéthen a
keresztkotés vandorldsa szimmetrikus folyamat, hiszen a ket azonos polaritist
DNS-sz4l kolesondsen cserél helyet. Legyen b/b+ allélpar tavol attdl a helytdl,
ahol az aszimmetrikus folyamat tortént. Tegyiik fel, hogy a keresztkdtés hosz-
szl vandorldsa sorén eléri b/b+ pontokat, s6t 4thalad rajtuk. Lathaté, ho
az eredmény szimmetrikus: két b/b+ genetikai tartalmt mismatch képz8dott
mindkét kettls spirdlban. Az eredmény a tetrdd szintjén 5 :3, 6 : 2, illetve
aberrans 4 : 4 megoszlis lehet a b/b* allélpirra. A szimmetrikus fizist az
aszimmetrikussal szemben az aberrdns 4 : 4 tetrddok megjelenése jelzi. Horca-
K188, valamint MESELSON és RADDING felhivjak a figyelmet arra, hogy a gén-
konverzi6 és a crossing over kézotti 50%-0s korrelaci6 igen egyszerfien meg-
magyarazhaté, ha a Sigal — Alberts-izomerizicié sokszor egymds utdn megtor-

i

3! d b* 1

i = Sigal—Alberts izoméria

o 5
+ +
-—\ a b’
b HH# = exonukledz
NN k—_“ - — — —~ = DNS polimeréz
a

X = ligdz
¥
4 B g B
e a b a b
I
[ Sap— Y ¥
mal BN D i i b
a b

—_ e - -

a b a bt
- ELH a b
-~
o a+ b =y a+ b+
a b * a b
AT G kereszthid vandorlas e
Aszimmetrikus fazis Szimmetrikus fazis
a" — a konverzié b —> b vagy b* > b
6:2;5:3 6:2;5:3

Aberrans 4p : 45+ |

2.3.20. dbra
A Meselson—Radding-modell. MESELSON és RADDING szerint az elsd aszimmetrikus for-
mabol kozvetleniil képzédhet a negyedik szimmetrikus forma: — 3’ vég és a legytirt 5’
vég Osszekotésével Holliday-szerkezet jon létre hasonléan a Hotchkiss-modellhez
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46. ábra A Meselson — Radding-modell. Meselson és Radding szerint az első aszimmetrikus formából közvetlenül képződhet a negyedik szimmetrikus forma: -> 3' vég és a legyűrt 5' vég összekötésével Holliday-szerkezet jön létre hasonlóan a Hotchkiss-modellhez
A dolgok eddig aszimmetrikusak, s a két szálon az információk aránya 3a : la+ hasonlóan a Hotchkiss-modellhez, azzal a különbséggel, hogy a + →a   a konverzió iránya. Az aszkuszban 5a + : 3a, illetve 6a + : 2a allélmegoszlás lenne az eredmény, ha ebben a pillanatban tetrádot analizálnánk.

Mindkét modellben ezek után azonos dolgok történnek. A DNS polimerizálásból származó energiafelesleg, a DNS-molekulában rejlő feszültségek energiája tovamozgatja a keresztkötést. Ezt a folyamatot rotációs diszperziónak vagy laterális vándorlásnak nevezik. Az aszimmetrikus fázissal ellentétben a keresztkötés vándorlása szimmetrikus  folyamat,  hiszen a két azonos polaritású DNS-szál kölcsönösen cserél helyet. Legyen b/b+ allélpár távol attól a helytől, ahol az aszimmetrikus folyamat történt. Tegyük fel, hogy a keresztkötés hosszú vándorlása során eléri b/b+ pontokat, sőt áthalad rajtuk. Látható, hogy az eredmény szimmetrikus: két b/b+ genetikai tartalmú mismatch képződött mindkét kettős spirálban. Az eredmény a tetrád szintjén 5 : 3, 6 : 2, illetve aberráns 4 : 4 megoszlás lehet a b/b+ allélpárra. A szimmetrikus fázist az aszimmetrikussal szemben az aberráns 4 : 4 tetrádok megjelenése jelzi. Hotchkiss, valamint Meselson és Radding felhívják a figyelmet arra, hogy a génkonverzió és a crossing over közötti 50%-os korreláció igen egyszerűen megmagyarázható, ha a Sigal-Alberts-izomerizáció sokszor egymás után megtörténhet, ami ezzel egyenértékű – érvényesül a „strand equivalencia” elv. 

Lapozzunk vissza a „Génkonverzió és a crossing over" című szakaszhoz. A PaD/pa+d heterozigótában a közbülső allélpár, a/a+ valamelyik tagjának konverziója, mint aberráns tetrád jelzi, hogy „valamikor" a két DNS-molekula között szálkicserélés történt, és ez a kicserélés a közbülső allélpárt ténylegesen érintette (22. ábra). Ott Holliday-struktúra kereszthídja képződött, vagy arra vándorolt valamikor. A konvertálódó allélpárt közrefogó P—D és p—d allélpárok közötti crossing over, illetve rekombináció akkor jöhetett létre, ha páratlan számú Sigal—Alberts-izomerizáció zajlott le oda-vissza. Ez esetben P—d és p—D reciprok rekombinánsok egyszerre és azonos számban, „szabályosan" lesznek jelen. Páros számú izomerizáció a szárnyi allélpár eredeti kombinációit — P—D és p —d — állítja helyre. Meselson és Radding számításai szerint egyetlen izomerizációs lépés időigénye lényegesen kevesebb, mint 1 sec, ami nagyszámú izomerizáoiót tesz lehetővé a sejten belüli rekombinációs folyamat során. így a páros és páratlan számú izomerizációk egyforma gyakorisággal fordulnak elő egy tetrádpopulációban. Mindez oda vezet, hogy a konvertáns tetrádok felében fordul elő a szárnyi allélpárok rekombinációja (47. ábra, mol. gen. könyv mappa 2.3.21. ábra).
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47. ábra P/p; D/d rekombinációja és a/a+ konverziója, i = Sigal—Alberts izomerizáció; a/a+ = mismatch

Ami a modelleket támogatja:

· egyrészt mindkét modell összhangba hozható a génkonverzióval, a konvertáns tetrádokkal, a rekombináció során megfigyelt mismatch képződéssel;

· Sigal—Alberts-izomerizáció nyitott intermedierje, a keresztkötés vándorlása már kísérletileg is megfigyelt jelenségek;

· izoláltak liliomból, gombából, fággal fertőzött baktériumból olyan fehérjét, amely elősegíti a DNS-szál „lélegzését". Ezeket nevezik kicsavaró vagy kiolvasztó fehérjéknek;

· számos, a rekombináció folyamatában szereplő enzimet azonosítottak, sőt tisztítottak: exonukleázok, endonukleázok, polimerázok, ligázok;

· a  fág exonukleáz génjének mutációja pl. rekombinációban hibás, red- fenotípust eredményez. A red- fágok keresztezésekor rekombináns nem képződik. A red- gén által kódolt exonukleáz a felesleges 5' végeket emészti le — lásd pl. Meselson—Radding-modell kezdeti lépéseit — úgy hogy csak egyetlen kovalens kötés helyreállítása szükséges. Az enzim tehát rendkívül precízen dolgozik;

· kísérleti tény, hogy az egyfonalas lélegző szál rendkívül agresszív, azaz előszeretettel tekeredik bele a szomszédos DNS-molekulába.
Kétfonalas törés repair/génkonverzió modell,  F.W. Stahl modellje (1983)
Double strand break and repair/gene conversion modell

FW Stahl nevét ismerhetik a Meselson- Stahl kisérlet kapcsán, amely kisérlet a DNS szemi konzervatív replikációját igazolta. Későbbi életükben a kutató páros mindkét tagja, egymástól függetlenül, érdeklődéssel fordult a rekombináció, mint globális „életjelenség” megértése felé. Meselson az egyfonalas töréssel indított modell egyik változatát („toló modell”) alkotta meg (… oldal). Stahl a rekombinációs forró helyeket fedezte fel („khi” szekvencia, lásd génkonverzió fejezetet….). Az élesztő géntechnológiai kisérletezések során az volt a zapasztalat, hogy 1000-szer hatékonyabban lehet egy köralakú plazmidban klónozott élesztő allélt  „becserélni” a kromoszóma rezidens allélje helyére egy kettős crossin overrel ( emlékezz a kör és fonál esetére, a két egymást követő „Campbell rekombinációra”) akkor ha kétfonalas hasítással linearizálják a plazmidot a klónozott gén területén, mintha ezt nem teszik. Sőt akkor is éppoly hatékony az allél csere, ha restrikciós enzim hasitásokkal egy darabot kihasítanak a klónozott gén belsejéből.

Egy korábbi megfigyelés is volt (Whitehause 1978). Az élesztő tetrád analizisek azt üzenték, hogy az élesztő rekombinációs folyamatban az aszimmetrikus fázis kiterjedése sokkal nagyobb lehet, mint a szimmetrikus fázisé (lásd Meselson - Radding modellt,mol. gen. könyv mappa 189. oldal).
A „ds break-repair” lépései (lásd a következő ábrákon részletesen):

1., kétfonalas törés a homológ allélpár egyik tagján

2., A törött szál két szabad végét 5’ végek felől rekombinációs exonukleázok támadják és kb 600 bázisnyit „beemésztenek” mindkét szabad végnél. Az eredmény:  3’ egyfonalas túlnyúló végek. ( DNS információkat veszítünk, amelyet majd pótolni kell a majdani 7. lépés templátja szerint, ez itt a majdani génkonverzió forrása !)

3., tehát 3’ támadó szál keletkezett, ameny DNS polimerázzal templát jelenlétében  hosszabítható.

4., Az egyik 3’ szál megtámadja a homolód kettős spirált, hasonlóan ahhoz, ahogy azt a Hotckiss modell („húzó” modell) jósolta. 

5., A támadó 3’ szál „ kitúrja” az azonos polaritású szálat, D hurok keletkezik.

6., A D hurok növekszik egészen addig, amig eléri a másik oldali törött a szálon a kétfonalas részt. Itt leáll a DNS polimeráz.

7., A D hurok templátként szolgál a következő lépéshez.

8., A ellenoldali 3’ túlnyúló véghez is DNS polimeráz kapcsolódik és a D hurok mentén kiegészíti  a 2. lépés során elveszett szekvenciát. A szintetizát vég eléri az 5’ véget. Ligálódnak. Ha az eredeti támadó 3’ szál és a kitúrt D hurok szál között voltszekvencia különbség (mutáció!) akkor itt most mismatch van a megtámadott oldalon. A D hurok oldalán pedig a DNS szintézis után mindkét szál információja a megtámadott szál információját hordozza. Tehát egy allélikus információ már bizonyosan elveszett és esély van még egy információ elvesztésére, ha a mismatch is javítódik (azaz 5:3, vagy 6:2 lehet a konverzió eredménye, ha oktádra fordítjuk az eredményt!)  

9., A támadó és tovább szintetizált szál 3’ vége és az ellentétes szál kétfonalas részének kezdetét jelző 5’ vég ligálódik.

10., Az eredmény: a két kettős spirál  két holliday szerkezeten keresztül össze van kapcsolva.

 Hogyan oldjuk meg a két Holliday szerkezettel összekapcsolt DNS-t, amelynek eredményeként visszakaphatunk két önálló DNS kettős spirált.

A megoldás a két Holliday szerkezet transz hasításával, vagy topoizomeráz reakcióval. történhet.
A topoizomeráz egyszerűen „vissza tekeri” a két Holliday szerkezet közötti áthidaló szálakat.

A 8. pontnál kifejtett gén konverzós lehetőségek megmaradnak továbbra is, de a szárnyak rekombinációja nem történik meg. Azaz a génkonverziót nem követi  szárnyain lévő allélpárok rekombinációja. Visszakapjuk a P1 és P2 kombinációkat a szárnyakra.

 A transz hasításokkal a következő lesz a helyzet (lásd a következő ábrákat…oldal)

(i) Hasítsuk el mindkét Holliday szerkezet korlátjait (lásd szál equivalencia elvet). 

Az eredmény : a szárnyi allélpárok nem rekombinálnak, azaz P1 és P2 kombinációk.

(ii) Hasítsuk el mindkét Holliday szerkezet kereszthídját (lásd szál equivalencia elvet). 

Az eredmény : a szárnyi allélpárok nem rekombinálnak, azaz P1 és P2 kombinációk.

(iii) Hasitsuk el az első  Holliday szerkezetet a korlátoknál, a másodikat pedig a kereszthídnál.

Az eredmény : a szárnyi allélpárok rekombinálnak, azaz R1 és R2 kombinációk.

(iv) Hasítsuk el az első  Holliday szerkezetet a kereszhídnál, a másodikat pedig a korlátoknál.

Az eredmény : a szárnyi allélpárok rekombinálnak, azaz R1 és R2 kombinációk.

 Mivel a négy hasítás esélye egyforma, mindegyiké ¼ , a végeredmény 50% szárnyi rekombináció (R1 +  R2) lesz és 50%  P1 + P2. Az eredmény ugyanaz, kmint amit egyetlen Holliday szerkezet transz hasításakor kaptunk.

 

A kettős Holliday szerkezet is ábrázolható nyitott intermedierként, ahol a transz hasítások szemléletesebben ábrázolhatók (lásd a következő ábrákat  …..oldalak).

 

Néhány gondolat

Melyik modell az igazság: az egyfonalas töréssel induló Holliday szerkezet kialakulása és az azt követő rekombináció, vagy a kétfonalas töréssel induló lehetőség? A válasz: mindkettő előfordul. Eukariotáknál a kétfonalas töréssel indított folyamat dominál, prokariotáknál ez is az is.

Egy hiányzó lácszem: Az egyfonalas töréssel induló folyamatok Holliday szerkezetéről készült EM felvétel és a kereszthid mozgását is lehetett kisérletesen igazolni. A kétfonalas törés után képződő két Holliday szerkezetet nem sikerült még meglátni. 

A két Holliday szerkezet egyirányú mozgása „nehézkes” lehet, ami magyarázhatja, hogy miért redukált a szimmetrikus fázis pl élesztőben (abberráns 4:4 ha oktádban gondolkodunk). 
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48. ábra  A Holliday szerkezet létrejöhet egyfonalas hasítás (nick) után, lsd. Genetika könyv 093 és 094 Hotchkiss modell, Meselson-Radding modell.  Stahl modell: Holliday szerkezet létrejöhet kétfonalas törés és javítás szerint (szinonímák: double stranded break and repair, double stranded break and gene conversion) . Egy Holliday szerkezet transz hasítása és két Holliday szerkezet transz hasítása azonos végeredményhez vezet: 50% eséllyel P1+P2, 50% eséllyel R1+R2.
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49. ábra  Párhuzamosan „álló” transzhasítás párok

(összesen 4 hasítás pár)

„ tető” transz hasítás pár

„kád” transz hasítás pár
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50. ábra Két Holliday szerkezet („nyitott intermedierben” ábrázolva!) megoldása két transz hasítással. Példánkban a Holliday szerkezet cisz heterozigótában (A+B+/A-B-) keletkezett.

Figyeld meg, két párhuzamos transz hasítás után a parentális kombinációkat kapjuk vissza. Összetartó hasításokkal („kád”  vagy „tető” rekombinánsokhoz jutunk. Párhuzamos  hasítási lehetőségek (esélyük 50%) parentális kombinációkat eredményeznek. Összetartó hasítási lehetőségek („kád” és „tető”, esélyük 50%) rekombináns kombinációkhoz vezetnek.
Egy négyfonatos elméleti lehetőség: Wilson szimmetrikus modellje a rekombinációra

(1980 PNAS)

 

A DNS kettőspirál térkitöltésű modellje egy különös lehetőségre hívta fel a figyelmet.

Két homológ B-DNS kettős spirál (pl két homológ kromoszóma) a kis árkok felől egymásba préselhetők. Az eredmény egy tömör nagy sűrűségű, négy fonatos szerkezet, amelynek átmérője 22 Angström, azaz alig szélesebb egy B-DNS kettős spirálnál. Ez a négyfonalas szerkezet energetikailag igen stabil képződmény. A két G:C bázispárt nem 3 + 3 H híd tartja össze, hanem 10,  a két A:T bázispárt pedig nem 2 + 2, hanem 6. (lásd a következő ábrákat, 51. és 52. ábra).

A tömör szerkezetnek ára van. Azokon a helyeken, ahol megbomlik a szerkezet két kétfonalas

DNS kettős spirálra feszített kötések jönnek létre egymással szimmetrikus 2 pozicióban. A feszített kötések endonukleáz hasításra sokkal érzékenyebbek, sokkal hamarabb elhasadnak, mint a B-DNS foszfodiészter kötései. Ha a hasítások bekövetkeznek a négyfonatos szerkezet a modell szerint Holliday szerkezetben oldja fel magát.

A Wilson modell azért figyelemre méltó, mert az előző aszimmetrikus indítású hasitásokkal indító modellekhez képest egy szimmetrikus hasítás párral szimmetrikus szálcseréhez és Holliday szerkezethez vezet.

 

Egy megfontolás: hogyan foroghatnak a DNS bázisai a kettős spirál belsejéből kifelé és vissza? A DNS szál cukor foszfát gerince mint valami csigalépcső emelkedik. Az emelkedés meredekségét akár Pitagorasz tétellel is kiszámolhatod a körülirt henger palástjára vetitve : egy fordulat 34 Angström, a henger kerülete 20 x 3.14 Angström, tg alfa = 34/62.8.

A cukor foszfát gerinc ben a foszfor atomnál szabadon rotál a kötés, tehát a cukor is elfordulhat ha a két oldalán lévő foszfátok fordulnak. Ennek az a következménye, hogy a cukorhoz kapcsolt nukleotid (merőleges sikban áll a spirál tengelyére!) is kifordul a körülírt henger belsejéböl kivülre. A kiforgás-beforgás szükségessége nem csak Wilson elméleti modelljénél látható, hanem igazoltan valós folyamatokban is, pl Z-DNS kialakulása, DNS szekvencia specifikus metilázok, topoizomerázok stb működése során.
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51. ábra Wilson szimmetrikus négyfonatos rekombinációs modellje
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52. ábra A négyfonatos szerkezet elvileg igen stabil, mivel több H-híd tartja össze, mint külön-külön két duplaszálú DNS-t. 2(GC) összesen 10 H-híd és nem 3+3, 2(AT) összesen 6 H-híd és nem 2+2.
A rekombináció enzimatikus hátteréről
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53. ábra A RecA enzim az azonos polaritású szálakat keresztben átcseréli (szálcsere reakció).
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54. ábra Egyfonalas támadás, az azonos polaritású szál „kitúrása”, s ezt nevezik D-hurok képződésnek. A RecA reciprok szimmetrikusan is kicserélheti az azonos polaritású szálakat.
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55. ábra A RecBC nagyobb sebességgel nyitja fel haladása során maga előtt a DNS kettősspirált (300 bp/sec.), mint ahogy maga mögött helyreállítja (200 bp/sec.). Az eltérő sebességek következménye: egyfonalas DNS-szálak tűrődnek ki szimmetrikusan, ez a „nyuszifül”. A „nyuszifül” elhasítva támadó szálat képez (következménye: D-hurok, Holliday-szerkezet).

[image: image46.jpg]L=l =%
TE 2?

Lee RBC
e

£

£

200bpfc  3o® bp/;

PNgusa pit b Lsvekedete

A exohul(eay
D ——TT——

(red qie)

; Y S—
A —>

- —

3’

!
- R+ recA® redt t6.3 7.
Aum

x \—(,(,A" red” 1-2'

Re -
At " rech” red! 9.F

-

e h ed” éo.’(




56. ábra  A lambda exonukleáz a red gén terméke. Funkciójának sérülése a rekombináció károsodásához vezet.

LABORATÓRIUMI GYAKORLAT
A gyakorlatot nem a szakirodalmi modell Neurospora crassa tömlősgombával végezzük, hanem a Sordaria fimicola nevű gombával. Ennek praktikus oka van. A Sordaria fimicola homotallikus, azaz ellentétben a Neurospora crassa-val, mindkét szexus (A és a) egyazon telepen fejlődik.  Ez egyszerűvé teszi a keresztezést, azaz a heterozigóta létrehozását.

Tiszta  származéksorú törzsekből indulunk ki, melyek genetikai markere a spóra színe. 

2918:

fekete, vad típus


2800: 

sárgásbarna (tan), mutáns


2801: 

sárgásbarna (tan), mutáns


2807:

sárga (yellow), mutáns

Az allélok ugyanazon cisztron (melanin bioszintézis) molekuláris változatai, tehát egyfaktoros a rendszer. A 4:4 spóramintázat azt jelenti, hogy a nem testvér kromatidák között nem lépett fel crossing over a gén lókusza  (azaz az allélpár helye) és a  centromeron által bezárt szakaszon. A „rím” mintázatok (lásd 9.  ábra) pedig jelzik, hogy a  gén lókusza és a centromeron között crossing over történt.
A törzsek leoltása Sordaria törzsfenntartó táptalajra történik.
A törzseket egymással szembe, steril fogpiszkáló segítségével oltjuk le az alábbi séma alapján:
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57. ábra A törzsek leoltása
A telepek mintegy 3-4 napi növekedés után összeérnek. Ekkor az érintkezési felületeken megtörténhet a kereszteződés, azaz a heterozigóták kialakulása. További egy hét után az aszkuszokban megfigyelhetővé válnak a különböző színű aszkospórák. A heterozigóták jelenléte ekkor már mikroszkóp alatt megfigyelhető. A spórák sorrendjének mintázatából következtethetünk a rekombinációs eseményekre (lásd az elméleti fejezetben a „rím mintázatokat” 9. ábra).
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58. ábra A Sordaria fimicola életciklusa

0. nap: spórák, 1. és 2. nap: telepek növekedése, 2. nap végén a telepek összeérnek. 3.-4. nap: a telepeken kifejlődnek az aszkuszok , 8.-9.nap: az aszkuszokban kifejlődnek a spórák, 12. nap: az aszkuszokból kiszabadulnak a spórák.
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59. ábra A Sordaria fimicola vad típusú törzse, a petricsésze közepére helyezett spóra a teljes felületet beborító teleppé nőtt.
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 60. ábra A Sordaria fimicola vad típusú és mutáns törzsének keresztezése petricsészén (a leoltott telepek növekedésük során összeértek)
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61. ábra A Sordaria fimicola termőtestje (peritécium) benne az aszkuszokkal és aszospórákkal 
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62. ábra Spóraszín allélekre heterozigóta telep peritéciuma és aszkospórái, figyeld meg, hogy kétféle színű spóra van az érett aszkuszokban. 
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63. ábra Jobb oldali kép: Figyeld meg a „rím mintázatokat”!

Bal oldali kép: legfelső aszkuszok: nem kereszteződött a két törzs, tehát minden spóra azonos (homozigóta tiszta származéksor! Második sor aszkuszai: Heterozigóta MI mintázatú szegregációja, a gén helye és a centomeron között nem történt crossing over (nincs „rím”). Harmadik és negyedik sor: az allélpár helye és a centromeron között crossing over történt, MII típusú szegregáció („rímek”)
Számoljunk rekombinációs gyakoriságot a különböző típusú aszkuszok száma alapján! 

Monohibrid (egygénes) keresztezés: Gén és a centromeron közötti távolság meghatározására alkalmas. Ha nem történt crossing over a gén és a centromeron között, akkor az aszkuszokban csak szülői típusú spórák figyelhetők meg, a kialakuló mintázat: 4:4. Ezt első osztódásos szegregációs mintázatnak, MI mintázatnak nevezzük. Ha crossing over játszódik le a gén és a centromeron között, az alábbi mintázatok alakulhatnak ki: 
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64. ábra MII szegregációs mintázatok
Ebben az esetben második szegregációs mintázatról, MII-ről beszélünk. Az ilyen mintázatot mutató aszkuszokban a spóratetrádok fele lesz rekombináns (jelen esetben az MII utáni szemikonzervatív DNS replikáció és mitózis miatt oktádról beszélünk. Ne feledd: A tetrádot a négy spórapár jelenti!). 

A rekombinációs gyakoriságot monohibrid keresztezés esetén úgy számítjuk ki, hogy a rekombináns spóratetrádokat tartalmazó aszkuszok számát (MII) elosztjuk az aszkuszok számának kétszeresével:
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Miért a kétszeresével? A tetrádban nem egy testvérkromatida állhat heterozigóta párba, hanem kettő. Ha mi csak az MII tetrádokat figyeljük meg, ez azt jelenti, hogy két nem testvér kromatida között crossing over történt, a másik kettő között pedig nem. Tehát valójában csak fele annyi rekombinánssal számolhatunk, mint amennyi a rekombinánsokat felmutató aszkuszok száma. Tehát vagy a számlálóban lévő „rímes” aszkuszok számát osztjuk kettővel, vagy a nevezőben található összes aszkusz számát szorozzuk kettővel. Az utóbbit választottuk az egyszerűbb írásmód miatt.

Példa:
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Dihibrid (kétgénes) keresztezés: Gén és a centromeron valamint a két gén közötti  távolság meghatározására alkalmas kapcsolt gének esetén (ha a gének azonos kromoszómán helyezkednek el). 

A keresztezés eredményeként 3 aszkusztípus jöhet létre: (1) parentális ditípusú (PD) aszkusz, amelyben csak szülői típusú spórák találhatók, (2) a tetra típusú aszkusz, amely mindkét szülői és a reciprok rekombináns spórákat egyaránt tartalmazza és (3) nem parentáis ditípusú aszkuszt, amelyben csak rekombináns spórákat (RI és RII) figyelhetünk meg. 
Kétgénes keresztezés esetén az egyes aszkusz típusok száma alapján a rekombinációs gyakoriság (R) az alábbi képlettel határozható meg:
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Hogy jön ki ez a „félelmet keltő” képlet?

Minden egyszeres crossing over eredménye tetra típusú aszkusz, kétszeres crossing over eredményeként pedig mindhárom aszkusztípus kialakulhat:
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65. ábra Dihibrid keresztezés eredményeként kialakuló aszkusztípusok. Figyelem! A kétszeres crossing overrel leírható négyféle tetrádtípus egyforma valószínűséggel keletkezhet (1/4, 1/4, 1/4, 1/4), amennyiben „a crossing overre lépő kromatidák véletlenszerűen (szabadon) kombinálhatnak” (amennyiben a rekombinálódó gének elég nagy távolságra vannak egymástól teljesül is ez a feltétel) Ne feledd, az ideális crossing over statisztikus, autonóm tulajdonságát.
Látható, hogy a nem parentális ditípusú (NPD) aszkusz csak kétszeres crossing over eredményeként jöhet létre 1/4 valószínűséggel, így az NPD típusú aszkuszok száma alapján a kétszeres crossing overek száma megbecsülhető: 4NPD, így az aktuális crossing overek száma (mivel kétszeres crossing overről beszélünk) 2x4, azaz 8 NPD. Tetra típusú aszkusz (T) egyszeres és kétszeres crossing over eredménye is lehet, ebből a kétszeres crossing overrel létrejöttek száma 2NPD. A fentiek alapján az egyszeres crossing overek száma is megbecsülhető, ha az összes tetra típusú aszkusz számából kivonjuk a kétszeres crossing overrel keletkezett tetra típusú aszkuszok számát. Tehát az egyszeres crossing overek száma T – 2NPD.  Így, ha csak az egyszeres és a kétszeres crossing overeket vesszük figyelembe, az összes crossing over száma (T – 2NPD) + 8NPD, azaz T + 6NPD. A monohibrid keresztezénél leírtak alapján az összes aszkusz száma         2 x (T+NPD+PD). A crossing overek gyakorisága (páratlanok!) (rekombinációs gyakoriság) egyenlő a rekombináns aszuszok számának és az összes aszkusz számának hányadosával, így a rekombinációs gyakoriság (R): 
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Lássunk egy példát!
nic + és + ad  szülők keresztezésekor az alábbi eredményt tapasztaltuk:
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PD: 1 és 5, összesen 898

T: 3, 4, 7, összesen 100

NPD: 2, 6, összesen 2

A képletbe behelyettesítve a fenti értékeket a két gén közötti rekombinációs gyakoriság 5,6 %. Ezt a gyakoriságot behelyettesítve a Haldane-függvény egyenletébe megkapjuk d értékét, azaz a két gén távolságát cM-ban. 
Az egyes gének és a centromeron közötti távolság kiszámításánál csak az egyik génre vonatkozóan kell vizsgálnunk az aszkusztípusokat úgy, mintha monohibrid keresztezéssel lenne dolgunk. Tehát a nic gént tekintve a 4, 5, 6, 7 típusú aszkuszok tartalmaznak rekombinánsokat. Ezek számát elosztva az összes aszkusz számának kétszeresével 0,0505-öt, azaz 5% rekombinációs gyakoriságot kapunk. Ezt a gyakoriságot behelyettesítve a Haldane-függvény egyenletébe megkapjuk d értékét, azaz a centromeron és a gén távolságát cM-ban. Ugyanezt elvégezve az ad génre nézve 0,093-at azaz 9,3% rekombinációs gyakoriságot kapunk. Láthatjuk, hogy a centromeronhoz a nic gén van közelebb: 
[image: image63.png]



Vegyünk észre egy ellentmondást: ha a nic gén és a centromeron közötti rekombinációs gyakoriságot és a két gén közötti rekombinációs gyakoriságot összeadva vizsgáljuk az ad gén – centromeron távolságra 10,6%-ot kapunk a 9,3% helyett. Miből adódik ez az eltérés?
A tetrádokból számolt képlet képlet úgy tekinti a rekombináns aszkuszokat, mintha azok csak egyszeres vagy kétszeres crossing over eredményei lehetnének. A valóságban azonban nemcsak egyszeres, hanem páratlan számú és nemcsak kétszeres, hanem más páros számú crossing over is történhet a nem testvér kromatidák között (Haldane függvény!). Mégpedig annál több, minél messzebb van a két rekombinálódó gén egymástól, annál nagyobb az átagos crossing over gyakoriság, azaz a cM-ban kifejezett távolság. 
Összefoglalva: Tehát az aszkuszok vizsgálata alapján számolt rekombinációs gyakoriságokat a Haldane térképfüggvénybe behelyettesítve megkapjuk a cM-ban kifejezett távolságokat. A fügvény és az egyenes arányosság viszonyából tudjuk, hogy minél kisebb a rekombinációs gyakoriság (R), annál inkább közelít a rekombinációs gyakoriság a cM értékhez (Ne feledd az additív szakaszt!). Lásd alább a 66. ábrát.
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66. ábra Haldane térképfüggvénye. Az ábra alapján az additív szakasz R=0,1, d (átlagos crossing over gyakoriság, azaz térképegység) alig láthatóan több, mint 10 cM.
R=1/2x (1-e-2d), ahol R a rekombinációs gyakoriság, d az átlagos crossing over gyakoriság M (Morgan) egységben (1M=10cM), e a természetes alapú logaritmus alapszáma.
A Haldane-függvénybe behelyettesítve a tetrádok alapján számolt rekombinációs gyakoriságokat: nic gén távolsága a centromerontól 5,3 cM, ad gén távolsága a centromerontól 11 cM, a két gén távolsága pedig 5,9 cM. Ha a nic gén és a centromeron távolságát és a két gén távolságát összeadjuk 5,3+59= 11,2-t kapunk, ami csaknem pontosan tükrözi a cM távolságok additivitását (11cM vs. 11,2 cM).
Mekkora lehet a tetra típusú aszkuszok gyakorisága? 

Számítások alapján a tetra típusú aszkuszok gyakorisága nem lehet nagyobb  2/3-nál (66,6….%-nál). Ilyen esetben a PD és NPD aszkuszok száma megközelítőleg megegyezik.
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67. ábra Emeljünk ki véletlenszerűen egy kromatidát, jelen esetben a plusz allélt hordozót és tegyük a sor végére. Milyen választásunk marad a következő lépésre: 2/3 eséllyel a – allélt emelhetjük ki véletlenszerűen, 1/3 eséllyel a + allélt. A következmény: ha a + allélt vesszük ki másodiknak és az utolsó előtti helyre tesszük, akkor a megmaradó két kromatida - - alléleket hordoz, tehát bármely kiemelési sorrenddel folytatjuk a tetrád sorrend rendzését, nem rekombináns tetrádot kapunk. Ez értelemszerűen az események 1/3-ára érvényesül. A mennyiben másodikként a – allélt hordozó kromatidát tesszük az utolsó előtti helyre, a következő választásoknál ½ az esély, hogy – allélt hordozó vagy + allélt ordozó kromatidát emelünk ki a sorrendet folytatva. Ezek a sorrendek mind rekombináns elrendezést jelentenek. Összefoglalva: a rekombináns tetrádok gyakorisága szabad kombinálódás esetén 2/3 (meiózis II!).
Ha PD=NPD, nem tudjuk egyértelműen eldönteni, hogy a két gén kapcsoltan vagy függetlenül öröklődik. Ha azt tapasztaljuk, hogy sokkal több a PD, mint az NPD tetrád, akkor a két gén kapcsoltan öröklődik. Ha PD és NPD értékei közel állnak egymáshoz az két dolgot jelenthet: vagy függetlenül öröklődik a két allélpár (az allélek más kromoszómán helyezkednek el), vagy de nagyon távol vannak egymástól (a páratlan és a páros crossing overek száma közöttük nagyjából megegyezik.
Ha a gének függetlenül öröklődnek, vagyis más-más kromoszómán helyezkednek el, Mendel III. törvénye szerint kombinálódva szegregálnak. Ilyenkor genetikai térképtávolságokat értelmetlen számolni („végtelen” messze vannak egymástól).
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