17. Génműködés szabályozása I.: operon elmélet (lac operon, trp operon), λ fág szabályozása, DNS és fehérje szekvencia specifikus kapcsolódása (DNS felismerő peptid motívumok, DNS-hurok), DNS hurok. Riporter gének.

Operon elmélet, az operonról álltalánosságban :  

- Operon : egy transzkripciós egység egy regulátor szabályozása alatt(regulon: több operon közös regulátor szabályozása alatt)

- Mivel prokariótákban a transzkripcó és a transzláció szinte azonnal követi egymást, a génműködés szabályozásában a transzkripciós kontroll az álltalános.Ennek egyik alaptípusa a Jacob és Monod álltal leírt operon.

-  Az operon áll : 

          -promóter : ide kötődik az RNS polimeráz, innen kezdődik az átírás 
          -oprátor : ide kötődik a regulátor(vagy a regulátor  és egy ahhoz kötődő effektor)
          - regulátor :  - folyamatosan átíródik mRNS-re.Ennek terméke pozitív szabályozás estén   egy aktivátor, negatív szabályozásnál egy represszor protein.Mindkét esetben a regulátor a    struktúr gének előtti operátor régióban lévő specifikus DNS régióba kötődik.Negatív esetben    gátolja a struktúr gének átírását, pozitív esetben serkenti.Mellékesen a regulátornak is van  saját promótere.Az hogy ez az ábrákon nincs feltüntetve, az egyszerűsítés!!!

                               - a regulátor protein szabályozó funkcióját egy specifikus effektor                                                                                       molekula(operononként más)  közreműködésével látja el.Ez kötődve a regulátor proteinhez, annak szerkezetét megváltoztatja.Represszor esetén indukálható rendszerben ez a DNS-hez való kötődést szűnteti meg, míg represszálhatóknál a kötődést teszi lehetővé.           

          - struktúr gének : ezek expresszálódnak
- A sejtben lejátszódó katabolikus(lebontó) anyagcsere folyamatok általában indukálhatók(hisz pl egy ritkábban előforduló tápanyag, pl. a laktóz lebontására csak speciális esetekben van szükség).Az anabolikus(felépítő) folyamatok viszont gyakran represszálható rendszerek.(mert olyan anyagok szintéziséről van szó, pl.:aminósavak, melyekre folyamatosan szükség van, és csak ha túl sok van belőlük, akkor kapcsoljon ki a rendszer). 
Részletes működés a Lac operon kapcsán:
- Ez az első operon, melynek szerkezete, és működése ismerté vált(Jacob, Monod, E.colit vizsgáltak).
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i :regulátor, p :promóter, o :operátor, z,y,a : struktúrgének

z : β-galaktozidáz   : A laktózt galaktózra és glükózra hasítja.

y : permeáz.            : ez nem enzim, hanem egy a membránba beépülő laktóz transzportot                                                                                                            elősegítő fehérje.
a : transzacetiláz     : ennek a funkciója nem ismert
Működés : -Az i gén terméke mindenképpen átíródik.Ez lesz a represszor fehérje.Ez egy dimer.

                  -Ha nincs laktóz, a represszor kötődik az operátor régióhoz(a dimer a DNS két szomszédos nagyárkába hatol) és evvel gátolja az RNS polimerázt a struktúrgének átírásában. 
                 -Ha van laktóz(vagy mesterséges szubsztrát : IPTG) akkor a represszor ehhez fog kötődni, nem a DNS-hez, mivel ez iránt nagyobb az affinitása, és így lehetőség nyílik a struktúrgének átírására.

                 -De emellett egy másik hatás is érvényesül. Ami abból fakad, hogy a glükóz hasznosítása energetikailag kedvezőbb, mint a laktózé. Ezért ha mindkettő jelen van a környezetben, akkor ne legyen laktóz bontás. Ez a katabolit represszió ,amit a glükóz koncentráció szabályoz. Ha kevés a glükóz a sejtben, akkor emelkedik a cAMP szint(ez egy álltalános éhezési szignál, eukariótákban is megfigyelhető, bár persze nem pont így…). Ha emelkedik a cAMP szint, akkor a cAMP nagyobb valószínűséggel kötődik a CAP(Catabolit Activator Protein) fehérjéhez.Kialakul egy cAMP-CAP komplex. Ez upstream irányba köt a DNS polimerázhoz képest  , és serkenti az átírást az által, hogy meggörbíti a DNS-t és jobb hozzáférést biztosít az RNS-polimeráznak.
                  - Tehát laktózbontáshoz a lac operon esetében 2 dolog kell. Legyen laktóz, és ne legyen glükóz!!!

Trp operon :
- itt a represszor fehérje csak akkor tud kötődni az operátorhoz, ha hozzá Trp kötődik.Tehát ha magas a Trp koncentráció a sejtbe, az kötődik a represszorhoz, ketten együtt meg kötnek az operátorhoz, és gátolják a Trp szintézishez szükséges enzimek átírását.
-ez a fajta szabályozás gyors alkalmazkodást tesz lehetővé a környezethez
      -Attenuáció : A Trp operon tanulmányozása során fedezték fel.De ez a szabályozási mód sok helyen elófordúl.Az operátor, és az első gént kódoló szekvencia között egy speciális rész van.Az erről szintetizálódó szekvenciát vezető(leader) szekvenciának hívják, és a trp-mRNS 5’ végén helyezkedik el.Ebben több Trp-t kódoló triplet van.Fontos, hogy a transzkripció, és transzláció szorosan kapcsolt. Az a riboszóma, ami a trp vezető régióját transzlálja, közvetlenül az RNS-polimeráz mögött halad.Ha sok a Trp, a vezető régió teljesen megszintetizálódik, és úgy változtatja meg az mRNS szerkezetét, hogy a riboszóma disszociál az mRNS-ről.
A λ-fág szabályozása
A λ-fágot Ersther Ledergerg írta le először 1951-ben, mint az E.coli vírusát.

Bevezetésként pár szó a fág életciklusáról:
          Vegetatív fágszaporodás : 

         Ez a bakteriofágok általánosan érvényes szaporodási útja. Ezen belül a korai folyamatokról beszélünk a DNS-replikáció megindulásáig. Itt olyan géntermékek szintetizálódnak, melyek szükségesek a további lépésekhez. A késői folyamatok lényege a fág alkotórészek szintézise és érett fágrészecskék képzése.
         A fág génjeiről az E. coli RNS polimeráza szintetizál mRNS-t, amiről a fág korai fehérjéi(rekombinációhoz, DNS-szintézishez, késői gének aktiválásához) termelődnek. Ezután megsokszorozódik a fág DNS, majd a többszörös kópiáról íródnak át a késői gének. Létrejönnek a feji, farok, és farki rost fehérjéi, ezek összeállnak, a DNS feltekeredve bepakolódik a fejbe és érett fágrészecskék alakulnak ki. Eközben a fág endolizim eléri a sejtfal oldásához szükséges koncentrációt, a baktérium lizál, a fágrészecskék kiszabadúlnak.

A Lizogén állapot létrhozása : 

         E folyamat során a fág DNS-szintézise leáll. A fág DNS gyűrűi közül 1 beépül a baktérium kromoszómába. A bakteriális DNS-be beépült fág-genom a profág. Az integráció folyamatát az int gén által kódolt enzim katalizálja. A fág DNS így a bakteriális kromoszómával replikálódik. A profágot hordozó baktériumban indukáló hatásra bekövetkezhet fágszaporodás, ill. a baktérium lízise.
A génműködés szabályozása vegetatív szaporodás során

          - A fág DNS bejut a baktériumsejtbe, majd gyűrűvé záródik. A baktérium RNS- polimeráza kapcsolódik a promóterhelyhez(pontosan kettőhöz, PL és PR helyekhez). Majd ezt követően a DNS két különböző fonaláról 2 irányba történik az mRNS szintézis. A kezdetben szintetizálódó mRNS-ek nagyon rövidek, ugyanis egy bakteriális fehérje, a rho faktor terminációt okoz. Viszont azon a rövid elkészült mRNS-en van egy N nevű gén, ami megszünteti a gátlást. Ezt követően tovább haladhat a szintézis. Expresszálódik 2 gén, O és P. Ezek termékei az ori pontból elkezdik a fág DNS-ének replikációját.N-,O-,P- mutánsok nem képesek fág-DNS szintézisre.A késői gének átírásához egy Q nevű géntermék szükséges. Ez kezdetben szintén gátlás alatt van, a gátlást itt is N szünteti meg.
A génműködés szabályozása a lizogén állapot kialakulásakor és fenntartásakor :
        A lizogén sejtben a profág génműködésre utaló egyetlen jelenség a fág represszor termelése. Ugye ez azért kell, mert már nincs szükség arra, hogy a fág DNS tovább replikálódjon. Ezt a represszort a cl gén kódolja. Úgy működik, hogy nagy affinitással kötődik az OR és OP operátor helyekhez. Ezek meg ott vannak, ahol a PL és PR promóter régiók. Tehát ahova az RNS polimeráz kötődne. Így a represszor mintegy verseng az RNS polimerázzal, és ha ő kötődik először, akkor gátolja az átírást. Mivel nagy affinitással kötődik, sejtenként 10 represszor molekula elég a már kialakult lizogén állapot fenntartásához. A represszor 2 irányba is szabályozza saját szintézisét. Minimális mennyiségű represszor kell a represszor szintézis fenntartásához. Viszont a represszor gátolja is önmaga szintézisét. Hisz a túl hatékony represzió sem jó!

DNS és fehérje szekvencia specifikus kapcsolódása (DNS felismerő peptid motívumok, DNS-hurok)
Ehhez a részhez találtam a neten egy cikket Orosz mestertől…Íme : 

Helix-turn-helix DNS-kötõ fehérjemotívumok 
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Az elõzõekben a szabályozó fehérjék specifikus egymáshoz kötõdésérõl, a fehérjefehérje kommunikálásról volt jobbára szó. A DNS-hurok képzésekor azonban az egyes fehérjéknek külön-külön a DNS megfelelõ szakaszához specifikusan tapadni kell. Szabályozó fehérjék DNS-kötõ doménjének jól körülhatárolt része alakítja ki a specifikus atomi kapcsolatokat. Ezeket a részeket DNS-kötõ motívumnaknevezik. Ha a DNS nagy árkának megadott része a zár, akkor a DNS-kötõ motívum a hozzávaló kulcs. 

A motívumok a domén testébõl kitüremkedõ polipeptid szerkezetek. Közös jellemzõjük, hogy beleillenek, belesüllyednek a DNS árkába, s ott az aminosav-oldalláncok már elérik a bázisok széleit. Az aminosavoldalláncok és a bázisok különbözõ atomjai, atomcsoportjai között gyenge kémiai kötések jönnek létre. Ezek adják a fehérje és a DNS közötti szekvencia specifikus kötését (értsd: adott peptid-szekvencia és adott DNS-szekvencia között jön létre). 

A motívum más részei a DNS cukor-foszfát gerincével létesítenek kapcsolatot. Ezek a kötések nem szekvencia-specifikusak, hiszen a cukor-foszfát-gerinc kémiailag végig azonos a DNS-molekula mentén. 

Külön szólni kell a vízmolekulák szerepérõl. A DNS-kötõ motívum és a környezõ molekularészek vízmolekulákat is befoghatnak. Ezek a beépült vízmolekulák, mint ékkõ a gyûrûben, részeivé lesznek a fehérjének, noha kovalens kötés nem kapcsolja õket. A vízmolekula H-híd kapcsolat létrehozására képes a DNS atomcsoportjaival, mégpedig kétféle módon is, attól függõen, hogy melyik pólusával (+ vagy -) „néz" a DNS felé. A beépített vízmolekula úgy hasznosul tehát, mintha egy poláros aminosav- oldallánca lenne fehérjének, közvetítvén a kémiai kapcsolatot a fehérje és a DNS között. Már itt fel kell hívni a figyelmet arra, hogy a „befogott" vízmolekulákat nem szabad összetéveszteni a fehérjéket és a DNS-t körülvevõ hidrátburok vízmolekuláival. A hidrátburok, illetve az ún. strukturált víz szerepérõl a fejezet legvégén ejtünk néhány szót. 

Meglepõen kevés fajta DNS-kötõ motívum uralja az eddig megismert DNS-fehérje kapcsolatokat. Ilyen például a HTH, teljes nevén helix-turn-helix motívum, a leucin cipzár - bázikus régió, az úgynevezett cinkujj (Zn-finger), a szemben futó béta lemezek, a helix-loop-helix. Mindegyiknek nagyszámú egyedi variációja ismert. Ritka DNSkötõ motívumból elég sokféle létezik még. 

A HTH-motívum 20 aminosav hosszú, 2 alfa-helix alkotja, amelyeket 4 aminosavból álló csatló köt össze. A két alfa-helix tengelye egymásra merõleges, a csatló lefutása negyed körívnyi. A fehérje N-terminálisáról a C-terminális felé haladva, az elsõ alfa-helix (7 aminosav) a DNS kettõs spirál cukor-foszfát-gerincét „ragadja" meg, majd a csatló íve után a második alfa-helix (9 aminosav) ez elsõ alatt keresztben futva, a DNS nagy árkába merül. Ezt az utóbbit nevezik „felismerõ" helixnek, s a DNS „felé nézõ" felszínérõl kitüremkedõ aminosav-oldalláncok, illetve a közéjük befogott vízmolekulák teremtik a kémiai kötéseket a bázisokkal. A két alfa-hélix érintkezõ felszíneik hidrofób kötéseivel rögzülnek egymáshoz (5. ábra). A HTH-motívum elterjedését jól illusztrálja, hogy egyaránt megtaláljuk pro- és eukarióták szabályozó fehérjéiben, fágokéban, baktériumokéban, élesztõkében. A rovarok, gerincesek stb. homeotikus génjei (Hox) által meghatározott fehérjékben a homeobox doménnek is része. Ezek a gének az egyedfejlõdés és -differenciálódás irányításában fõszerepet játszanak. 

A leucin cipzár - bázikus régió 
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A leucin cipzár - bázikus régió motívum jóval hosszabb a HTH-nál, 80-90 aminosav. Szerkezete igen egyszerûen leírható. Az Nterminálistól haladva 50-60 aminosav hosszú alfa-helix, az úgynevezett bázikus régió a DNS-felismerõ elem, amely a DNS nagy árkába merülve látja el feladatát. Az alfa-helixet követi a leucin cipzár rész. A leucin cipzár sajátsága, hogy egy másik leucin cipzárral képes összefonódni, együtt tekeredni, s ezáltal biztosítja az alegységek (monomerek) dimerizálását. A leucin cipzárok nemcsak azonos monomereket kapcsolnak öszsze, nem feltétlenül csak a homodimerek képzõdését segítik, hanem olyan alegységeket is összeköthetnek, amelyekben a bázikus régiók különböznek, ilyenkor heterodimer keletkezik. A heterodimerben az egyik bázikus régió egyik fajta, a másik másik fajta DNS-szekvenciával létesít kötéseket. A leucin cipzár - bázikus régió motívumok által felismert DNS-szekvencia tehát nem feltétlenül szimmetrikus (palindroma). A leucin cipzár - bázikus régió motívumokból képzõdõ dimer geometriai sajátossága, ami éppen a leucin cipzárak összefonódási módjából következik, hogy a bázikus régiók mindig a DNS átellenes oldalán fekvõ nagy árkokba hatolnak be. Következésképp a két bázikus régió közepe ½, 1½, stb. spirális fordulatra van egymástól a DNS mentén (azaz 5, 15, stb. bázispárra). 

Cink-ujj 
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A cink-ujj alakjáról és arról kapta a nevét, hogy egy cinkatom koordinatív kötéseivel tartja össze a motívumot. Elõfordulása széleskörû, például szteroidhormonokkal aktiválódó szabályzó fehérjék DNS-kötõ motívuma. A muslica egyedfejlõdését irányító gének között, vagy a szöveti, szervi differenciálódás irányát megszabó gének mûködésében nagy szerepet játszanak a cink-ujj motívumot tartalmazó fehérjék. A cink-ujj az N-terminálistól haladva két béta-lemezt tartalmaz, majd ezt egy alfa-helix követi. Az alfa-helix merül a DNS nagy árkába. A cinkatom a bétalemezek egy-egy cisztein aminosav oldalláncát, valamint az alfa-helix két hisztidinjét (esetenként ciszteineket) tartja össze koordinatív kötésekkel, s ezzel szilárdítja meg az egész szerkezetet. Acink-ujj alfa helixe a DNS nagy árkában három szomszédos bázispárral létesít kötést. A cink-ujj motívumot használó szabályozó fehérjében mindig több (például 3-5) motívum sorjázik egymást követve, így annyiszor három bázispárral létesít a fehérjekapcsolatot, ahány cink-ujja van. 

A DNS-hurok és a -távolság 
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A kérdés: milyen távolság tartományban hat a DNS-hurok? Ha a DNS-hez kötõdõ fehérjék egymás közelségében tapadnak a DNSmolekulán, „nincs szükség" DNS-hurokra ahhoz, hogy a kooperatív kölcsönhatás létrejöjjön. Elég, ha a fehérjék megfelelõen nagyok és szerkezetük eléggé hajlékony, flexibilis, így érintkezésbe léphetnek. 

A hajlékony fehérjeszerkezetek, például hosszú átkötõ tag a domének között, elképzelhetõvé teszik (noha bizonyíték nincs még) azt is, hogy a nagyon közel fekvõ fehérjék kooperatív kapcsolatba lépjenek még akkor is, ha a DNS-molekula ellentétes oldalaihoz tapadnak. Kissé távolabbi elhelyezkedésnél (például 2,5-4,5 spirális fordulatra) már nehezebb a dolgunk. Ilyen rövid DNS-t nehéz hajlítani úgy, hogy ne feszítsük túl a kémiai kötéseket, tehát DNS-hurok nem képezhetõ. Ugyanakkor a fehérjék méreteit figyelembe véve tekintélyes az a távolság, amelyet át kellene hidalni. Ne feledjük ugyanis, hogy a DNS-molekulát kb. 43 „kinyújtott" peptidkötés éri körbe, ha pedig a cukor-foszfát-gerincet követjük csigavonalban, akkor egyik bázispártól a másikig kb. 7 Angström a távolság, ami 5 peptidkötés hossza sorba rakva, s egy teljes spirális fordulatot 50 hidalna át. Ha figyelembe vesszük azt is, hogy a peptidkötések nem egyenes mentén csatlakoznak a fehérjékhez, hanem kisebb elõrehaladást biztosító szerkezetekbe rendezõdnek (például alfa helix, béta lemez, béta szalag), akkor nyilvánvalóvá válik, hogy a fehérjék közötti kooperatív kölcsönhatáshoz ilyen esetekben a DNS-hez kötõdõ represszoroknak és más szabályozó fehérjéknek „sok aminosavat", hosszú peptidláncot, a teljes molekula elég nagy hányadát kell feláldozniuk, ha DNShurok nem képezhetõ, mert a kötõ felszínek közel vannak. A fentiekre nincs még meggyõzõ kísérleti bizonyíték, mint ahogy arra sem, hogy egy közvetítõ fehérjével, a már fentebb említett „ácskapoccsal" egyszerûen áthidalható lenne egy sor térbeli nehézség. 

Úgy 5-6 spirális fordulatnál távolabb fekvõ fehérjék már létrehozhatnak DNS-hurkot. Több száz, akár több ezer fordulatra fekvõ fehérjék között pedig a DNS-hurokstruktúra adja az egyetlen lehetõséget a „térközelbe" kerüléshez, az egymásra találáshoz, a kooperatív kölcsönhatások kialakulásához. 

A DNS-molekula magasabb rendû feltekeredése, a „szupercoiling" nagy mértékben elõsegíti a DNS-hurok kialakulását, mivel a DNS ezen formája kisebb térrészt, kisebb térfogatot foglal el. A felszín kötõhelyei (például operátorok) közelebb kerülnek egymáshoz a térben. 

A DNS-molekula bázissorrendje a molekula hajlításával és csavarással szembeni ellenállásait, merevségét befolyásolja. A G:C bázispárok kevesebb, az A:T bázispárok több csavarást (torziót) és hajlítást is elviselnek. A DNS-hurok képzésében a hajlítás definíció szerint is alapkövetelmény, de kisebb- nagyobb mértékû csavarásra is igen gyakran szükség lehet. Így mindkét fajta merevséggel számolni kell. Úgy 500 bp hosszúsúságú, illetve ennél hosszabb DNSszakasz már „karikára" hajlítható oly módon, hogy az a kémiai kötésekben már feszülést nem okoz. Valahol ilyen távolságtartományban elvész a hurokképzõdés fázisérzékenysége is. 

A DNS-hurok térproblémát old meg. Közel hozza azokat a szabályozó elemeket a térben, amelyek a szabályozandó gén precíz mûködtetéséhez szükségesek. Nem feltétlenül csak két szabályozó elemet, illetve egységet hozhatunk így egymás mellé, hanem többet is. Nem nehéz belátni, hogy a DNShurok építkezési elvét követve komplex szabályozóstruktúrák jöhetnek létre. Többféle fehérje (például represszorok és aktivátorok) és a megfelelõ DNS-kötõ felszínek kombinálásával sokrétû, finoman beállított és specifikus szabályozások valósíthatók meg (4.ábra). 

A hurok tágabb értelmezése - transzvekció 
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A DNS-hurok struktúra azért jön létre, mert a DNS-hez kötõdõ fehérjék egyazon DNS-fonálhoz tapadnak, majd egymással is összekapcsolódnak. Ugyanaz a molekuláris kapcsolat, amely a részt vevõ fehérjéket egybetartja, kialakulhat olyan esetben is, amikor a fehérjék nem egyazon DNS-molekulán ülnek. Ekkor hurok nem képzõdik, a két DNS-molekulát kötik össze a fehérjék. A transzvekció jelenségére (a Drosophila egyedfejlõdését irányító gének szabályozásánál fedezték fel) jó magyarázat lehet a fenti példa, amikor is az enhanszer elem és az aktivált promoter különbözõ kromoszómákon helyezkedik el. Az enhanszerhez kapcsolódó aktivátor fehérje csak specifikus fehérje-fehérje kölcsönhatáson, kommunikáción keresztül befolyásolhatja a másik kromoszómán lévõ promoter és RNS-polimeráz mûködését. 

A teljes cikk : http://www.sulinet.hu/termeszetvilaga/archiv/2001/0101/02.html
Riporter gének :

Olyan gén, ami fenotípusosan könnyen azonosítható.
A klónozott gének enhenszerit transzgenikus riporter gének segítségével azonosítják. A riporter-gén konstrukciókban a riporter-fehérje –egy olyan fehérje, amelynek jelenléte könnyen nyomonkövethetõ – transzkripciós egységének közelébe a génhez közeli, remélhetõleg cisz-regulátor szekvenciákat is magukba foglaló DNS szakaszok építhetõk. A riporter gén promóterje “gyenge”, ami azt jelenti, hogy enhenszer nélkül nem képes iniciálni a transzkripciót. Ha a konstrukciót DNS-transzformációval beviszik a csíravonalba, a megfelelõ sejtek vizsgálhatók a riporter-fehérje jelenlétére. Ha a sejtekben specifikusan megjelent a riporterfehérje, az a beépített enhenszer(ek)nek köszönhetõ. A bevitt DNS egyre kisebb részeinek bevitelével az enhenszer szekvenciája pontosítható. Módszerek állnak rendelkezésre ahhoz is, hogy az adott enhenszerhez kötõdõ fehérjéket azonosítsák, majd génjeiket klónozzák.
Teljes cikk : http://www.ttk.pte.hu/biologia/genetika/atg/chap18/ch18d.htm
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