21. Extrakromoszómás öröklés: mitokondrium gének, kloroplasztisz gének, plazmidon hordozott gének és öröklődésük. Plazmidok és géntechnológia.

orosz-féle def: Anyai hatás = citoplazmás gének öröklése = extranukleáris öröklés :


A petesejt citoplazmájában lévő gének öröklésmenete: a Mendel törvények nem érvényesek ez esetben. Az utód mindig az anya fenotípusát örökli.

Ilyenek pl.: mitokondriális gének, kloroplasztisz gének, szimbionta baktérium gének.

Kiegészítés: a genotípust is örökli. Ezek a nukleinsavak több kópiában is meglehetnek egyszerre. Az oka az, hogy (mitokondrium és kloroplasztisz esetén) a sejtorganellumok csak az egyik szülőtől származnak csak.

1.példa: Csodatölcsér levélszínének az öröklődése:


A problémával Collins küzdött meg. 

Lehet fehér, zöld, foltos: ha az anya foltos, akkor az utódok lehetnek zöld, fehér vagy foltos levelűek. Fontos tudni, hogy a fehér jelleget örökítő gaméták a tarka levelű növények fehér hajtásának virágaiból származnak, mert a teljesen fehér növények nem életképesek (azért ez egy kicsit logikusnak hangzik:), ami azt jelenti, hogy nem érik meg a virágzást.


fehér anya x fehér, foltos, zöld apával



F1: minden egyed fehér


F2: (F1 inter se) mindegyik egyed fehér 


zöld anya x fehér, zöld, foltos apával


F1: mindegyik egyed zöld


F2: mindegyik egyed zöld


foltos anya x fehér, zöld, foltos apával


F1: az egyed bármilyen színű lehet


F2:  az egyed bármilyen színű lehet

Várt eredmények:


F1-ben amikor fehér anyát keresztezek zöld apával, akkor azt várhatnánk, hogy foltos egyedeket fogunk kapni, és akkor kodomináns öröklésről lenne szó. Emellett a független öröklődés törvénye szerint F2-ben meg kéne kapni a nagyszülők fenotípusát, ami nem jelenik meg. Ami nagyon fontos még, hogy elvethessük a Mendeli öröklést, hogy a reciprok keresztezés mást eredményez:


zöld anya x fehér apa ( fehér anya x zöld apa

hisz az első esetben zöld, a másodikban fehér egyedeket kapunk.

Tehát Mendel törvényeit így ki lehet zárni. Mendeli arányok azért jönnek létre, mert a meiozis során a haploid sejtek képződésekor a sejtmagban lévő kromoszómák véletlenszerűen válnak szét, és a zigóta kialakulásakor a szülői ivarsejtek véletlenszerűen egyesülnek.

Valódi ok:

A sejtorganellumokat a nukleuszban lezajlódó véletlenszerű kialakulások nem érintik,  azok mindig az anyai sejttel (petesejt) öröklődnek, hisz a hímivarsejtnek nem lenne túl célszerű magukkal cipelni ezeket a dolgokat, és így nem is teszi. Ezért az apa nem tud beleszólni az öröklésbe.

A csodatölcsér öröklés menete: A levelek színét a kloroplasztisz adja. Színhiány akkor alakulhat ki, ha a kloroplasztisz valami miatt hibás. Ennek sok oka lehet. Lehetséges, hogy a kloroplasztisz gének romlottak el, és nem megfelelő fehérjét termelnek, vagy nem termelnek. Mind a kloroplsztiszban, mind a mitokondriumban lévő gének cirkulárisak. Náluk is történhet viszont feldarabolódás, illetve deléció is érinti őket. Viszont javítómechanizmusok nincsenek, ezért ha a DNS-ben valami hiba történt, akkor az tovább is fog öröklődni. Ezért fontos pl. vigyázni az UV-val, mert az ilyenekben (is) tud nagy kárt tenni.

Tehát a zöld szín akkor alakul ki, amikor a kloroplasztiszok rendesen működnek, a fehér pedig akkor, ha valami miatt meghibásodnak. A foltos fenotípus pedig akkor jelentkezik, amikor a mind a két fajta kloroplasztisz megtalálható a levélben.

Foltos anyától minden fajta utód lehetséges, ennek oka az, hogy amikor a petesejtek kialakulnak, akkor random valamelyik kloroplasztisz fog belekerülni a sejtbe, ha hibásak, akkor fehér utód lesz, ha jók akkor zöld, ha mind kettő, akkor foltos.

Megjegyzés: azt nem lehet tudni, hogy ezeket a jellegeket melyik gének adják. Összefoglalóan szokták őket kloroplasztisz illetve mitokondriális géneknek nevezni. Pl. nem tudni, hogy a kloroplasztisz színét mely gének befolyásolják.

2.példa: Clamydomonas kloroplasztisz génjeinek nem-Mendeli öröklődése


(Ruth Sager és D.Lane)

A C. reinhardtii a kloroplasztisz kísérletek leggyakoribb résztvevője. Ezeknek a haploid szervezeteknek az a jellegzetessége, hogy egyetlen kloroplasztiszt tartalmaznak mindösszesen.  Párosodáskor két ellenkező típushoz tartozó haploid gaméta zigótát képez. (jelölésük: mt+, mt- ). A zigóta kialakulásakor az a ritka jelenség játszódik le, hogy a kloroplasztiszok is egyesülnek. A diploid sejt kialakulása után meiozis játszódik le, és 4 haploid utód, zoospóra alakul ki. Sager talált egy sm2 mutánst, mely sztreptomicin rezisztens. Amikor az mt+ egyed volt rezisztens, akkor az utódok 99%-ban azok lettek, mikor az mt-, akkor viszont nem lettek. Ez uniparentális- öröklésmenetre utal, amit megfeleltethetünk az anyai öröklésnek, ha az mt+ egyedeket tekintjük anyának. 

Bizonyítás: N15-ös izotóppal jelölte a kloroplasztisz DNS-t, és sűrűséggradiens-centrifugálással vizsgálta az utódokat, minden esetben azt tapasztalta, hogy az utódokban a DNS nehézsége megegyezett az mt+ -éval. 

Ez két dolgot jelent: az sm2 gén a kloroplasztiszban lokalizált, valamint, hogy valamilyen úton elvész az „apai” kloroplasztisz DNS. 

Magyarázat: valamilyen hatás miatt az „anyai” DNS bizonyos citozinjai metilálódnak, míg ez az „apai” DNS-ben nem megy végbe. A zigótában egy speciális DNS hidrolizáló enzimrendszer működik, mely csak a nem metilált DNS-t tudja bontani. 

3.példa: Az élesztő petite mutánsai


Boris Ephrussi és mtsi.

A Saccharomyces cerevisiae lassú növekedésű fajait nevezték el petite mutánsnak. 3 típusa van: neutrális, szupresszív és szegregációs.

A mutánsok mitokondriumai abnormálisak, nem tartalmaznak citokrómokat, melyek a terminális oxidációban az ATP szintézisben részt vesznek, és a mitokondriumok belső membránja fejletlen. Mitokondrium hiányában csak fermentációval tudnak energiához jutni, ami lassú növekedést fog eredményezni.

A szegregációs mutánsok a Mendeli törvényeket követik, míg a másik kettő extrakromoszómális öröklésmenetet mutat. Úgy tűnik, hogy a mtDNS okozza a hibát, mert felfedezték, hogy a szupresszív mutánsok mtDNS-e mindig hiányos, átrendeződések, deléciók, duplikációk figyelhetők meg benne, míg a neutrális mutánsok egyáltalán nem hordoznak mitokondriális DNS-t.

4.példa Neurospóra poky mutánsai


M. B. Mitchell és H. K. Mitchell

Az egyedek itt lassú fejlődéssel és abnormális mitokondriummal jellemezhetők, de ezek az élőlények mitokondrium nélkül életképtelenek, tehát csak részleges károsodásról beszélünk.

Viszont azért mert a DNS mutáns, nem biztos, hogy a mutáció mitokondriális eredetű.

A Neurospórának meg tudunk különböztetni női és hím egyedeit: az ivaros szaporodás során a női egyed protoperitéciumot (termőtestet) hoz létre, itt történik meg a hím jellegű növény hifáin képzett ivarszervekkel való összeolvadás. A hím jellegű sejtmagvak az antheridiumból a trichoginen keresztül jutnak az aszkogóniumba. A magpáros hifákból alakul ki a peritécium. A poky jelleg megjelenése egyértelműen akkor jelentkezik, ha a női típusú egyed (amelyik a protoperitéciumot adja) poky, ha vad, akkor a keletkezett utódok fenotípusa is vad lesz. Mivel a női jellegű szülő adja a mitokondriumokat, ezért a jelleg mitokondriális öröklődését támasztja alá.

Más bizonyítás:  heterokarionokkal.

Két megjelölt törzset kereszteztek: az egyik poky volt és a sejtmagban egy pan mutációt hordozott (nem tud pantoténsavat előállítani), a másik vad, mely lizin szintézis defektusát hordozta (lys). A heterokarionok azok a sejtek, melyek a hifák fúziója után alakulnak ki, és mind a két sejtmagot tartalmazzák. 

A fúzió után mindenre nézve vad volt az egyed, hisz volt működő mitokondriuma, a nukleáris gének pedig komplementáltak. A sejtek között pórusok vannak, melyeken a sejtmagok tudnak vándorolni. A bizonyíték a sejtmagtól való függetlenségre a poky/lys mutáns megjelenése volt egyes hifarészeken.

Plazmidok:

A baktériumok kis méretű cirkuláris DNS-ei, melyek a bakteriális genomtól függetlenül replikálódnak.

Kimutatásuk, felfedezésük: Ahhoz, hogy a baktériumok jó genetikai alanyok legyenek, valahogy párosodásra kell bírni. Ennek a bizonyításakor fedezte fel Lederberg és Tatum a plazmidot. Azt tapasztalták, hogy kettős mutánsok keresztezésekor megjelentek vad típusú egyedek. A baktériumok közvetlen érintkezése a konjugáció, amit a szex-pilus tesz lehetővé. Amelyik baci képes a szex-pilus létrehozására, azt nevezzük F+-nak, amelyik meg nem, azt F–-nak, mely valamely fertilitási faktort jelöli. A pilus a sejtek közelítésére szolgál.

A DNS átadás egyirányú, az F+ sejt a donor, az F– pedig a recipiens. A donor a genomjának csak egy részét adja át a recipiens sejtnek, így nem alakul ki teljesen diploid szervezet, csak merodiploid, vagy más néven merozygota.

Az F faktorról ki kellett valahogy mutatni, hogy DNS, ami úgy történt, hogy eltérő sűrűségű DNS-sel rendelkező sejteket konjugáltattak, és a recipiens sejtben kimutatható volt a másik sűrűségű DNS. 

Hfr törzsek olyan mutáns törzsek, melyek elvesztették az F faktor átadásának képességét, ehelyett a gazda kromoszómális génjeit viszik át nagy hatékonysággal. A plazmid valamilyen mutációt szenved, és nem pedig az életciklusukhoz tartozik a Hfr állapot létrehozása: ha kialakul, akkor az tartósan megmarad. Ez úgy lehetséges, hogy az F plazmid beépül a gazda genomjába, és ekkor elveszíti a képességet, hogy saját magát áthelyezze egy recipiens sejtbe, ugyanakkor ezt a képességet átadja a gazda génjeinek. A két DNS számos helyen képes rekombinálódni, majd (feltehetőleg) a plazmid területén felhasad és gördülő gyűrű (rolling circle) mechanizmussal elkezd megkettőződni, majd az F plazmid a DNS-t átvezeti a másik sejtbe. A recipiens sejt akkor tud Hfr törzzsé alakulni, ha a pilus elszakadása előtt a teljes genom át tud adódni, mert csak így van rá lehetőség, hogy az F plazmid teljes egésze jelen legyen a recipiens sejtben.

Térképezés megszakított konjugációval: Veszünk egy olyan törzset ami F–, Leu–, Lac–, Gal–, Strr, és konjugáltatjuk egy F+, Leu+, Lac+, Gal+, Strs Hfr törzzsel, ahol:

Leu: a leucin szintézisért felelős,

Gal: a galaktóz lebontásáért

Lac: a laktóz bontásáért

Str: sztreptomicin: r: rezisztencia, s: szenzitivitás

Először leucin hiányos, sztreptomicines táptalajon konjugáltatjuk őket 2 percig.

Ekkor a Leu+-ok megmaradnak, az Strs-ek elpusztulnak. Vagyis mindenki elpusztul.

Ha a konjugációs idő 4 perc, akkor lesznek rekombinánsok, akik életben maradnak, vagyis a Leu gén négy perces idővel jellemezhető. (a donor sejtekre mindig szelektív lesz a táptalaj!)

Majd laktózon növesztjük őket, és figyeljük a rekombináns egyedeket.

Ezt tovább folytatjuk több génre is. Azzal az idővel, amikor megjelennek az első rekombinánsok, jellemezhető az adott gén, és egy perc térképet lehet csinálni, amin a gének távolsága megadható.

Így sikerült a coli teljes genomját feltérképezni is, ami 100 perc pontosan.

A Hfr törzsek eltérőek, és a genetikai térképezésnél nem mindig ugyanaz az a gén adódik át először. Egymáshoz képest lehet fordított irányú is. Ennek oka, hogy az F plazmid nem csak egy helyre épülhet be a gazda szervezetébe, hanem saját specificitásának megfelelően bárhova, valamint a plazmid mindkét orientációban beépülhet, emiatt lehet fordított az irány.

Plazmidok és a géntechnológia

 A genetika a 70-es években két irányba vált szét: 1. rekombináns DNS technológia, 2. szekvenálás. Ezek a manipulációk úgy lehetségesek, hogy eukarióta és prokarióta genomokat összevetve egy kis gyárat hozunk létre, melyek gazdasági jelentőségű fehérjéket készítenek, mint a hormonok, interferonok. Ezek a fehérjék kis mennyiségben termelődnek az emberi sejtekben ahhoz, hogy extrahálni lehessen őket elfogadható áron. A génsebészet eljárásainak segítségével lehetőség nyílik különböző véralvadási faktorok, komplement komponensek és genetikai hiánybetegségek gyógyítására használt anyagok gyártására.

A legtöbb géntechnológiai eljárás 4 fő lépésből áll:

1. Kérdéses gén izolálása

2. A szekvencia hozzáillesztése egy klónozó vektorhoz, vagy hordozóhoz (fág vagy plazmid) 

3. A hordozó bevitele a gazdasejtbe, ahol létrejön a klónozás a replikációk révén

4. A gén vagy fehérjetermék izolálása a klónból.

A klónozás lényege, hogy tökéletesen egyforma sejtek csoportját állítsa elő.

Az endonukleázoknak ebben nagy szerepük van: a DNS-t tudják feldarabolni oly módon, hogy mindig ugyanannál a szekvenciánál hasítanak. És van sok, melyek nem pontosan szemben vágják el a két szálat, így ragadós végeket alakítanak ki, ez azért lehetséges, mert általában szimmetrikus, palindrom szekvenciákat ismernek fel, és ugyanott hasítják. 

Plazmid vektorok:

Pl: pBR32 plazmid felhasználása, melyet úgy alakítottak ki, hogy rezisztens legyen tetraciklinre és amplicilinre, illetve több endonukleáz hasító helye is megtalálható rajta. 

PstI endonukleázzal hasítjuk a beépítendő DNS-t is és a plazmidot is. Az amplicilinben is megvan az a szekvencia, oda tud a DNS beépülni. Tetraciklinre lesznek érzékenyek azok, melyek nem vették fel az inszertet (inszerciós DNS-t) vagy a vektor DNS-t. Amelyik pedig a rekombináns DNS-t vette fel, az meg amplicilinre érzékeny. Ezzel megkaptuk azokat a sejteket, melyek a nekünk megfelelő dolgokat tartalmazzák.

pUC plazmidok: pBR322-ből származnak, nem tartalmaznak tetraciklin rezisztenciát, valamint egy sokszorozó hellyel rendelkeznek (MCS- multi – cloning site ).

(Ezeken kívül még nagyon sok plazmid van, de nem tudom, hogy mennyi kell belőle) 

Irányított klónozás:

A sokszoros klónozóhely biztosítja, hogy a vektor két különböző enzimmel is hasítható legyen. Ez lehetővé teszi, hogy a DNS darab mindkét végét más enzimmel hasítsuk, és akkor csak egy irányba tud a plazmidba kapcsolódni. És az is előny, hogy így a vektor záródása is akadályozott. 

Fine

