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A baktériumok esetében mar meglehetésen vilagos képet alkothatunk
azokrél a folyamatokrél, amelyek a baktériumsejthen a DNS-ben kédolt gene-
tikai informacionak az Gn. messenger, vagy hirvivé RNS-be torténd atir6dasat
szabalyozzak. Az utébbi években sikeriilt tobb szabalyozasi egység (operon)
operator-helyére haté represszor anyagot kémiailag tisztan elGallitani (36,
87). Elég jol ismerjiik az atiras folyamatat végrehajt6 RNS polimeraze enzimet,
a baktérium és fag-DNS meghatarozott nukleotida-szekvenciait felismerni
tudé o-faktort (80), valamin azt az aktivator fehérjét, amely a szabalyozasi
egységek promotor régidjaban pozitiv kontrollalé hatast fejt ki az atirédas
folyamatara, és amely a ciklikus adenozin monofoszfat hatésa alatt all.
A lac operon szabalyozasi folyamatait ma mar in vitro tudjuk vizsgalni (30,
23).

Ezeknek az eredményeknek az alapjan a bakterialis mRNS szintézisé-
nek szabalyozasat mintegy molekularis szinten tudjuk értelmezni. A magasabb-
rendiiekben lezajlé génregulaciés folyamatokkal kapcsolatban azt allapit-
hatjuk meg, hogy tuddsunk még kordantsem all ilyen exakt alapokon; csak azt
allithatjuk bizonyossaggal, hogy a magasabbrendiekben a gének mikodésé-
nek regulaciéja valészintileg mas, mindségileg bonyolultabb folyamatok
utjan valésul meg, mint az alacsonyabbrendtieknél. A sejtmaggal rendelkezd
élélényekben a dezoxiribonukleinsav mennyisége a baktériumokénak mintegy
ezerszerese, azt bonyolult, hisztonokbél, nem-hisztonszerii fehérjékbdl és
RNS-bél allé dsszetett szupra-molekularis struktira veszi koriil, melyet kro-
matin anyagnak neveziink. A riboszémak szintézisére kiilon morfolégiai
képlet, a magvacska differencialédott ki. A sejtmag 8sszetett struktdraiban
lezajlo regulacios folyamatok kutatdsa osszetett feladat, az ezzel foglalkozé
irodalom rendkiviil szertedgazo, és ma még sok vonatkozasban ellentmondasos.
Ennek egyes fejezeteibe ad betekintést az alabbi 6sszefoglalé.

* Jelenlegi cim: MTA Szegedi Biolégiai Kézpont, Biokémiai Intézet.
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Dezoxiribonukleinsav a magasabbrendiiekben

Mig az E. coli baktérium egy sejtben levé DNS hossza kb. 1,1 mm, addig
egy emberi sejtmagban taldlhaté DNS fonalak kiteritve mintegy 1,74 m hosz-
szisagot tennének ki. Ez az élesen szembeotls nagysagrendi kiilénbség azon-
ban nem mutatkozik meg a termelt enzimféleségek szamaban.

Az ellentmondast elméletileg kétféle képpen lehet magyarazni:

a) A magasabbrendliekben sok-sok olyan gén van, amely ugyanazon
enzimfehérje szintézisét iranyitja;

b) A DNS félosleg olyan szekvenciakbél adédik,melyek a fehérjeszintézis
szamara nem tartalmaznak kédokat, tehat mingségileg kiilonbéznek a hagyo-
manyos értelemben vett , struktiar-gének”-tél.

Az elsg feltételezést reprezentalta az dn. ,,master-slaves’ teéria (16),
melyet azonban a késébbi kisérleti adatok nem erdsitettek meg. A kutatasok
mai allasa szerint legvalésziniibb, hogy egy par kivételtdl eltekintve (a ribo-
szomalis RNS és a hisztonok génjei, 52) a hatalmas DNS f6losleg fehérje-
kédokat nem hordozé szekvenciakbél all, és szerepe a magasabbrendiiek
mingségileg bonyolultabb szabalyozasi folyamataiban mutatkozik meg.

A magasabbrendiiek DINS-ének legjellegzetesebb sajatsaga, hogy ab-
ban egyes, atlagban par szaz nukleotidanyi hosszisagi szekvenciak igen
sokszor, egyes esetekben 1 000 000 példanyban is megismétlddnek ugyanazon
sejtmag DNS-én belil (13). A szekvenciaknak ilyen — kezdetben teljesen
hihetetlennek t{ind — mértéki sokszorozottsagara BRITTEN és KOBNE vizs-
galatai soran deriilt fény. Az & kisérleti technikajuk és gondolatmenetiik a ko-
vetkez§ volt: hidroxilapatit oszlopon a kétszali DNS erésebben kotédik és
megfeleld koriilmények kozott az egyszald daraboktdl szétvalaszthaté. Ha
egy adott fajbol kivont DNS kétszali darabjait hdvel denaturaljuk, akkor
a renaturacié szamara kedvezd feltételek mellett a komplementer szekvenciaju
darabok kozotti ,.eredményes” iitkdzések szamatél figgben a szalak djra
osszekapcesolédnak, helyreall a dupla helix allapot a masodrenddi kémiai reak-
ciékra jellemz8 kinetika szerint. A renaturacié folyamata a megfeleld idg-
intervallumokban elvégzett hidroxilapatit kromatografiaval kovethets. A
folyamat mérésére bevezették a C;t egységet, amely a DNS kémiai koncent-
raciéjanak és a renaturaciés idének a szorzata (azonos renaturaciés hatasfok
elérése szempontjabol a renaturaciés id és a koncentracié novelése egymassal
helyettesithetd paraméterek). A bakterialis eredeti DNS preparatumok renatu-
racidja az elméletileg vart kinetikanak megfelel§en ment végbe. A magasabb-
rendi él6lények (els6k kozott az egér és szarvasmarha) DNS-ének vizsgilata
hozta azokat a teljesen varatlan eredményeket, amelyek az ismétl6ds szek-
vencidk felfedezéséhez vezettek. Ha ugyanis igaz lett volna az a feltételezés,
hogy az egérsejtmagnak a baktériumoknal 3 nagysagrenddel nagyobb mennyi-
ségli DNS-e csupa egymastél kiilonboz6 szekvenciabél all, akkor a szokasos
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DNS koncentraciék és inkubaciés idék mellett csak egészen minimalis renatu-
raciét lett volna szabad kapni. A kisérletek ugyanakkor azt mutattdk, hogy
pl. az egér DNS-nek kb. 109;-a még a bakterialis DNS-nél is alacsonyabb Cgt
értékeknél renaturalédik. Szamos, tobbiranyu ellen6rzé kisérlet utan vontak le
BriTTENék a kivetkeztetést, hogy a gyors renaturacié oka az, hogy az illeté
szekvenciak egy-egy sejtmag DNS alloméanyéban igen sok példanyban vannak
jelen, koncentraciéjuk tehat sokkal magasabb a DNS oldataban, mint ahogy
ezt feltételezték. Megfelel6 kisérletek azt is igazoltak, hogy a Cjt 1/2 érték
(az illetd szekvencia egyszali formajanak tél-életideje a renaturéciés rendszer-
ben) aranyos a rendszerben jelenlevd komplementer szekvenciadk szamaval
és az egy sejtmagban levé DNS mennyiségének ismeretében az illet§ szekven-
cia ismétlédésének mértéke meghatarozhaté. Az ismétl6dés mértéke és egyéb
jellegzetességek alapjan a magasabbrendid DNS szekvenciait 3 jol definialhaté
tipusra oszthatjuk (13):

a) Apréd DNS: az ismétl6dés mértéke itt a legnagyobb, sejtmagonként
100 000—1 000 000 példanyban van jelen egy-egy apréd szekvencia. Az apréd
DNS-ek bazisosszetétele a DNS f6tomegéhez képest oly mértékben eltérd, hogy
azok fajlagos siirliségiik alapjan céziumklorid siiriiségi gradiensben a DNS
f6tomegétdl szétvalaszthatok (57). Az apréd DNS jelenléte fGleg az eml8sokre
jellemz6, bar az izeltlabtakban is talalunk apréd frakciékat. Fajonként kii-
16nb6z8 szamiu, rendszerint 3—5 egymastél eltéré fajlagos siirliségli aprod
DNS-t mutathatunk ki. Az apréd frakciéknak altalaban érdekes jellemzdje
azok nagyfoki fajspecificitasa, melyek jelent8ségét még nem értjiik pontosan.
Viszonylag kozelesé fajok (pl. kiilonb6z6 ragesalok) apréd frakeiéi nagyfokban
eltérnek egymastél (84).

Az apréd DNS dupla-spiraljaiban a bazisok eloszlasa annyira egyenet-
len, hogy azok sok esetben alkilikus céziumklorid gradiensben egy purin és
egy pirimidin bazisban gazdag lancra frakcionalhaték szét (31, 19). Az apréd
DNS frakciék lokalizaciéja a kromoszémak mentén nagyfokban fajlagos.
Altalaban a kromoszémak centromer régioi koriil talalhaték, de pl. a human
DNS 1,693 fajlagos siirtiségii frakciéja kizarélag az 1. és 16. kromoszéma-par
centromérje koriil helyezkedik el (49), az 1,703 pedig egyetlen kromoszéma-par,
a 9. centromérjében talalhaté (68). Megint mas apréd DNS frakeiét talalhatunk
az Y kromoszoma karjainak a centromerrel ellentétes végén (86).

Milyen hosszii egy-egy ilyen szekvencia-darab, amely vagy kozvetleniil
sajat végében (,,tandem’’ szeriien) vagy a genom mas helyein ijra meg tjra
megismétlgdik. BrRiTTENEk klasszikus kisérleteiben az egér apréd DNS-ében
300 nukleotida-parnyi hosszisagunak adédott az dGjra ismétl6dg szekvenciak
hossza.

Az izeltlabtak apréd frakciéit ennél sokkal egyszeribbnek talaltak.
Pl. a rak apréd DNS-e gyakorlatilag tiszta poly dAT (70). Drosophilak rokon

fajaiban az ismétl6dé szakaszokat igen révid, hexa,- ill. heptanukleotidoknak
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talaltak, melyeknek ma mar szekvencidja is ismert (81). Ez a felismerés azt
sugallja, hogy a magasabbrendiiek ismétl6d6 szekvenciai nem a klasszikus
értelemben vett ,,génduplikacié’ mechanizmusa alapjan alakultak ki, hanem
valami egyszertibb nukleotid sokszorozédas révén, és az evolicié soran az
egyszeriibb, monoton szekvenciakbdl alakultak ki az 6sszetettebbek.

b) Kozepes gyakorisaggal ismétl6dé szekvenciak. Ezek a magasabb-
rendiek genomjaban néhanyszor 10 000 példanyban fordulnak els. Ezeknek
a kozepes gyakorisaggal ismétl6ds szekvenciaknak az elhelyezkedését a kromo-
szomakon vizsgalni lehet a kévetkezs technikaval (59): a metafazis kromo-
szomakat stirliségi gradiens centrifugilassal frakcionalni lehet. Az izolalt
kromoszoma-frakeciokbél izolaljak a DNS-t, majd hibridizaljak az in vivo szin-
tetizalodott, izotépjelzett dRNS frakciéval. A hibridben maradt dRNS-t djra
izolaljak, majd kereszt-hibridizaciot végeznek a tobbi kromoszéma-frakecio
DNS-ével. Ezekbdl a kisérletekbdl az adédott, hogy ezek a kozepes gyakori-
saggal ismétl6dé szekvencidk a kiilonb6z6 kromoszémakon egyenletesen szét-
szorva talalhatok. Tehat ugyanazon szekvenciaféleség a legkiilonb6z6bb kro-
moszémaknak legkiilonb6z8bb pontjain feltalalhato.

¢) Nem ismétldds szekvenciak. Ezek a szekvencidk egy sejtmag DNS-
ében csak egy, vagy néhany példanyban talalhaték. Ezt a DNS frakeciot
jelenlegi modszereinkkel viszonylag kevéssé tudjuk részletesen jellemezni.

Az ismétlédé szekvenciak osszmennyisége a magasabbrendiiek vonat-
kozasaban fajonként valtozik, igy pl. a szalamandraban az 6ssz-DNS 809,-a,
a szarvasmarhaban 45%,-a, az embernél kb. 1/3-a képvisel ismétl6dé szekven-
ciat. Az apréd DNS frakecié6 mennyisége altalaban az 6ssz DNS-nek 109;-a.
Tgy a human DNS kb. 2/3 részben nem-ismétlgds, 239,-ban kozepes gyakori-
saggal ismétl6dd szekvenciakbdl all, mig kb. 109,-a apréd DNS (14).

Meg kell jegyezziik, hogy ujabb kisérletek (8) BrirTENékkel ellentétben
kimutattik, hogy a kozepes gyakorisaggal ismétl§dé szekvenciak mért meny-
nyisége fiigg a DNS darabolasanak mértékétfl renaturacidés kisérletben.
Nagyobb fokban darabolt DNS-t hasznalva az egér kozepes gyakorisaggal
ismétléds frakeiojat a korabbi 209, helyett 509, -nak talaltak.

Az atorokitd anyagot hordozé struktira a magasabbrendiiekben:
a kromatin

Az eukaryotakban a DNS mindig egy meglehetésen allandé dsszetételd,
bonyolult és ecsak részben ismert szerkezetli struktiraban talalhaté, ezt nevez-
ziik kromatinnak. Ebben a kromatin anyagban a DNS-en kiviil talaljuk a hisz-
tonokat, a nem-hisztonszerdi fehérjéket és valamennyi RNS-t. Ha a DNS
mennyiségét 1-nek vessziik, akkor ezeknek a komponenseknek az aranya hozza-
vetdlegesen: 1 : 1 :0,3—0,7 : 0,003—0,07 (9). Ez a meglehetdsen stabil kom-
plex a sejtmagbdl jol izolalhaté (56) és a génregulacié jelenségeinek kutatasa-
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nal kiterjedten hasznaljak. Hisztokémiai viselkedése alapjan mar régen két
frakeciéjat kiilonbéztették meg, az dn. hetero- és eukromatint. Késdbb ezt a két
frakciét preparativ uton is szét tudtak valasztani egymastél (32) és kideriilt,
hogy azok templataktivitasa eltér egymastél (33). A heterokromatin az RINS
szintézis szempontjabél sokkal kevésbé aktivnak mutatkozott, mint az eu-
kromatin. A génaktivitas szabalyozasanak felderitése szempontjabol ez a
tény kevésbé gyilimolesozdnek mutatkozott, mint ahogy azt korabban varni
lehetett. Ennek okai:

a) A két frakcié kémiai osszetétele a fehérjekomponensek szempontjabol
nem mutat olyan jellegzetes eltérést, amelynek alapjan a heterokromatin
genetikailag inaktiv jellegét magyarazni lehetne.

b) Egy adott szovetféleségen beliil a kétféle kromatinfrakeié egymasba
valo atalakulasa fiziolégias koriilmények kozott nem figyelhetd meg.

¢) A heterokromatinizaciénak a metafazis kromoszémakon valé tanul-
manyozasakor kideriilt, hogy a heterokromatikus szakaszok a kromoszémak-
nak mindig meghatarozott részein — a centromérek koril taldlhaték (20).
Ijjabb vizsgalatok kimutattak (83, 84), hogy a heterokromatinban talalhato
DNS tekintélyes része apréd DNS-b4l all, amely valészintileg egyaltalan nem
tartalmaz fehérje-kodokat.

Ezeknek az adatoknak az ismeretében az latszik valészintinek, hogy
a preparative izolalhaté heterokromatin frakecié a DNS-templat tartésan in-
aktiv formajat képviseli és kevéssé alkalmas az anyagcsere sziikségleteinek
megfelelden a DNS templaton allandéan végbemend repressziés és derepresszios
folyamatok tanulméanyozasara.

Melyek a kromatin f6komponenseinek jellegzetességei és hogyan visel-
kednek a kromatin struktdrajaban ?

A hisztonok szerkezete

A hisztonok olyan, viszonylag kis molekulasilyd (10000—20000 Dalton)
fehérjék, amelyekben a bazikus aminosavak relativ mennyisége magasabb,
mint az atlagos osszetétell fehérjékben. 5 frakciojuk van, amelyek koziil az
F, és F,, hisztonfrakciék bazikus karaktere f8leg a lizin, mig az F,,, F,,, és
az F; frakciok bazikus viselkedése f8leg az arginin foloslegébdl szarmazik
(9,71). A hisztonok jelenléte a magasabbrendiiek sejtmagjaban egyike azok leg-
jellegzetesebb és legaltalanosabb sajatossaganak.

Erdekes sajatsaga a hisztonoknak osszetételiik és szerkezetilk igen
nagyfoki konzervaltsaga. Nemhogy a hisztonfrakciék szama és relativ amino-
savisszetétele, de még aminosavak sorrendje is csak jelentéktelen mértékben
kiilonbo6z6k egymastél, az egyébként igen tavoli fajokban (pl. hiivelyes nové-
nyek és emldsok). FeltehetSen nagy szelekciés nyomas ,,6rkodik”™ a hisztonok
allandésaga folott.
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Az 6t hisztonfrakcié aminosav sorrendje ma mar majdnem teljesen
ismert, és a rontgen-diffrakciés, valamint a méagneses magrezonancia mérések
jovoltabol haromdimenziés térszerkezeti modelljeik is nagyrészt rendelkezésre
allnak. A hisztonok térszerkezeti sajatsagait az F,,, frakcié bemutatasaval
jellemezziik (63).

Az arginin-gazdag I, ; hiszton molekula 102 aminosavbél all éskét régiéra
bonthaté. Az egyik régié a polipeptid-lanc N-terminalis végétdl a 45. sav-
maradékig tart, a masik régié pedig a 46-os aminosavtol a C-terminusig. Ennek
a két régionak az aminosav-dsszetétele és enneck megfelelen fizikokémiai
viselkedése eltér egymast6l. A molekula 27 bazikus aminosavabél 17 az N-
terminalis régiéba esik. A 7 savanyd aminosavbél viszont csak egyet taldlunk
az els6 régiéban. A masodik régiéra jellemz§ a hidroféb oldallanci aminosavak-
nak a felszaporodésa (36-bél 26) és a molekula 6 aromatikus oldallancd amino-
sava mind a 2. régiéban foglal helyet. Ugyancsak figyelembe véve az N-ter-
minalis régié magasabb prolin tartalmat, valészinti, hogy az egyszerii, kon-
formécié nélkiili polipeptid lanc formajaban van jelen. A molekula C-terminalis
fele o-helix struktiraba rendezddik rovidebb megszakitasokkal. A hisztonokra
ez a viselkedés 4ltaldban jellemz6: molekuldiknak vannak erfsen bazikus,
kinytjtott polipeptid-lanc formajaban jelenlevé szakaszai, és kevéshé bazikus,
a-spiralba rendezddott részei. ‘ ]

A masik, funkecionalis szempontbél valésziniileg igen fontos sajatsaga az
emlitett struktiranak az ioner§sség-valtozasokra valé nagyfoki érzékenysége.
Az a-helix struktira csak 0.1 M NaCl koncentrécié folott stabil. Alacsonyabb
ioner8sségeknél a molekulak teljesen kinyujtott allapotba keriilnek (12).

Ezen altalanos jellemz8kon tdlmenden azonban minden hisztonnak
megvan a maga szerkezeti jellegzetessége, amivel a tobbiek nem rendelkeznek,
mutatvan, hogy a kézremiikodésiikkel kialakulé kromatin-fonalak sem lehet-
nek monoton, lokalis jelleg nélkiili struktirak.

A lizin gazdag F, molekulaja kb. kétszer olyan hosszi polipeptid lanchél
épiil fel, mint a tébbiek (216 aminosav). Mindkét vége kinydjtott polipeptid
lanc alakjaban talalhaté és centralis, 47—107 aminosavmaradékok kozotti
szakasza képez a-spiralt (12). Keletkezési és lebomlasi sebessége a tobbi hiszto-
nokénél nagyobb. Aminosav szekvenciaja nincs annyira konzervalt, mint
a tobbi hisztonoké, lancaiban taldlunk kisebb-nagyobb helyi eltéréseket.

Az F, molekulaja kisebb (125 aminosav) és szerkezete valamelyest
hasonlit az F, elrendez§désére. BRADBURY és munkatérsainak (10) magneses
magrezonancia-méréssel végzett vizsgilatai azt mutatjik, hogy az F,
hiszton mind az N-, mind a C-terminalis végén rendelkezik egy-egy kinytjtott
polipeptid-lanc szakasszal, mig a 30 és 102 aminosavak kozott van egy «-
helikalis rész. Ennek a régiéonak az o-helix formalé hajlama nem egyenletesen
erds, legstabilabb a 60—102 kézott helyetfoglalé mag, és a 30—59 szakasz
csak magasabb ionerdsségnél veszi fel az o-helix konformaciét.
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Az F,,, hisztonnak (129 aminosav) igen hidroféb centruma van a 49—55
aminosavmaradékoknak megfelel§ lancszakaszon (85). C-terminalis végéhez
kozel viszont egy savanyt oligopeptid szakasza is van (a 90—93 aminosavak).

Az Fj hiszton (135 aminosav) molekulaja tartalmaz egyediil ciszteint,
ez is csak egyetlen molekulat, de a vele kialakulé S—S hidak fontossagat a
kromatinban mar kimutattdk (82).

Nem-hisztonszerii fehérjék

A fehérjéknek ez a csoportja a kiilonb6z8 kromatin-preparatumokban
kb. felényi mennyiségben fordul elé, mint a hisztonok. Sajatsagaik:

a) Vannak atlagos, egyéb citoplazma-komponensekre emlékeztets kép-
visel8i, mig masok kifejezetten savanyd karaktertiek.

b) A frakecié dsszetétele igen heterogén. Gélelektroforézissel legalabb 20—
30 komponens kiilonboztethetd meg benne.

¢) A nem-hisztonszerii fehérjék szdvetspecificitast mutatnak. A frakeié
osszetétele ugyanazon faj kiilonb6z6 széveteiben is eltérd (64).

d) A nem-hisztonszerii fehérjéknek vannak olyan képviseldi, melyek csak
faj-azonos DNS-hez kot8dnek meg (53).

A nem-hisztonszerii proteinek egyes képviseldi in vivo foszforilalédnak.
A foszfat-csoportok a fehérjék szerin és kisebb részben treonin aminosav-
oldallancaira szubsztituilédnak.

A kromatin RNS komponense

A legkiilonb6z6bb él6lényekbdl és szovetekbdl szarmazé kromatin pre-
paratumok tartalmaznak egy kisebb mennyiségli RNS-t (9). Ennek egy része
s6s kozegben ledisszocial, mas része fehérje-komplexben marad. A hatasat
DNS-RNS bazisparosodas ttjan kifejt6 valamely RNS mint regulator anyag
gondolatat tobben felvetették (33, 6, 15), amely azonban nem bizonyult ter-
mékeny munkahipotézisnek (45, 3, 76). A génregulacié folyamatait tanulma-
nyozé kutatéesoportok tobbsége ma azzal a munkahipotézissel dolgozik, hogy
a DNS felszinén folyé RNS szintézis szabalyozasa valamilyen médon fehérje-
mediatorokon keresztiil valésul meg.

A Ekromatin-anyag szerkezete

A kisérleti médszerek szabta jelenlegi lehet§ségeink a DNS és a hisztonok
kozotti kapcesolat felderitéséhez nyijtanak leginkabb alapot, mig a kromatin
egyéb komponenseinek strukturalis elrendezGdése a kromatinon beliil kevéshé
ismert.
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Nukleohiszton szerkezete

A DNS-nek a hisztonokkal alkotott komplexéhek szerkezetére vonatko-
zéan RicHARDS és PArDON (603) dolgozott ki modellt. Ok szintén az Bosi
hisztonnal dolgoztak. RicHARDs és PARDON modellje szerint a F, ; hiszton
molekuldi a DNS dupla-spiralnak 3 csavarulataval (21000 Dalton) alkotnak
komplexet, a DNS szélesebb hornyaba fekiidvén. A hisztonmolekulanak az N-
terminalis, bazikusabb karakter{i lanca kot6dik erdsebben a DNS fonalakhoz,
ezen a szakaszon tekinthetd a foszfat csoportok kézombositése teljesnek. A C-
terminalis, «-helixbe rendez6dott szakasz csak lazabb 6sszekottetésben lenne
a DNS-sel, és végeredményben az F, ; hiszton egy molekulajaval letakart DNS
szakaszon a foszfat-csoportoknak még mindig csak 609;-a lenne kézvetleniil
bazikus aminosavmaradékkal lekézombositve. Az o-helixbe rendezddott
szakaszrol feltételezik, hogy ez létesitene kapcsolatot mas hiszton-molekulak-
kal és a kromatin egyéb szerkezeti elemeivel.

Magneses magrezonancia méréses adatai alapjan BRADBURY a kovetkezs-
képpen képzeli el a DNS és a hisztonok altal képezett struktdrat a kroma-
tinban: négy hiszton frakecié (az F,,;, F,.,, Fy, és F3) a DNS dupla helixet egy
magasabbrendd helix-szé kapcsolja 6ssze, melynek vastagsaga kb. 100 A, menet-
emelkedése pedig 120 A. A struktira képes dgy is atrendezddni, hogy a helix
menetemelkedése 50 A-re csokken. A magasabbrendii helix csavarulatait hisz-
tonhidak kotnék ossze. Azok a hisztonok (pl. F,,), amelyeknek mindkét vége
bazikus egyenes lancd, onmaguk is képesek a DNS dupla helix két tavolabb-
esd pontjat osszekapesolni. Azok a hisztonok (pl. F,,,), melyeknek csak egy
bazikus-egyenes lancvégiik van, tgy tudnak részt venni a folyamatban, hogy
két DNS-hez mar lekotddott molekula a-helix régiéi kapcesolodnak Gssze egy-
massal. Ezen magasabbrendd nukleohiszton helixek a nativ kromatinban
kimutathatdék, ill. abbél izolalhatdk, de mesterségesen is elgallithaték, ha DNS-t
és hisztonokat megfelel§ koriilmények kozott engediink egymassal kapesolédni.
A fonalak vastagsaga megfelel a nativ kromatin ,,A’” tipusd fonalainak (27).

Biolégiai szempontbél valészintileg alapvetd fontossagu, hogy a fent
vazolt struktira igen mozgékony, valtozékony. A DNS-re jellemzdek a valtozé
dipol tengelyek, melyek az ionos DNS-hiszton kotést természetszeriileg be-
folyasoljak. Masrészt a hisztonok konformaciéja igen érzékeny az ionerdsség-
valtozasokra. DNS-hiszton és hiszton-hiszton kotések felbomlasa a magasabb-
rendd helix struktdra valtozasit, ,,letekeredését’” eredményezhetik.

Erdekes, és a tobbiektdl teljesen eltér§ az I, hiszton viselkedése a kro-
matin struktirajaban. FRISMAN és munkatarsai (34) azt talaltak, hogy a kroma-
NaCl koncentraciéval levalaszthaté a kromatinrél. Ugyanakkor a kromatin
szerkezete dont8en megvaltozik és a kromatinban a DNS tobbszorése felspirali-
zalédott allapota csokken. Az F, hiszton altal megvalésulé regulaciés mechaniz-
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mus tovabbi lincszeme az a BARTLEY és CHALKLEY altal leirt nuklearis pro-
teaze (4), mely irant az F, hiszton a legérzékenyebb. Az enzim szubsztrat-
specificitisdnak érdekessége, hogy a kromatinhoz kotstt F, hisztonnal szem-
ben aktivabb, mig az izolalt F,-et nem emészti. A tobbi hisztonféleséggel
szemben viszont pont forditva viselkedik; ezek a nukleohisztonban rezisztensek
vele szemben és izolalt allapotban érzékenyek ra.

Az F, kot6désére a kromatinon beliil az adatok és vélemények eltérnek
egymastél. Az adottnak vehetd, hogy az F, hiszton a mar mas hisztonfrakciok

1. dbra. Nativ kromatinszilak elektronmikroszkopos képe emberi sejtbél DUPRAW utan (27)

koézremiikodésével kialakult kromatid fonalakat (lasd fent) kapcsolja ossze
még komplexebb struktidrakka (11). Ezek morfolégiai equivalense lehet a
nativ kromatin fonalak ,,gombos” (szamos, szabalytalan periédusokban jelent-
kezd megvastagodas) tagoltsaga (27, 61) és a vastagabb (200—300 A) ,,.B”
tipusti kromatin fonalak (1. abra). Ez azonban egyesek szerint az F-nek a
DNS bizonyos pontjaival valé kézvetlen kapesolédasan keresztiil valésul meg
(22), masok szerint viszont az F, polipeptid lancai nem is érintkeznek a DNS-sel,
csak a tébbi hisztonmolekulakkal (12).

Nem-hiszton fehérjék a kromatinban

A nem-hiszton fehérjék konkrét kapcsolodasi médjarsl a kromatinban
igen keveset tudunk. A kromatinrél valé ledisszocialhatésag szempontjabol
két csoportjukat lehet elkiiloniteni: A nagyobb frakciét azok a komponensek
alkotjak, amelyek viszonylag enyhe behatasokra (0,6—1 M natriumkloridos
extrakecié, vagy a kromatin Waring blendorban valé homogenizalasa) elvalnak
a kromatin egyéb alkatrészeitdl. Ezek valésziniileg nem kotddnek kozvetleniil
a DNS-hez. Egy kisebb frakcié viszont ergsen kétédik (55, 77), mely magasabb,
2 M sékoncentraciéval, vagy 2 M natriumklorid és 5 M karbamid jelenlétében
sem valik le a DNS-rél.
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Az eukaryotdk kromoszémai és a sejtciklus

Az ezen fejezetbe tartozé problémak részletes taglalasa tulterjedne
a tanulméany alapcélkitiizésének keretein, a kromoszémak struktirdjanak
csak egy aspektusa keriil kifejtésre, nevezetesen a kromoszémak lokalizaciéja-
nak determinalt volta a nyugvd sejtmagban és a sejt osztédasa folyamén.

Interfazis kromoszomdk viszonya a maghdrtydhoz

Az els§ fejezetben mar targyalasra keriilt az eukaryotdk egy-egy sejt-
magjaban talalhaté DNS hatalmas témege. Ez a nagymennyiségii DNS egy
igen kis térfogatba gy van ,,bepakolva”, hogy az a DNS felszinén lejatsz6dé
szintetikus és szabalyozasi folyamatokat mindenkor lehetévé teszi. Ez elsd
megkozelitéshen problematikusnak ttinhet. Az egyes génck vonatkozasiban
megvalésulé regulaciés folyamatokon tilmengen olyan komplexebb események
is szigortian rendezett médon jatszédnak le, mint a DNS megduplazédasa,
a kromoszémak kialakuldsa oszlasrél oszlisra, valamint az atorokité anyag
rekombinaciéja nemzedékrdl nemzedékre.

Azok az adatok, amik a DNS-nek a sejtmagon beliili elrendezddésére
vonatkozéan rendelkezésre allnak, némileg kozelebb visznek a fenti problé-
mak megértéséhez.

A 230 A vastag ,,B” tipusti kromatin fonalban a DNS felcsavarodasi
aranya 56 : 1, azaz a kromatin fonal ilyen mértékben révidebb a benne talal-
haté6 Watson—Crick helixnél. A metafazis kromoszémakban a megrovidiilés
aranya még tovabb né 140 : 1 értékig (28).

A kromatinszalak alapvetd sajatsaga az interfazisban, hogy azok a mag-
hartya belsé oldalahoz tébb helyen letapadnak. A letapadasi pontok a mag-
hartya nyilasai koriil vannak, ahova a kromatid-szalak jellegzetes csillag-
alakban futnak 6ssze (2 abra, 18). A letapadési pontok kézott a kromatinsza-
lak hurkok formajaban nyudlnak be a karioplazmaba. Ennek megfeleléen az
interfazis kromoszémakat a 3. abran lathaté (18) alakban kell elképzeljiik
a sejtmag belsejében. ComINGs és OxApA a kromatinszalak csillagalakd
talalkozasi pontjait a matefazis-kromoszémakban is leirtik, eszerint a kromo-
szémak ezen strukturélis elrendezldése folyamatosan menne at a sziilg-sej-
tekbdl az apréd-sejtekbe.

A metafazis-kromoszémdk térbeli elhelyezkedésének szabdlyszeriiségei

A DNS lokalizaciéja az egyes kromoszémakban maig sem megoldott.
Azt, hogy a metafazis-kromoszémak valamely, az interfazisban sokkal hosszabb
nukleoproteid fonal tovabbi felesavarodasa és ezaltal sokszoros megrovidiilése
dtjan keletkeznek, a szerz6k nem vitatjak. Ezen beliil azonban tobb, egymas-
nak eléggé ellentmondé kromoszéma-modell hipotézist ismeriink, melyeknek
egymassal szembeni kizasarasat a jelenlegi adatok még nem teszik lehetsvé.
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2. dbra. Kromatinszilak csillag alakban tértént8 sszefutdsa a maghdartya pérusa alatt (utébbi
eltiavolitva). Fiirj hereszovet, CoMINGs és OKADA utdn (18)

3. dbra. Interfazis kromoszéma viszonya a maghéartydhoz vézlatosan (18)

DuPraw feltételezi (26), hogy egy-egy anafazis kromoszémaban egyetlen
DNS molekula fut végig, ennek felcsavarodasabol ered az egységkromatid
szal, ill. a magasabbrendi csavarulatok, melyekbdl végiil a fénymikroszképos
nagysagrendi kromoszémak 6sszetevédnek. DuPRAW a kromoszémak kozotti
DNS tartalmi 6sszekotd fonalak jelenléte alapjan még azt is feltételezi, hogy
egy-egy teljes haploid kromoszéma-szortimentum egyetlen DNS molekulabdl
all, mely a baktériumok analégiajara zart gyfrit alkothat. Ez az elképzclés
féleg az S fazisban mérhetd nagyszdmu replikaciés pont jelentkezésével litszik
nehezen osszeegyeztethetének (sejtmagonként néhany 1000).
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HILGARTNER (46) szerint a kromatid-szalak tobb, fonalas (nem gyftris)
DNS molekulabél allnak, melyeket fehérje ,linkerek” kapcsolnanak vég-a-
véghez egymashoz.

STUBBLEFIELD és munkatarsai (73) ezzel szemben tugy talaltak, hogy
az anafazis kromoszémak tengelyében két-két szalagszerd tengelyelem fut
végig. Ezek DNS-t nem is tartalmaznak, a kromatid-szalak hurkok alakjaban
erednek, ill. tapadnak ezen szalagok felszinén.

Ezen a téren tehat tovabbi kiterjedt kutatasok kell, hogy eldontsék,
hogy a megfigyelések kiilonbségei mennyiben vezetheték vissza médszertani,
esetleg faji eltérésekre.

Hoskins és DuPraw (47, 29) vizsgalatai egyértelmiien mutatjak, hogy
a mitézis folyaman kialaké metafazis kromoszémak egymashoz viszonyitott
térbeli helyzete determinalt. A kromoszémak korantsem szabadon helyezked-
nek el a citoplazmaban a maghartya feldarabolédasa utan, hanem finom
— DNS tartalma — szalakkal 6ssze vannak egymassal kotve (4. abra). Hos-
kinsnak (47) sikeriilt mikromanipuléciés technikaval é16 metafazis sejtekbdl
a kromoszémakat gyongyfiizésszeriien osszekapcsolt lancként izolalni. A mo-
naster stadium kialakulasa utan is kimutathaté, hogy a kromoszémak meg-
hatarozott sorrendben foglalnak helyet a metafazis-lemezben.

A maghartyak tjra kialakulasa folyaméan ugyanakkor a kromatinfonalak
letapadasa az j sejtmag hartyajahoz nem masodlagos, hanem pont forditva,
a kromoszémak determinéljdk az \ij maghartya kialakulasat (41). Az anafézis
kromoszémak felszinéhez tapadva a sima endoplazmatikus retikulumnak
megfelel§ kis holyagok taldlhaték. A korai telofazisban ezek 6sszefolynak, és
ekkor a kromoszémakat kiilon-kiilon maghartya boriték veszi koriil, amelyen
mar a maghartya-pérusok is lathaték. A kromoszémaknak ezek a boritékai
nytlvanyokat bocsatanak egymas felé és kés6bb folynak o6ssze egységes
maghartyava.

Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy a sejtmagban mind az egyes
kromoszémak helye, mind egymashoz viszonyitott térbeli viszonya meghata-
rozott. Ez a determinaltsig a sejtek osztédéasa folyaman is fennmarad és az
utédsejteknek nyilvanvaléan tovabbadédik. A rendezettség vilagosabba teszi
azokat a bonyolult funkcionalis és morfolégiai jelenségeket, melyek az eu-
karyotdk sejtmagjaban megfigyelhetdk. A kromatinszidlak membranhoz ko-
tott volta magyarazza példaul a homolég kromoszomak talalkozasat a meiozis

folyaman (5).

A kromatinstruktira valtozasai
mint a génaktivitas szabalyozasanak alapelemei

A gén ,,aktiv’’ allapotan molekuléris szinten azt értjiik, hogy egy adott
cisztron az RNS polimeraze szaméara, mint templat hozzaférhets. A legkiilon-
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4. dbra. Metafazis kromoszémik kozotti szdlas Osszekottetések. Humén anyag, DUPRAW
utan (28)

b6z6bb fajokbdl izolalt kromatin preparatumok templat-aktivitasa a tisz-
titott homolég DNS aktivitasinak csak 10—159%-a (9). Honnan szarmazik
a templat-aktivitas ezen nagyfoku gatlasa a kromatinban?

Hisztonok szerepe a génmiikodés szabalyozasaban

Ha a hisztonokat tisztitott DNS-t és RNS polimerazét tartalmazé rend-
szerhez adjak, akkor azok az RNS szintézist nagymértékben gatoljak (71).
A DNS-bél és hisztonokbdl mesterségesen reasszocialt DNH templat-aktivitasa
még alacsonyabb, mint a kromatiné (60, 37). Ezekben a mesterséges DNH-kban
a hisztonok mennyisége nem magasabb, mint a kromatinban és azok tovabbi
adagolasaval a gatlas mar nem fokozhat6. Ennek alapjan a magasabbrendiiek
génregulacios sémajat ugy kell elképzeljiik, hogy abban a cisztronok alap-
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allapota a hisztonok altal inaktivalt forma, és a szabalyozott RNS szintézis
a hiszton-gatlas kiilonb6z6 derepressziéin keresztiil valésul meg. A hisztonok
viszonylataban ismeriink harom olyan folyamatot, amelyek azok RNS szin-
tézist gatlé hatasat csokkentik, ill. felfiiggesztik. Ezek a hisztonok foszfori-
lal6dasa, acetilalédasa és metilalédasa.

Foszforilacio

A foszforilacié a hisztonok enzimatikus hatésra bekévetkez§ modifi-
kacigjat jelenti. Hisztonfrakciéként specifikus kinazék ATP felhasznalasaval
észterifikalni tudjak a hisztonok polipeptid lancaiban taldlhaté egyes szerin
vagy treonin csoportokat. A foszforilacié helye specifikus (48). Az F, hiszton
a foszforilacié szempontjabdl is kiemelt jelent8ségii, és masképpen viselkedik,
mint a tébbi hisztonok. Cross és Orp (21) limfocita kultdrak fitohemagglu-
tinin és dibutiril ciklikus AMP transzformaciéja folyaméan kimutattak, hogy az
F, hiszton foszforilaciéja a transzformalé agensek beaddsa utan hamarabb
kévetkezik be és hamarabb be is fejez§dik, mint a tébbi hisztonoké. A maj-
regeneraci6 korai fazisaban (43) a hisztonok kifejezett foszforilacigja figyelhetd
meg, érdekes moédon egy hiszton-féleség, az Fj kivételével. Ez utébbi fosz-
forilaciéjanak intenzitdsa a mitét utani 36 6ran keresztiil teljesen valtozat-
lannak adédott. A foszforilacié fokozédasa kb. 4 6raval megeldzi a DNS repli-
kacié megindulasat.

A foszforilalt hisztonoknak a DNS-hez valé kot8dési készsége csokken
(74). Igy a foszforilacié6 mind a mar kiemelve emlitett F,, mind a tobbi hisz-
tonoknak az RNS szintézist gatlé hatasat csékkentheti, médosithatja. A hisz-
tonok foszforilaciéjanak mint a génmiikodést befolydsolé folyamatnak kii-
16n6s jelent&séget ad az a tény, hogy a hisztonok foszforilaciéjat katalizalo
kinazékrél is kimutattak, hogy azok ciklikus AMP dependensek (65). A hisz-
tonok foszforilaciéja tehat az egyik tdmadaspontja a ciklikus AMP-nek a ma-
gasabbrendiiek génregulaciés folyamatainak viszonylataban.

A foszforilacié eredményeként a hisztonok polipeptid lancaiba erdsen
polaros, negativ toltésti csoportok keriilnek. Ezek a hiszton molekuldknak
a DNS iranti affinitasat csokkentik.

Acetildacio

Az acetildcié folyamata tébb tekintetben analég a foszforilacigéval.
Itt is a mar megszintetizalédott hiszton molekuldk polipeptid lancaiba uté-
lag szubsztitualodnak kisebb gyokok, amelyek a molekula egészének fiziko-
kémiai viselkedését megvaltoztatjak. A folyamat itt is specifikus enzimek
hatasara megy végbe. Bar az acetil csoport énmaga sokkal kevésbé polaros,
mint a foszfatcsoport, a hiszton molekula viselkedésének megvaltoztatasaban
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itt az latszik donté tényezdnek, hogy az acetil csoport a polipeptid lanc lizin
oldallancaira szubsztitualédik, amelyek a lancnak egyébként a bazikus karak-
tert kolesénzik. Az is valészintleg jelent8séggel bir,hogy pl. az F,a hiszton
esetén a szubsztiticié a molekulanak a mar el6bb emlitett N-terminalis, ki-
nyujtott, bazikus felében kovetkezik be (2, 24). Borji csecsemdmirigy kro-
matinban az F,,, hiszton polipeptid lancanak 16. helyén lev{§ lizin, mig borsé-
ban a 16. lizinen kiviil a 8. lizin is acetilalédik. A masik hisztonfrakcié, amely-
nek in vivo kiterjedt acetilacidja figyelhet§ meg, a méasik arginin gazdag
hiszton-féleség, az F;. A hisztonok acetilaciéja reverzibilis folyamat, a dez-
acetilacié ugyancsak enzimek hatasara kévetkezik be. Az acetilacié jelentd-
ségét is meggy6z6 kisérletek bizonyitjak a génreguldciés folyamatokban.
Az acetilalt hisztonok, ill. poli<L-lizin jelenlétében az illet§ DNS komplex hé-
denaturaciéja alacsonyabb h@mérsékleten kovetkezik be (25).

Kimutattak (2), hogy in vitro rendszerben az arginin-gazdag hisztonok
az RNS szintézist nagymértékben gatoljak és a gatlas mértéke forditottan
volt ardnyos a hiszton acetilaciéjanak mértékével. A génregulécié tanulma-
nyozasara szolgdlé ismert rendszerekben (fitchemagglutinin transzformécio,
regeneral6dé majszovet) az arginin-gazdag hisztonféleségek acetildciéja min-
dig megel6zi az RNS szintézis fokozédasat (2). Azt is kimutattak, hogy az
indukeciés dgens (fitohemagglutinin) eltavolitdsa a rendszerb8l a hisztonok
gyors dezacetilacigjat vonta maga utan.

Metildcio

Ismeretes két olyan enzim, amelyek a hisztonokba az apolaris metil-
csoportot képesek szubsztitualni (62). A metilaze I enzim a metil csoportot
az arginin bazikus guanidino csoportjaira, mig a metildze II karboxil csopor-
tokra képes csatolni. A metilaciénak szintén jelent8sége lehet a hisztonok
reakcios készségének megvialtoztatasaban, amelynek részletei azonban még
kevéssé ismertek.

A fenti adatok alapjan valészinti, hogy a hisztonok a DNS felszinén
foly6 RNS szintézis regulaciéjanak kulcsfontossagi lancszemei. A hisztonok
altal megvalésulé regulaci6 mechanizmusaval kapcsolatban vissza kell
pillantsunk a  kromatin-struktdraban  betoltott  szerepiikre. Az F,
hisztonnal a tobbiekétsl eltéré jellegzetes viselkedése (a molekulak révidebb
élettartama, proteaze érzékenysége, konnyebb disszocialhatésaga, foszfori-
laciéjanak sajatossagai) valészinisiti, hogy az F, altal az ,,A” tipusd kromatin-
fonalakbél kialakitott kondenzalt struktirak felbomlasa el6feltétele az illetd
DNS teriiletek aktivalédasanak. A tobbi hisztonok DNS-sellétrejott kotéseinek
meglazuliasa (modifikédcié, vagy nem-hiszton fehérjék hatasanak eredménye-
ként) teszi aztan lehetdvé az RNS polimeraze felkot§dését, ill. tovahaladasat.
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Hogy miképpen kovetkezik be a kromatinban egy-egy struktirgén
specifikus aktivalédasa, arra vonatkozéan a hisztonok viselkedése alapjan
nem kapunk kielégité valaszt. Az els6 probléma a hiszton-féleségek kis szama,
valamint az a tény, hogy ezek a hiszton-féleségek nem mutatnak fajspecifi-
citast. A magasabbrendiiek vonatkozasaban az egymastél legtavolabb esé
fajok (pl. emlGsok és magasabbrendli novények) hiszton-frakeiéit azonosnak,
vagy kozel azonosnak talaljuk (9). Nemcsak azok molsilya és aminosav
osszetétele, hanem még aminosav szekvencidjuk is nagymértékben egyezik.
Nem tudunk érdemleges kiilonbséget kimutatni ugyanazon faj kilonbo6z6
szovetei kozott, valamint a genetikailag aktiv és inaktiv kromatin szakaszok
hisztondsszetételében sem. Nem sikeriilt kimutatni, hogy a hisztonok DNS-hez
valé kotddésiikben affinitdst mutatnanak valamilyen szekvencia-féleséghez.
Hatéasuk esetleg olyan alapon képzelhetd el, hogy a hisztonok a nukleinsav-
bazisok példajara valamilyen kédszétar betiit alkotnak. A hisztonok valészinii-
leg a regulaciénak egy elsddleges, alapszintjét képviselik. A hisztonok valtoza-
saival potencialisan aktivalédé DNS szakaszok valdsziniileg ,,nyersanyagot”
képviselnek a finomabb génregulaciés mechanizmusok szamara.

Nem-hisztonszerii fehérjék szerepe a génmiikodés szabdlyozdsiban

A nem-hisztonszerii fehérjék frakciéjanak a lokusz-specifikus génregu-
laci6 megvalésulasaban valésziniileg sokkal fontosabb szerepe van, mint
a hisztonoknak. Erre vonatkozoélag szamos adattal, ill. bizonyitékkal rendel-
keziink.

a) A nem-hisztonszeri fehérjének van olyan frakciéja, amely képes
a kromatin templat-aktivitasat fokozni, mig ugyanazon kromatin tisztitott
DNS-ére nincs hatassal. Ki lehet mutatni, hogy ezen nem-hisztonszeri fe-
hérje frakcié hatdsira olyan RNS frakcid szintézise indul meg, amely in
vitro fehérjeszintetizalé rendszerben polipeptid szintézis kédjaként szolgal-
hat (51).

b) A nem-hisztonszerd fehérjék megszabjak valamely szovetféleség altal
termelt RNS populacié mingségét. A nem-hisztonszerdi fehérjéknek az RINS
szintézis specificitasara gyakorolt hatasat elsGsorban GiLMOUR és PAavUL, vala-
mint SPELSBERG és HnNivicA (38, 72) munkaibél ismerjiik. Kisérleteik modszere
a kovetkez§: kromatin preparatumokat allitanak el6 ugyanazon faj kiilonb6z8
szovetféleségeibdl. Utana ezeket a kromatin preparatumokat disszocialjak,
és izolaljak bel6lik a nem-hisztonszerd fehérjék frakcigjat. Utana az egyik
szovetféleségbll szarmaz6 nem-hisztonszert fehérje frakeiét hozzaadjak a ma-
sik szovethdl szarmazé frakcichoz, és ez utébbi rendszert megfelel§ koriilmények
kozott reasszocidlva olyan hibrid kromatin-preparatumot éallitanak eld,
melynek DNS-e és hisztonjai az egyik, mig a nem-hisztonszerd fehérjéi a
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masik szovetbdl szarmaznak. Utana in vitro RNS-t szintetizalnak mind az
eredeti (kontroll), mind a hibrid kromatin preparatumok felszinén. DNS-RNS
hibridizaciés-kompeticiés kisérletben 6sszehasonlitjak a keletkezett RNS-ek
mingségét. Jollehet, magasabbrendiiekben a DNS-RNS hibridizaciés technika
gyakorlatilag csak az illet6 RNS preparatumban jelenlevé ismétl6dé szekven-
ciak mingségére vonatkozéan ad felvilagositast, a génregulécié fentebb ismer-
tetett mechanizmusa alapjan az RNS preparatumrél kapott ilyen irdnyud
informacié is nagyon értékes. A kisérletekbdl a kivetkez§ eredmények adéd-
tak:

1. Ha a nem-hisztonszerii fehérjék frakciéjat ugyanazon sziévet nukleo-
hisztonjaval reasszocialjak, akkor a kromatin anyag nativ struktdraja valé-
szintileg helyreall, legalabbis a rajta, mint templaton szintetizalt RNS &ssze-
tétele azonos lesz a nativ kromatin-preparatumon szintetizalt RNS-sel.

2. A kiilonb6z8 kromatin-preparatumok felszinén szintetizalt RNS frak-
ci6 sszetétele szovetrdl szovetre eltérd, tehat azizolalt kromatin anyag felszinén
szintetizalédott RNS szdvet-specifitast mutat.

3. A rekonstitualt kromatin preparatumokon szintetizalt RNS &ssze-
tétele mindig arra a szévetre volt jellemz8, amelyikbdl a kromatin preparatum
nem-hisztonszer fehérjéi szarmaztak.

A nem-hiszton fehérjék csaladjaba tartozé savanyd foszfoproteidek
fontos szerepére a génregulaciéban szintén tobb adat utal:

a) A limfocita tenyészetek fitohemagglutinin indukciéja alkalméval
ezen proteinek foszforilaciéja is megel8zi id6ben az RNS szintézis fokozdda-
sat (2).

b) Ezek a foszfoproteidek is képesek kotGdni fajazonos DNS-iikhoz,
mig heterogén DNS-hez nem (78).

c) A savanyu foszfoproteidek hisztonokkal komplexet képeznek, és
a hisztonok a foszfoproteidek jelenlétében csokkent gatlo hatast fejtenek
ki in vitro RNS szintetizdlé rendszerben a szabad hisztonokkal 6sszeha-
sonlitva.

Ezeknek az adatoknak az alapjan valdszintisithetd a nem-hisztonszeri
fehérjéknek a kromatinon folyé RNS szintézis 16kusz-specifitasanak meghata-
rozasaban jatszott kulcsfontossagi szerepe. A problémat az jelenti, hogy
semmiféle molekularis modellel nem rendelkeziink a nem-hisztonszerd fehér-
jék elhelyezkedésére vonatkozéan. Nem tudjuk, hogy a nem-hisztonszeri
fehérjék molekulai hogyan kapesolédnak a kromatinban a DNS-hez, hisato-
nokhoz és esetleg a tobbi nem-hisztonszerli fehérjéhez. Ennek megfelelGen
azt sem tudjuk pontosan, hogy miképpen tudjak a kromatinban az RNS
szintézist indukalni. Csak valésziniisiteni lehet, hogy a DNS-hez erésen kot6ds
nem-hiszton fehérjék hatasukat kozvetleniil a DNS felszinén fejtik ki, mig
a kromatinhoz lazabban kotott fehérjék kompetetive gatoljak a DNS-nek
a hisztonokkal val6 dsszekapesolédasat (2).
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Citoplazmatikus faktorok szerepe a génregulacéban

A DNS felszinén folyé génregulaciés folyamatok végsd megértésénél
dontd jelent§ségli a sejtmagon kiviili tényezbk szerepének a figyelembevétele.
Az ugyanis elméleti megfontolasok alapjan is vilagos, hogy a gének aktivalé-
dasat létrehozé behatdsok az esetek dont§ tobbségében nem a sejtmagon
beliilrgl, hanem a citoplazmabél, ill. ennek kézvetitésével a kiilvilaghol szar-
maznak. Jellegzetes példaként szolgalhatnak itt az &sztrogén hormonok,
amelyek, mint a sejtbe kiviilrél bekeriilt indukalé agensek egy, a citoplazmaban
talalhaté specifikus receptor fehérjéhez kotGdnek, majd ez az Gsztrogén-
fehérje komplex jut be a setjmagba és fejti ki hatasat a kromatinra (39).
Helytelen ezért iigy prébalkozni a magasabbrendiiek génreguléciés folyamatai-
nak megértésével, hogy csak azokat a komponenseket vessziik figyelembe,
amelyeket mint a sejtmag, ill. a kromatin alland6 szerkezeti alkatrészeit
ismeriink.

A citoplazma alapvetd jelent8ségére utalnak a génregulaciéhan GURDON
kisérletei (42). 0 magétiiltetést hajtott végre az egyedfejlédés kiilonbozd
stadiumait képvisel§ kétéltiiekbdl szarmazé sejtek kozott. Technikajat olyan
mértékben fejlesztette, amellyel lehetGvé valt teljesen kifejlédott egyed bél-
hamsejtjébsl szdrmazé magnak egy pete citoplazmajaba torténd atiiltetése
utan a hibrid sejtbél a normalis, ivarérett ij egyed felnevezése. A citoplazma-
nak a génregulacioban betsltott szerepével kapesolathban a kovetkezd eredmé-
nyei alapvet()’ék:

a) A magatiiltetések eredményeként kapott hibrid sejtek differencials-
dasi torténéseit mindig a citoplazma determinalja. Ha a hibridsejt magja a fej-
186dés késgbbi stadiumabél szarmazik mint a citoplazma, akkor a mag dediffe-
rencialédasa figyelhetd meg a citoplazmaénak megfelel§ stadiumba. A dediffe-
rencialodas befejez8dése utan az egyedfejlédés tovabbi menete zavartalan,
végbemegy az egyed teljes kifejlddése. Ha az egyedfejlédés egy késbbi
szakaszabol izolalt egy sejtet és ennek citoplazmajaba egy korabbi stadium-
b6l szarmazé magot iiltetett, akkor a mag sohasem volt képes a citoplazmat
,,megfiatalitani”’, hanem a mag ,,6regedése” volt megfigyelhetd a citoplaz-
manak megfelel§ stadiumba. Ilyen hibrid-sejtekbél kifejlett egyedek sohasem
alakultak ki. Az egyedfejlédés szempontjabol alapvets idGbeli torténéseket
tehat sohasem a mag, hanem a citoplazma determinalja. A kifejlédé egyed
sajatsagait természetesen a mag hatarozza meg. Ha a sejtmag egy mutans
fenotipusd egyedbdl szarmazott, akkor a hibrid-sejtbdl kifejlgdstt dj egyed is
mutans fenotipusd lett.

b) Izotépjelzett sejtek citoplazmajat, ill. magjat egyesitve megallapit-
haté volt, hogy a citoplazmabél mindig nagy tomegben végbemegy a fehérjék-
nek sejtmagha torténé bevandorlasa. A bejuté fehérjeféleségek szama olyan
nagy, hogy ez a jelenség részletesebb analizisét nehezen megkéozelithet§vé teszi.
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Ugy tiinik, hogy a protoplazma fehérjék nagyobb része képes a sejtmaghba
bejutni, inkabb az tekinthet§ kiilonlegességnek, ha valamely fehérje nem tud
bemenni a sejtmagba. A sejtmag fehérjéi ugyanakkor nem aramlanak ki a
citoplazmaba, a folyamat egyoldalu.

Ezek az eredmények vildgosan mutatjak, hogy a magasabbrend{iekben
a gének induktorai citoplazmatikus eredetiiek, a kérdés csupan az, hogy ezek
az agensek kozvetleniil rendelkeznek-e szekvenciafelismerd képességgel, vagy
valamely magfehérje medialja az indukcids szignalt a DNS receptor szek-
venciaihoz.

Az RNS szintézise és lebomldsa a sejtmagban

Az eukaryotakban az RNS szintézis altalanos jellegzetességeit illetGen
is talalunk vonésokat, melyek mingségi kiilonbséget jelentenek az alacsonyabb-
rendiiekkel szemben. AzrRNS szintézise és a riboszomak morfogenézise kiilon
sejtalkatrészben, a magvacskaban megy végbe, elvalasztva az egyéb kromo-
szomateriileteken folyé RNS szintézist§l. Ez utébbi folyamat terméke a
dRNS (DNA-like) vagy HnRNS (heterogen nuclear). Mindkét folyamat jel-
lemz8 vondsa, hogy az atirédas elsédleges termékei olyan érias RINS mole-
kulak, melyeknek a végleges termék, az TRNS és mRNS ecsak egy része. A
primer RNS nagyobb hanyada lebomlik a sejtmagon beliil. Az RNS termelés
tehat allandé folosleggel folyik, a termék egy része sem a riboszémak, sem
a fehérjék képzéséhez nem hasznalédik fel (44).

RNS polimerdze

Az eucellularis RNS polimerdze enzim elGallitasa meglehetsen nehéz,
ezért ennek finomabb szerkezetérél és a regulaciéban betsltott szerepérdl ma
még keveset tudunk. Annyi kétségtelen, hogy az eucellulakban tébbféle poli-
meraze enzim van jelen, melyek koziil az egyik a magvacskaban a riboszémalis
RNS génjeinek leolvasasat végzi, mig a masik polimeraze az interfazis-kromo-
szomak felszinén mikodik (17). Van az eml8s polimerazénak olyan formaja is,
ami a citoplazmabdl izolalhaté (7) és amint a bakterialis transzkripcié ismere-
tében varhaté volt, az eml8s polimerazéknak is talaltak olyan makromolekula-
ris jarulékos faktorat, amely az atirédéast végz8 enzim miikédését médositja
(50). Médszertani szemponthél is sziikséges hangsilyozni az emlds sejtek és a
baktériumok RNS polimerazéja kozti kiilonbséget. A Kozrov altal elvégzett
direkt osszehasonlitas emlés DNS templaton harom fontos tényezdre is
ravilagit (54):

1. Mig a coli polimeraze csak GTP-vel kezd8dé lancokat tud inicidlni,
addig a borji csecsem@mirigy ,,B”” tipusi polimerazéja azonos gyakorisaggal
inicial GTP-vel és ATP-vel kezddd8 lancokat.
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2. A repetitiv szekvenciakon azonos sebességgel szintetizal a két enzim,
a lassabban renaturalédé szekvencidkat azonban a coli enzim egyaltalan nem
irja at, az eml8s enzim viszont atirja.

3. Ha az emlds templatot a coli enzimmel elGzetesen telitjiik, az az emlgs
enzim felk6t8dését és szintetikus aktivitasat nem csokkenti.

Ismeretes, hogy a miltban az eukaryotakbél szarmazé kiilonb6z6 temp-
latok aktivitasat gyakran mérték coli és mas bakterilis polimerazék felhasz-
nalasaval. A fentiek ismeretében, nevezetesen, hogy a két enzim mas-mas
szekvencidkat mas-mas iniciaciés pontbél kiindulva olvas le, fenntartassal
kell fogadjunk sok koribban kapott eredményt, ill. azok interpretacigjat.

dRNS és hirvive RNS (35)

Az interfazis-kromoszémak felszinén folyé6 RNS szintézis eredménye
egy igen hosszi, 2—10 millié Dalton molsilyid, 45—60 S szedimentaciés kon-
stansi RNS lanc. GEORGIEV és munkatarsainak munkaibél ismert, hogy
a megszintetizalodott RNS-nek az 5'végén az eucellulakban is kimutathaté
az RNS szintézis inicialis pontjat jelz§ trifosztfat csoport (66), melynek alap-
jan meghatarozhatdé, hogy egy adott dRNS molekula 5'vége azonos-e a transz-
kripcios folyamat kezd§ pontjaval, vagy az utélag valamely hidrolitikus
folyamat eredményeként alakult ki (5. abra).

Az informaécié atir6dasanak primer termékét jelent6 dRNS a sejtmagon
belil nagymértékd atalakulason megy keresztiil, amely kiilonleges, tin. infor-
mofer testecskék felszinén zajlik le (67). Ezek a testecskék viszonylag kis
molsilyd (40000 Dalton) alegységekbél felépiils, tekintélyes méretd (180—
200 A) szferoid képletek. Ezek hozzikotddnek a keletkezd RNS lanchoz ennek
teljes megszintetizalédasa el§tt. Egy RNS lanchoz nagyszami informofer
testecske kotGdhetik a dRNS lancanak hosszatél figgéen. A folyamat végén
egy poliszoma-szeri képlet alakul ki a sejtmagon beliil. Az informofer testecskék
felszinén a dRNS molekulak 5’vég feldli nagy része degradalédik és csak kisebb
hanyada (1/5—1/10-¢) jelenik meg a protoplazmaban, mint polipeptid szin-
tézist irdnyitani képes hirviv6 RNS. A citoplazmaba kikeriild vezérls RNS
molekula az eredeti dRNS molekuldnak a 3’fel§li végén talalhaté. Az mRNS
a citoplazmaba valé kijutas kézben az informofer testecskék felszinérsl valé-
sziniileg ledisszocial és a citoplazmaban a poliszémakhoz, vagy mas, az infor-
mofert6]l kiilonb6z8 fehérjéhez kapcesolédik. A szabadda valé informofer tes-
tecskék valészintileg djabb és djabb dRNS molekulak megkétésében, ill.
feldolgozasaban vesznek részt.

A dRNS szerkezeti sajatossagairél mar elég részletes ismeretekkel ren-
delkeziink. A molekula 5’vége olyan DNS szakaszokrél irédik at, amelyek
a genom kozepes gyakorisaggal ismétl6ds szekvenciait képviselik. Egy mole-
kulén beliil az 5’véghez kozelebb es§ szakaszon talaljuk a viszonylag nagyobb

MTA Biol, Osst. Kisl. 16. (1973)



GENREGULACIO A MAGASABBRENDU ELOLENYEKBEN 309

Emlds transzkripcid

keletkezd d RNS l&n RNS polimeraze

@ informofer
testecske

mRNS

d RNS -informoferkomplex

oli A poli A

4 i o
oAl hidrolizalt  szakasz szakasz
mRNS-informofer komplex

O%d iy Lo R
leboml6 informofer komplex

mRNS O

maghartya

citoplazmatikus RNP

5. dbra. A genetikai atir6das és a hirvivé RNS magon beliili érési folyamatanak vazlata

gyakorisaggal ismétl§dd szekvencidkat, mig a 3’vég felé haladva mind kevesebb-
kevesebb példinyban el6fordulé szekvenciakat talalunk. A 3’végen egy poli-
adenilat szakasszal kezdddik a hirvivg RNS.

DARNELL és munkacsoportja irtdk le (1), hogy a dRNS megszintetizalé-
dasa utdn néhany perccel a molekula 3’végéhez egy meglehet8sen hosszu,
150—200 nukleotidanyi poliadenilat szekvencia épiil hozza. Ennek a poliadeni-
lat régiénak a hirvivé RNS sejtmagon beliili biogenizésében szintén jelents
szerepe van. Ha a poli-A szakasz szintézisét cordicepinnel (3’-dezoxiadenozin)
meggatoljak, akkor nagymértékben csokken a citoplazmaba kiaramlé mikods-
képes hirvivd RNS molekulaknak a szdma. Ez nyilvan ésszefiiggésben van azon
észlelettel, hogy a cordicepin jelenlétében részlegesen karosodott, a normalis-
nal révidebb poli-A szakasszal rendelkez6 mRNS molekulak ribonukleaze
érzékenysége fokozott.

Atirédasi egységek az eukaryota DNS-ben

A fenti atir6dasi mechanizmus ismeretében GEORGIEV az mRNS szinté-
zisének szabalyozasat a kovetkezb6képpen magyardzza: a magasabbrendi
DNS-eknek azon szakaszai, amelyekrsl a dRNS molekulak atirédnak, szaba-
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lyozasi egységet képviselnek. Ezekhez az atirédasi egységekhez az RNS poli-
merdze a dRNS molekula 5’végének megfeleld pontokon tud hozzakst§dni.
A polimeraze felkotGdési helye és a vezérld RNS kezdete kozott helyetfoglalo
kézepes gyakorisaggal ismétl6ds szekvenciak kiilonb6z8 regulalé agensek
hatasa alatt allnak. Ezek az agensek az illeté szabalyozasi egység mentén
a polimeraze tovahaladasat gatolhatjak, vagy serkenthetik. A polimeraze csak
akkor tudja leolvasni az mRINS-nek megfelel§ szekvenciat, ha ezen az mRNS-
t8l egyébként tobbszorosen hosszabb szakaszon mar végighaladt. Ez az elmé-
let 6sszhangban van tobb fontos kisérleti megfigyeléssel:

a) Mig az apréd DNS in vivo valésziniileg sohasem keriil RNS-be tor-
téné atirédasra (31), addig a kiozepes gyakorisaggal ismétl6dd szekvenciak
(és a nem-ismétl§dé szekvenciaknak legalabb egy része) rendelkeznek templat
funkciéval az RNS szintézisben.

b) Miutan egy-egy adott, kizepes gyakorisaggal ismétl6ds szekvencia
nagy szamban fordul el ugyanezen sejtmag DNS allomanyaban, ez lehetgséget
ad arra, hogy ugyanazon regulalé dgens a genom sok kiilonb6z8 pontjan egy-
idejiileg kifejthesse hatasat. A kozepes gyakorisaggal ismétl6ds szekvenciak
mint fent lattuk, a kromoszomak mentén szétszérva talalhaték, tehat kiilonbo-
z8 lokuszok szabalyozasi egységeiben vannak jelen, igy lehetévé valik azok
egyidejii szabalyozasa.

¢) Az elmélet jol magyarazza, hogy a sejtmagban allandéan gyors iitem-
ben és folosleghben szintetizdlédik az RNS. Ennek nagy része gyorsan le is
bomlik, és soha nem keriil ki a citoplazmaba (44).

d) A dRNS frakcié szovetspecificitast mutat. DNS-RNS molekularis
hibridizaciés kisérletben ki lehet mutatni, hogy egy adott szovet dRNS féle-
ségeinek egy része mas szovetek dRINS frakeciéjabol hizanyzik (69).

Az ismétl6ds szekvenciak jelenléte alapjan
a magasabbrendiiek génregulaciés rendszerére kialakitott elméleti ellképzelések

A magasabbrendli él6lényekben lejatsz6dé génregulaciés folyamatok
mechanizmusara vonatkozéan BRITTEN és Davipson (15) dolgozott ki egy
olyan sémat (6. abra), amely a génaktivitast befolyédsolé sejtmagon kiviili
hatasokkal is szamol. Elképzelésiik szerint a citoplazma, ill. ennek kozvetité-
sével a kiilvilaghol jové és a gén-aktivitast befolyasolni képes agensek az tn.
szenzor génekhez kapesolédnak. A kiils6 dgensnek a szenzor génhez valé leko-
t8dése aktivalja az tdn. integrator génecket, amelyek az illet§ szenzor génre
specifikus produktumok termel§dését iranyitanak. BriTTEN és DAvIDsON
is alapvet8 jelent§séget tulajdonit az ismétldd§ szekvencidk jelenlétének
a magasabbrendtiekben. Ok azt feltételezik, hogy kozvetleniil az integrator
génen termel6dott RNS lenne az, amely komplementaris parjat, vagyis az
integrator gén egy adott szakaszaval azonos bazis-szekvenciat a kromoszémak
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egy mas helyén felismerni és ezen keresztiil szabalyozni képes. Ez az ,,akti-
vator RNS” DNS-RNS hibridet alkotna a receptor gének kozott helyet
foglalé megfeleld szekvenciaval és igy tovabbitana a genetikai ingert. A kro-
matin preparatumok alacsony DNS-RNS hibrid tartalma (76) valgszinditlenné
teszi, hogy az integrator és receptor gének kozott az RNS létesitene kapcesola-
tot, de ez BriTTEN és DAVIDSON sémajanak érvényességét onmagaban még
nem rontja. Elképzelhet8 ugyanis, hogy az integrator gének regulator sajat-
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6. dbra. Génregulaciés sémak BRITTEN és DAviDsoN (15) utdn
S: szenzor gének, I: integrator gének, R: receptor gének, P: producer (struktiir) gének

saggal biré — feltehet§en nem-hisztonszerli — fehérjék termelését iranyitjak,
amelyek aztan az altaldnos séméban feltiintetett médon vehetnek részt az
atirédas folyamatanak szabalyozasaban. Mint ahogy az az abrabél is lathats,
az integrator gén iranyitasa alatt termel6dd aktivator adgensek a genomban
szamos kiilonb6z8 helyen el6fordulé receptor géneket képesek felismerni.
A receptor gének végében talaljuk az Gn. producer géneket. Ezek tartalmazzak
tulajdonképpen a polipeptid kédokat. Az alapelv, amely szerint — a sejtmag
szempontjabél — a kiilvilaghél érkezd szignéalok bizonyos aktivator hatasi
termékek termelését inditjak el, amelyek azutan tobbszorss, térbelileg egymas-
hoz nem kapcsolt géneken véltanak ki indukeiét, részleteiben tobbféle séma
szerint valésulhat meg. A 6. abran lathaté felsd séma azt az esetet mutatja
amikor egy szenzor génhez egy integrator gén kapcsolédik, amely egyféle
aktivator dgens szintézisét iranyitja. Ebben az esetben a hatékony reguldciét
az biztosithatja, ha a producer génekhez a receptor géneknek hosszabb vonal-
menti sora kapesolédik. Egy masik lehet§ség, amely az abra alsé részében van
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feltiintetve, abban all, hogy egy szenzor génhez az integrator gének egész sora
kapesolédik, igy egy szenzor gén tobbféle aktivator agens termel8dését in-
ditana meg. Ilyen elrendezés mellett elképzelhets, hogy a producer gének
miikddése egyetlen receptor génen keresztiil is regulalhaté. BRITTEN és Da-
viDsoN feltételezik azonban az el§z8 két eshet§séget magaban foglalé kom-
binalt regulaciés mechanizmus létezését is, amelyben az integrator gének és a
receptor gének egyarant sokszorozottak.

Ha 6sszevetjilk a GEORGIEV elképzeléseit a BRITTEN és DAviDson
altal kidolgozott modellel, akkor lathatjuk, hogy azok egy alapvet8 vonasban
megegyeznek. Nevezetesen, hogy a magasabbrendiiekben a szabalyozasi
egységeket a DNS-nek olyan szakaszai képviselik, amelyekben egy hosszabb,
ismétl6ds szekvencidkat tartalmazé DNS ldnc végén talaljuk a viszonylag
rovidebb, polipeptid kédokat tartalmazé struktirgént. Az RNS polimeraze
az informacié Aatirasat a szabalyozasi egységnek az mRNS génjével ellenté-
tes végén kezdi. Az atirédas szabalyozasa azaltal valésul meg, hogy a poli-
meraze felkotGdési helye és a struktirgének kozott elhelyezkedd ismétlgds
szekvencidk képezik a kiilonb6z8 regulalé agensek tamadaspontjat. BRITTEN
és DAvIDsON sémaja ezenkiviil feltételezi a fenti szabalyozasi egységektdl
térbelileg kiilonallé szenzor, ill. integrator géneknek a létezését.

A magasabbrendiickben a gének regulaciéjanak egy masfelé lehet8ségére
hivja fel a figyelmet ToMKINS és csoportjanak munkassiga (79). Eszlelésiik
szerint eml8s sejtkultdrdkban az aminotranszferdze enzim kortizol adagola-
saval indukalhat6. Az induktor és az enzimaktivitas emelkedése kozotti perio-
dusban adagolt aktinomicin-D fokozza az indukcié mértékét és az enzimszint
csokkenése elhiz6dé. Korabban SussmaN és SussMANN (75) nyalkagombakon
tett hasonlé megfigyeléseiket tigy magyaraztak, hogy az aktinomicin-D
valamely, az indukalt enzim lebontasidhoz sziikséges protedze képzidését
akadalyozna meg. Tomkinsék kisérleteikben kimutattak, hogy a jelenség nem
a megtermelt enzimmolekuldk hosszabb ¢élettartamanak, hanem fokozott
termelésének az eredménye. Az aktinomicin tehat valamely, az atirédas és a
fehérjeszintézis kozott végbemens folyamatot befolyasol. Feltételezik egy
olyan allandéan termel8d§, labilis represszor jelenlétét, amely az mRNS-t
k6zombositi. Az aktualis enzimszint az mRNS és a represszor egyensilyatél
figg. A jelenség tehat egy olyan szabalyoz6é mechanizmus 1étét valészinsiti,
amely nem a szokasos helyeken (az atirédas folyamata, a fehérjeszintézis,
vagy az enzim-molekuldk miikédése) hat, hanem az mRNS fent mar leirt
komplex érési folyamata sordn érvényesiil.

Altaldnos kévetkeztetések

A magasabbrendii él8lények sejtjeiben a prokaryotakhoz képest a DNS-t
hatalmas foloslegben talaljuk. A kiilonbség azonban a DNS-t illet§en nemecsak
mennyiségi. A magasabbrendiick DNS-ében bizonyos, par szaz nukleotida

MTA Biol. Oszt. Kéal. 16. (1973)



GENREGULACIO A MAGASABBRENDU ELOLENYEKBEN 313

hosszisagu szekvenciak t6bb 10000, s8t néha egy millié példanyban is eld-
fordulnak. Ezeknek az ismétl6ds szekvencidknak legnagyobb része nem tar-
talmaz fehérje kédokat és jelent§ségiik valészintileg az eukaryotak ésszetett
génregulacios folyamataiban keresendd.

A fajonként, sét kromoszémanként specifikus, RNS-be egyaltaldn at
nem ir6d6 apréd DNS szekvenciak valdszintileg a kromoszémak szerkezetének
kialakulasaban jatszanak szerepet.

A kozepes gyakorisdggal ismétl6d§ szekvenciak, melyek a kromoszémak
mentén szétszérva talalhaték és kiterjedten atirédnak RNS-be, idealis kompo-
nensei lehetnek valamely transzkripciét szabalyozé rendszernek.

Az eukaryotdk DNS-e mindig egy bonyolult, eléggé allandé kémiai
osszetételd, fonalas, negyedleges struktiraba, a kromatinba dgyazva talalhaté.
A kromatinfonalak elrendez8dése az egész sejtciklus folyaman nagyfokban
determinalt. Az interfazisban a maghartyahoz valé letapadas biztositja lokali-
zaci6jukat. Az osztédas kezdetekor fajonként szigordan allandé szerkezeti
képletekbe, a metafdazis kromoszémakba rendezddnek, melyek megint csak
szabott lokalizaciés elv szerint keriilnek at az utédsejtek magjaba. Ez az allan-
déan érvényesiil§ térbeli meghatarozottsag teszi érthet6vé a sejtmag magasabb
genetikai egységeinek vonatkozasaban jelentkezd folyamatok szabalyozasat
(mint amilyen a replikdcié, a genetikai anyag ekvélis elosztasa az utédsejtek
kozott, valamint a magasabbrendfiek rekombinaciéja a meiozisbhan).

Az egyes gének, vagy kisebb géncsoportok aktivitisanak szabalyozasa
a kromatin negyedleges struktirajanak komponensein keresztiil valésul meg.
A kromatinnak gyakorlatilag minden alkatrészér8l kisérletesen bizonyitva
van, hogy azok az RNS szintézist valamilyen formaban hefolyasolni képesek.
A hisztonok az RNS szintézis erfs represszorai. A hisztonok jelenléte alapjan
feltételezhetd, hogy az atirédasi egységek regulator l6kuszainak alapallapota
a gatlas, és a regulator l6kuszokat specifikus médon szabalyozé agenseknek
a gatlas feloldasa a funkeciéja. Kisérletileg bizonyitott, hogy a gatlas meg-
sziinhet a hisztonok kémiai modifikaciéja (foszforilacié, acetilacié, metilacid)
révén, vagy tgy, hogy a hisztonokhoz olyan komponens kapcsolédik, amely
azok gatlé hatésat kézombasiti.

A nem-hiszton fehérjék egyes képviseldi, elsGsorban kiilonb6z8 foszfor-
proteidek, mint lattuk, rendelkeznek ezzel a képességgel. A hisztongatlas
valészintileg két 1épcsdben valésul meg. Az aktivalandé l6kuszt tartalmazé
kromatin-szakasz felszinér8l eldszor az F, hisztonnak kell valamilyen mecha-
nizmus szerint (foszforilacié, proteolizis) ledisszocialnia, majd a derepresszalé
hatas a tobbi hisztonok kapcsolatat médositja a DNS-sel. A hisztonok teljes
ledisszocialédasa a DNS felszinér6l az RNS szintézis bekévetkeztéhez nem
elengedhetetlen.

A kromatinban az RNS szintézis 16kusz-specifikus szabalyozasaban valé-
sziniileg a nem-hisztonszerii fehérjéknek van alapvetd jelent§sége. Egyrészt
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ismeretes, hogy a nem-hisztonszerd fehérjék a nukleohisztonokat derepresszalni
képesek, masrészt bizonyitott, hogy a nem-hisztonszerii fehérjék megszabhjak
valamely szovetre jellemz6 RNS populécié szintézisét a kromatin templaton.
A nem-hisztonszerd fehérjék hatasanak vizsgalata az RNS szintézis szabalyo-
zasaban a génregulacié kutatasa egyik perspektivikus teriiletének latszik.

Az RNS szintézis l6kusz-specifikus indukciéja osszefiiggéseiben csak
akkor értheté meg, ha figyelembe vessziik, hogy az indukeiés hatasok a sejt
élete folyaman mindig a kiilvilagbél, ill. a citoplazmabél indulnak ki, és fejtik
ki hatasukat a DNS templat felszinén. A sejtanyagforgalomnak egyik sajat-
saga a citoplazmafehérjék élland6, nagymértékd bedramldsa a sejtmagha.
A jové feladata annak felderitése, hogy az ezek altal képviselt indukeciés
szignalok pontosan milyen molekuldris mechanizmus szerint vezetnek a sejt-
anyagcsere szimara aktudlisan sziikséges struktdirgének hirvivd RNS-be torté-
né atirédasahoz.

Feltételezik az dn. szenzor gének létezését, amelyek a sejtmagon kiviil-
rél jové indukcids szignalok kontrollja alatt allnak. Indukciéjuk esetén az din.
integratorgének aktivalédnak, ezeknek produktumai szabalyoznak a hirvivé
RNS-t tartalmazé atirédasi egységekben talalhaté regulator lékuszokat.
Hogy miképpen valésul meg egy-egy, a sejtanyagesere szempontjabél éppen
szitkséges struktirgén indukciéja, erre vonatkozéan csak hipotézisekkel
rendelkeziink. Valészintinek latszik, hogy a génaktivitast regulalé agensek
a DNS-ek azokon az ismétl6d8 szekvenciain fejtik ki hatasukat, amelyeket
a polimeraze felk6t8dési helye és a strukturgének kozott talalunk. Az RNS
polimeraze a struktirgéneket akkor tudja leolvasni, ha ezek a regulator 16-
kuszok (akceptor gének) derepresszalt allapotba keriilnek. Az akceptor gének-
nek ezt a hirvivé RNS génjénél egyébként lényegesen hosszabb szakaszat
a derepresszié bekovetkezte utdn a polimeraze szintén leolvassa, de az innen
szintetizalodott RNS szekvencidk a sejtmagon beliil lebomlanak és sohasem
jutnak ki a citoplazmaba. Ezzel magyarazhaté az a jelenség, hogy az eukaryota
sejtmagban allandéan, folés mennyiséghen szintetizalédik RINS.

A szabalyozassal foglalkozé eddigi elméletek hidnyossaga, hogy egy-egy
szabalyozasi jelenség, vagy szerkezeti sajatossidg alapjan a gén szintjén tor-
ténd szabalyozasnak valamilyen altalanos sémajat igyekeznek kidolgozni.
Ezzel szemben a kiilonb6z6 vizsgalati rendszerek analizise alapjan az eukaryo-
takban a génreguldcié tobb, egymastol kiilonb6zd tipusat ismerhetjik fel.
Vannak pl. tartésan haté mechanizmusok, amelyek egyes szévetek génaktivi-
tasi mozaikjat alakitjak ki. Vannak gyorsabban lejatsz6dé folyamatok,
amilyenek az eukaryotdk enzimindukciéja. Ezek segitségével a mindenkori
aktualis sziikségletekhez alkalmazkodik a sejt, nagyrészt reverzibilis médon.
Vannak viszont esetek, mikor a sejt valamely kiilsd behatasra génaktivitasi
tipusanak nagyaranyu és tartés atalakulasaval valaszol. Ilyen reagalasi ti-
pusnak tekinthetjiikk a nyugvé méhszovet atalakuldsat osztrogén hormon
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adagolasa utan, vagy a fehérjesejtek fitohemagglutinin transzformacigjat.

Nyilvanvalo, hogy a felsorolt tipusokban a gének aktivitasat szabalyozé

folyamatok nem lehetnek egyformak. A szovetek specifikus anyagcsere-

tipusanak kialakuldsakor egyes lokuszok a sejt egész élettartamara zarédnak

le az RNS szintézis szamara. Az enzimindukciéval kapcsolatos tapasztalatok

alapjan viszont az is elképzelhet§, hogy egy érett szovetre jellemzé osszes

mRNS termelddik, amire az egyaltalan képes, és a regulacié a kitermelt mRINS-

ck kozott valogat és azok a sziitkségletnek megfelelGen keriilnek ki a citoplaz-

maba és kotGdnek a poliszémakhoz.

Ezeknek a részleteknek a tisztazasa még a jovo feladata.
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