9. TRANSZKRIPCIO PRO- ES
EUKARIOTAKBAN

Promoter és TATA box. Templat és nem-templat szal.
RNS polimeraz és mRNS. Pre-mRNS érés, intron, exon.

A fejezetet Szabad Janos egyetemi tanar allitotta
0ssze, mddositotta Lippai Monika.

BEVEZETES

Bar a DNS az orokit6 anyag, a sejtek és igy az
éllények jellegzetességeit is dontden az ket alkotd
fehérjemolekuldk  hatarozzdk meg. A  fehérjék
tulajdonsagai  attol fliggenek, hogy &ket milyen
aminosavak, és milyen sorrendben alkotjdk - az
aminosavak sorrendje pedig a DNS nukleotid-
sorrendjében kddolt. A fehérjeszintézis el6feltételekent a
DNS informacié-tartalma el8szor hirviv-RNS-be
(messenger, vagy mRNS) masolodik at a transzkripcid
soran, amely alapjan aztan fehérjék képzédnek. A 9.
fejezet a transzkripcié mechanizmusat tekinti at.

RNS-molekuldk  képzddése DNS
templét alapjan.

Transzkripcio:

Az mRNS felfedezése

Miutdn Watson és Crick 1953-ban leirta a DNS
szerkezetét, az mRNS-eket még nem ismerték, és
kérdések tucatja fogalmazddott meg a DNS funkciojat
illetéen. Példaul: milyen mechanizmus irdnyitja a
fehérjék szintézisét a DNS-ben kodolt genetikai
informéacié alapjan? Milyen "szerkezet", és hogyan
olvassa a DNS-ben kaodolt informéaciot? Az akkori
ismeretek alapjan az egyik elméleti lehet6ség az volt,
hogy a DNS-ben kdédolt informéciét a frissen
szintetizalddott rRNS kozvetiti (az rRNS-ek 1étezésérol
ugyanis addigra mér tudtak, mert elég stabilak voltak
ahhoz, hogy a centrifugalassal izolalt riboszémakban a
fehérjék mellett ki lehessen mutatni 6ket). Az elmélet
szerint az Uj rRNS persze mindig ujonnan képz6d6
riboszomakba tud csak beépiilni, az elmélet szerint ezek
,leolvassak” az rRNS-t, majd fehérjéket készitenek.

Az rRNS-ek szerepét Sydney Brenner, Francis Jacob
és Mathew Meselson tanulmanyozta (1961). Ok
baktériumokat a nitrogén és a szén nehéz izotopjait (°N
és °C) tartalmazo tapoldatban szaporitottak, tehat a
baktériumok riboszémainak fehérjéibe is N és *C
épult be (9.1. 4bra). Majd ezeket a baktériumokat
izolaltak, és olyan tapoldatba tették, amely a nitrogén és
a szén kénnyfi izotopjait (“*N-et és *2C-t) tartalmazta.

Kordbban mar ismert volt, hogy a fagfertdzést
kovetden a baktériumok percek alatt abbahagyjak sajat
fehérjéik szintézisét és csak fagfehérjéket szintetizalnak,
ezért egyidejiileg a baktériumokat egy virulens (T4)
faggal is megfertézték . Ha a fag-DNS informéacio-
tartalma val6ban tGjonnan képz6édott fag-rRNS-en
keresztll irodik &t fag-fehérjére, akkor ehhez (j
riboszomék keletkeznek. Tehat az varhatd, hogy a
baktériumokban nagyon sok 1j, mar konny(”
riboszéma is lesz a régi ,,nehezek” mellett. Ha azonban
nem szikséges Uj rRNS a fagfehérjék szintéziséhez
(azaz nem az rRNS az informacié ataddja), akkor a régi
(,nehéz”) riboszomak képesek a fagfehérjéket is
elkésziteni, vagyis nincs sziikség friss, immar , konnyii
ribosz6méak” tomeges képz6désére percek alatt.

Transzkripcio 1

Kis id6 maltan izolaltdk tehdt a riboszémakat (az
rRNS-sel egyitt) és meghataroztak, hogy a riboszémak
a nehéz izotépok jelenlétében, még a fagfertézés elott
képzddtek, vagy mar ,konnyliek” voltak (vagyis az Uj
tapoldatban, a fagfert6zés utan képzoédtek).

Minthogy az izolalt valamennyi riboszéma nehéz volt,
Brenner, Jacob és Meselson arra kdvetkeztetett, hogy a
fagfert6zést kovetéen nem képzOdnek ) riboszomak, a
régiek szintetizaljak a fagfehérjéket. Tehat nem kothetd
0j rRNS-szintéziséhez az (j fehérjék megjelenése.

Egy tovabbi kisérletben Brenner, Jacob és Meselson a
fagfertzéssel egyidejiileg “C-el jelzett uracilt adott a
baktériumokhoz (az uracil csak az RNS alkot6ja). Azt
tapasztalték, hogy a **C-uracil gyorsan viszonylag révid
életii RNS-ekbe épilt be, és ezek egy része kapcsolddott
a riboszomakhoz. Minthogy az Ujonnan felfedezett
RNS-fajta hirvivéként szerepelt a DNS és a riboszomak
kozott, messenger (hirvive) RNS-nek nevezték el, és
MRNS-nek jelolték.
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9.1. abra. Elméleti lehet6ségek a DNS-ben térolt infor-
macio olvasasara.

Benjamin Hall és Sol Spiegelman (1961) olyan
kornyezetben fert6zott meg E. coli sejteket fagokkal,
amely *P-t tartalmazott. Az volt a céljuk, hogy igy
jelolédjenek az Ujonnan, tdmegesen szintetizalddott
RNS-molekuldk. Hall és Spiegelman ezutdn RNS-t
izolalt a fertdzott sejtekbél. A *?P-vel jelélt RNS-
molekulakat denaturdlt egyszald, méret alapjan
elvalasztott bakterialis és fag DNS-el is hibridizaltak.
Minthogy *P-RNS/DNS hibridek csak a fag DNS-el
képzddtek, Hall és Spiegelman arra kdvetkeztetett, hogy
a *?P-RNS templétja a fag DNS-e volt — a fagfertdzés
hatasara tehat nemcsak fagfehérje-szintézis indult be, de
a fag DNS-¢rél is nagymennyiségiit RNS képz6dott. Ez a
kisérlet is a mMRNS-ek létezését igazolta.

A transzkripci6 soran csak az egyik DNS-szal szolgal
mintaként (templatként) az mRNS szintéziséhez

Mas kisérletek segitségével azt is bebizonyitottak,
hogy a DNS kettds spirdl egy adott szakaszan csak az
egyik szl alapjan képzddik mRNS (bar ma mér tudjuk,
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hogy vannak ritka kivételek...). Ezt a szalat
magyarul templat (vagy értelmes, de: angolul:
antisense) szalnak nevezik (9.2. abra).

Ugyanakkor — prokariotakban és eukariétakban is -
a teljes kromoszoman belll a DNS kettds spiralnak

Transzkripcio 2
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9.2. dbra. Az mRNS szintézisekor mintaként szolgald
DNS-szalat templatnak nevezik — ez komplementer a
képz6d6 mRNS-sel, mig a nem-templat DNS-szal
szekvenciaja megegyezik vele (ezért ez utobbit gyakran
kédolé szalnak hivjak). A templat szélat az RNS-
polimeraz 3'->5' iranyban olvassa, mert az mRNS csak
5'—3" irdnyban torténhet.

TRANSZKRIPCIO PROKARIOTAKBAN

Az RNS-polimeraz

Az mRNS molekuldkat 6rias méretii fehérjekomplex
szintetizalja, a DNS-fiiggd RNS polimerdz, roviden
RNS-polimeraz. E. coli-ban az RNS-polimeraz témege
kb. 490 kDa. Az enzim magjét (core enzim) két a, egy B,
egy B' és egy o egység alkotja (9.3. dbra). Az RNS
polimerdz magja a DNS barmely részéhez kapcsolédhat
és elkezdheti az mRNS szintézisét. Az (gynevezett
holoenzim, azaz a teljes enzimkomplex akkor alakul ki,
amikor az enzim magja egy tovabbi fehérjével egészil
ki, a o (szigma) faktorral (9.3. abra).

. o —_—

szigma-faktor

core enzim holoenzim

9.3. abra. A bakterialis RNS-polimeraz enzim magja +
o faktor = holoenzim

A o faktor az a komponens, amely az RNS-polimerazt
a DNS jellegzetes helyeihez, a prométerekhez iranyitja.
A prométerhez tortént kapcsolodds és az elsd
nukleotidok szintézise utan a o faktor kivalik a
komplexb6l, hogy egy tovabbi RNS-polimerazt
iranyitson egy masik promoterhez (9.4. abra).
Eukariotdkban egy RNS-polimeraz komplexet 10-15
fehérje alkot. Az RNS-polimerdz témege 500 kDa.
Mégis, a pro- és eukaridta polimerazok minden
bizonnyal k6z0s eredetiiek, mert az E. coli RNS-
polimerdz minden alegysége homol6g az eukariéta
RNS-polimeraz ~ valamelyik ~ komponensével. Az
eukariota RNS-polimerazoknak funkcidik és a-amanitin

mRNSﬁ

9.4. abra. A o faktor az RNS polimeraz holoenzimet a
prométerhez iranyitja.

érzékenységiuk alapjan harom tipusuk van (9.1.
tablazat).

Az mRNS-nek, mint minden méas nukleinsavnak a
szintézise 5'—3" irAnyban torténik (9.2. dbra). Miutén az
MRNS komplementere a DNS templat szélanak, és
miutan a komplementer szalak antiparalel allastak, az
RNS-polimerdz a templat szalat 3' — 5' irdnyban
olvassa. A transzkripcié sebessége 15-20 nukleotid/sec.
(Az 0Osszehasonlitds kedvéért: a replikacid sebessége
eukariotdkban 170 nukleotid/sec, a transzlacioé 2
aminosav/sec.) A kiilonb6z6 génekrél kiilonbozo
gyakorisaggal képzédnek mRNS-ek: némelyik gén
esetében 1-2 mRNS/sec, méasok esetében &ranként
minddssze egy.

Eukariotdkban  specidlis ~ fehérjék,  (gynevezett
transzkripcios ~ faktorok  is  szikségesek  a
transzkripciéhoz. A transzkripcids faktorok

valamennyien a DNS-hez ko6t6dni képes fehérjék, a
DNS nagy arkanak letapogatasaval” specifikus
szekvencidkat ismernek fel.

A transzkripcio elektronmikroszképban lathatova is
tehetd (Oscar Miller). Egy intenziven atirt gén
esetében a képz6d6 mRNS-ek ugy néznek ki, mint
kardcsonyfan az &gak (9.5. abra). Az mRNS-ek
elhelyezkedése és mérete vilagosan kijeldli a gén
hatarait, azt a két pontot, ahol elkezdd6dik, és ahol
befejez6dik az mMRNS szintézise.
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RNS polimeriz. RNS polimeraz.

A transzkripeio befejezidése. A transzkripeio kezdete.

9.5. abra. A transzkripci6 soran az egy génrdl képz6dd
MRNS-ek karacsonyfaszerii képet mutatnak.



9.1. tablazat. Az RNS polimerazok jellemzoi

RNS Aszintetizdlt  a-amanitin®  Szamuk
polimerdz  RNS tipusa érzékenység  sejtenként
| Riboszoméalis ~ Nem Neavvenezer
' RNS érzékeny gyv
Nagyon
1. MRNS érzékeny Negyvenezer
i transzfer RNS ~ Mérsékelten Hiszezer
' és 5S rRNS érzékeny

“a gyilkos gal6ca (Amanita phalloides) alkaloidja.

A prométer

Korébban szé volt rola, hogy az RNS- polimeréz a
promoterhez  kotddve marad, ha h1anyoznak az
elindulasdhoz, az mMRNS szintéziséhez sziikseges
épitéelemek. Ekkor a DNS a hozza kapcsolodd RNS-
polimerdzzal egyitt izolalhatd. A DNS-nek az RNS-
polimerdzzal nem lefedett részeit a DNS-t hasitd
endonukledzzal el lehet bontani, igy a DNS-nek csak az
RNS-polimeraz altal védett promoter-részei maradnak
épek, amelyeket izolalni, vizsgalni, szekvenalni lehet.

A polimeraz egy kb. 50 bazisparbol all6 DNS szakaszt
véd meg a DN-aztél. A kilonféle gének promater-
szekvenciainak 6sszehasonlitasa alapjan arra derdilt fény,
hogy a prométerekben két erésen konzervalt szakasz,
Ugynevezett box van (boxnak a DNS evoliciosan erésen
konzervalt szakaszat nevezziik). A leggyakoribb
nukleotidokbdl all6, az Gsszeshez legjobban illeszkedd
szekvenciat konszenzus szekvencianak nevezik.

Gén

...................................................

Szabalyozo rész

( oromoter) +

Strukturalis (atirt) rész

Transzkripci6 3

Az egyik szakasz a -35. hely korll helyezkedik el, és
leggyakrabban az 5TTGACAT3' sorrendli nukleotidok
alkotjadk (9.7. é&bra). Az 5TTGACAT3' szekvencia
ahhoz sziikséges, hogy az RNS-polimerdz ¢ faktora a
DNS-hez kétddhessen.

Az Ggynevezett TATA-boxot tébbnyire
5’TATAATS3’ sorrendben alkotjak a nukleotidok (9.6.
abra). (A TATA-boxot prokariotakban felfedezdje,
David Pribnow tiszteletére Pribnow-boxnak is
nevezik.) A TATA-box A=T béazisparokban gazdag. Ez
az a hely a prométeren beliil, ahol az RNS-polimeraz
kotddése utan a DNS két szala kdnnyen elvalaszthato,
lehetdséget teremtve a templat DNS-szal atirdsara. A
transzkripcié a TATA-boxtol 5-9 bazisparral ,.lentebb”,
a 3' irAnyban kezdédik. A templat az a szél lesz, amely
komplementer a TATA-boxot tartalmazd (kdédolo)
szallal. Az els6 atirt nukleotid tobbnyire purin bazis
(9.6. &bra).

Bar a két erésen konzervalt szekvencia kozotti rész
nem konzervalt, hossza mindig 15-17 bazispar. A két
box kozotti szakasz egy részének, vagy akar egyetlen
bazisparjanak delécidja csokkenti, vagy megszlnteti az
adott promoter aktivitasat, a gén kifejez6dését.

A transzkripci6 terminacidja
E. coli-ban a transzkripci6 terminacidjanak két tipusa
van. (i) Sok gén esetében egy fehérje, az an. rho faktor,
biztositja a transzkripcid befejezddését. (ii) A masodik
megoldas alapjai forditva ismétlédé (inverted repeat)
szekvencidk. A forditva ismétldd6é szekvenciak
transzkripcidja utan az mRNS olyan komplementer
szekvencidkat  tartalmaz, amelyek  egymaéssal
parosodnak és nyél-hurok (hajtil) szerkezetet képeznek
(9.7. é&bra). A nyél-hurok
szerkezet kialakuldsa utdn nem
sokkal az mRNS levalik az RNS-
polimerazrol,  befejez6dik a

S’ ; Y

DNS 3’ « i3> transzkripcio.
] Els6 atirt
el nukliotid
tyrtRNA TCTCAACGTAACACITT TACAGCGGCG -  CGTCATTTGATATOATGC - GCCCOGCTTCCCGATAAGGG
D1 GATCAAAAAAATACITTGTGCAAAAAA« » TTGGGATCCCITATAATIGCGCCTCCGT TGAGACGACAACG
X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA - GCCGACTCOCTATAATIGOGCCTCOAT CGACACGGCGGAT
m (DXE), CCTGAAATTCAGGGIT TGACTCTGAAA + - GAGGAAAGCGITAATATIAC - GCCACCIT CGCGACAGTGAGC
rmE1  CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG« - GAGAACTCCCTATAATIGCGCCTCGAT CGACACGGCGGAT
A1 TTTTAAATTTCCTCITTGTCAGGCCGG* - AATAACTCCCITATAATIGCGCCACCAC TGACACGGAACAA
mA2  GCAAAAATAAATGCITTGACTCTGTAG« - CGGGAAGGCGTATTATIGC - ACACCICCGCGCCGCTGAGAA
AP TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA«CCTCTGGCGGTGATAATGG - - TTGCATGTACTAAGGAGGT
APL  TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATA+CCACTGGCGGTGATACTIGA - - GCACATCAGCAGGACGCAC
T7A3  GTGAAACAAAACGGT TGACAACATGA+ AGTAAACACGGTACGATIGT - ACCACATGAAACGACAGTGA
TIAT  TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT - CTAACCTATAGGATACTITA - CAGCCAT CGAGAGGGACACG
T7A2  ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC - AAATCGCTAGGTAACACTAG
fd VIl GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTT--TCGCGCTTGGIAIAAICG - CTGGGGGTCAAAGATGAGTG
-3 o0 +1
Konszenzus /' / %
szekvencia: 5' TTGACAT3 5’TATAAT3’ = TATA box

9.6. abra. A prokari6tak promoétereiben (itt az E. coli 13
génjének promoterében) két er6sen  konzervalt
szekvencia ismerhetd fel. Mindkett6hdz az RNS-
polimeraz kotddik. A -35. hely kornyékén levot kék, az
Un. TATA-boxot narancssarga téglalap jelzi. A
transzkripcié a +1-el jelolt helyen kezd6dik (sarga). Az
elso atirt nukleotid az esetek tobbségében A vagy G.



Transzkripcio 4

y TerminAcis
Elongacio RNS polimeriz ermindcio RNS polimeraz A termindci6 helye
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Forditottan ismétlédé

agos RNS .
& stuktdra hignydban folytatédik szekvencia
5 az RNS szintézise.
9.7. 4bra. A transzkripcid terminaciojat forditottan ismétlddé s ?ﬁfr(:)rsiglvl:;S?ﬁﬂfgfklzlszsﬁkvmm
szekvencidk is lehetévé teszik az mRNS-ben képz8dé nyél-hurok Befejezﬁdik’az clongicio, az RNS szintézis.
szerkezettel.

Az mRNS szakaszai lyozzak a transzkripciot, a gének kifejez8dését, errdl egy
Minden prokariota mRNS-t harom szakasz alkot (9.8. késGbbi eldadas soran lesz részletesen sz6 (9.10. dbra).
abra). (1) Az Un. elészekvencia (angolul leader A transzkripcio kezdetén az RNS-polimeraz a TATA-
sequence) az mRNS 5' végétsl az AUG (start) kodonig boxnal tekeri szet a DNS ket szalat, majd a 3’ iranyba
tart. Szerepe az MRNS-riboszéma  kapcsolat 18-26 nukleotidnyit gordilve, a +1. helyen elkezdi a
megteremtése a fehérjeszintézis elkezdddéséhez. (2) A transzkripciot, azaz az mRNS szinteziset. A templat
kodolé szekvencia vagy nyitott leolvasési keret (angolul szél itt is az lesz, amely komplementer a TATA-boxot

open reading frame, ORF) az AUG kodontol az elsé tartalmaz6 (kodolo) szallal.

stop kodonig tart. (3) Az utdszekvencia (angolul trailer
sequence) az elso stop kodont(')loaz mRNS 3' végéig tart. TA gk
A eld-, illetve az utdszekvenciat szokds 5°, illetve 3’ URS — régié

I8

nem-transzlalodo régioknak is nevezni. (Angolul ‘_[U_U_E“}\

untranslated region, 5’UTR, illetve 3’°UTR.) —

@) Eleszté

Kotohely 100 bp Koédolo
; ; régio

Inicidcios P
szekvencia Terminiciés i

szekvencia

Prométer l
- N < ¥ .- DNS (b) Soksejtii ¢é161ény
' :
Enhanszer Promoéter ) TATA box
(tavoli régio) (kozeli régio)

o . mRNS I / .
- - —E .
Elgszekvencia Kédol6 Utészekvencia / t ] .
szekvencia Kétohely 30 bp Exon Intron

9.8. dbra. A DNS és a kddolt MRNS szerkezete kdzotti e i

kapcsolat prokariétakban. ) 3?0 ” . . )
9.10. dbra. Szabalyozo szekvencidk az élesztd és egy

soksejtii él6lény DNS-ében. A kotdhelyek azokat a

= A A DNS-szakaszokat jeldlik, amelyekhez transzkripcids
TRANSZKRIPCIO EUKARIOTAKBAN faktorok kapcsolédhatnak. (UAS= upstream activating
Az eukariéta promoter sequence)
A legtébb eukariota gén promoterében is gyakran A pre-mRNS érése

felismerhetd két erdsen konzervalt szakasz. Az itt is
megtaldlhatd TATA-box konszenzus szekvencidja
STATAY A3, és felfedezbje tiszteletére Hogness-
boxnak nevezik (9.9. abra). Eukaridtakban tovabbi, a
TATA-boxhoz kozeli DNS-szekvencidk, és tavolabb
talalhat6 enhanszerek, valamint silencerek is szaba-

A legtdbb eukariota mRNS egy érési folyamat
eredménye, amelyet angolul processing-nek neveznek.
A transzkripci6 elsé 1épésében ugynevezett pre-mRNS
molekulak képzédnek. A pre-mRNS-ek 0sszessége
alkotja a heterogén sejtmagi RNS-ek populacidjat
(hnRNS). (Ez az elnevezés még abbol az idébél

5 13 szarmazik, amikor még nem ismerték a magban nagy
xS 17 22 13 797 85 65 88150 33 18 mRNS > tdmegben talalhatg, sokféle méretii RNS termesz,ete,:t). A
E% T 17 27 11i82 2 93 10 37 10{33 12 16 prg-mRNS-ek érésiik ~ soran  harom  lépésben
§%c 5038531 1 0 0 0 0i13 38 48 modosulnak.

&G 16 13 23110 0 0 5 0 1: 4 17 18
@ T : 1. A .cap” képzddése
+T A T AA/TA! P .
Konszenzus szekv,enua- ..................... /----:: ] ) Els6 1épésben egy un. ,.sapka” (cap) képzddik a még
9.9. abra. T'f‘TA'bOX az euk’arlot’a genek promote- teljesen at sem frodott pre-mRNS 5' végére. A , sapka”
rében. A felsé vonal a DNS 5°—3 szalat mutatja, €s egy 7-metil-guanozinbél és 1-2 tovabbi metil-csoportbél
azt, hogy milyen gyako_rlsaggal fordulnak el6 az adott all (9.11. abra), egy enzimkomplex épiti az 5' végre. A
helyen a kiilonféle bazisok nagyon sok eukari6ta gén sapka” a pre-mRNS-t, és a késébb beldle képzéds
promoterében. A szines téglalappal jelzett helyen a MRNS-t védi a degradaciotol. Sziikséges tovabba az
TATAATA szekvencia fordul eld a leggyakrabban. mMRNS sejtmaghbdl vald kijutasahoz, valamint az mRNS-

riboszéma kapcsolat megteremtéséhez.



§' vég. Itt kezdddik az mRNS.
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9.11. abra. A sapka szerkezete

eukariota mRNS-ek 5' végén.

Kadold

szekvencia

2. A splicing

A hnRNS-alloméanyt alkotd pre-mRNS-ek mérete
néhany szaz és tobb mint egy millié nukleotid kdzott
véltozik. Ugyanakkor, mig példaul a p-globin pre-
mRNS kb. 1500 nukleotid hosszu, az érett, mar a
citoplazmaban levé B-globin mRNS csak kb. 700
nukleotidbdl all. Amikor a p-globint nagyon nagy
mennyiségben szintetizdl6 madar vorosvérsejtekbol

sejtmagi hnRNS-t (ma mar tudjuk: pre-mRNS-t)
izolaltak, majd a kddolé (denaturalt) DNS-el
hibridizaltdk és az RNS/DNS hibridet elektron-

mikroszkopban vizsgaltdk, két egymashoz tapadd
vastagabb, kettés szal (az RNS-DNS-hibrid) es egy
vékony, egyszali DNS-szakasz latszott (9.12. abra).

A citoszolbdl izolalt érett mRNS is hibridizalt a
k6édol6 DNS-el. Azonban az el6z6tél kiilonbozb
szerkezetet lattak: a DNS-szakasz egy része hurkot
képezett (9.12. dbra) — mert a neki megfelelé szekvencia
hianyzott az mMRNS-bdl. Tehat a pre-mRNS-bdl
bizonyos szakaszok kivagédtak még a sejtmagon bell.
A Kkivagott szakaszt intronnak (angolul intervening
sequence, intron) nevezik. Az a folyamat, amely soran
az intronok kivagodnak a pre-mRNS-ekbdl, a splicing
(szplajszing). A megmaraddé RNS szakaszok (exonok)
képezik az érett mRNS-t. Az intron/exon fogalma
nemcsak pre-mRNS-re, hanem a gén megfelel6 DNS-
szakaszaira is alkalmazhat6: a kodolo région belil
intronok, amelyek az érett MRNS-ben nincsenek benne,
illetve exonok, amelyek az érett mMRNS-ben is jelenlévé
szakaszt kodolnak.

DNS + pre-mRNS DNS/RNS

Kozbens
(intervening)
szekvencia

Kodolé
szekveneia

| DNS + mRNS DNS fonal
pre-mRNS
A kbzhenss A kozbenso
l szekvenciok Az mRNS az értelmes (mtervenlng)
mRNS kivigasa széllal hibridet képez. szekvencia

9.12. abra. Az intronnak megfeleld szekvenciak
kihurkolédnak az RNS/DNS hibridekbél.

Ugyanabb6l a pre-mRNS-bél kiilonféle mRNS-ek
képzédhetnek a kullonféle sejttipusokban vagy az egyed-
fejlédés kiilonboz6 szakaszaiban (alternativ splicing).
Vannak olyan DNS-szekvenciak, amelyek bizonyos

™ A Kiszoritott
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esetekben intronok, maskor exonok. Az intronok/exonok
véaltoz6 kombinéacidja a kodold DNS gazdasagos
felhasznalasat biztositja: egyetlen génnel tobbféle,
tobbé-kevésbé eltérd funkciodj fehérje is kodolhatd. Az
intronoknak masfajta, evollcios jelentésége is van: az
intronok terliletén ,,szabadabb” a rekombinacid
lehet6sége (mert nem érintik a képzodd fehérje
szerkezetét), exonok keriilhetnek egyik génbdl a
masikba, és maguk is exonokka valhatnak az evollcio
soran. SOt, vannak olyan gének, amelyek egy masik gén
intronjaban vannak.

A pre-mRNS-ek splicingja tébbféle médon torténhet.
(1) A legtdbb pre-mRNS érése a spliceosomak
kozremiikodésével torténik. A spliceosomékat kis
sejtmagi, Un. snRNS molekulak, valamint a hozzajuk
kapcsolodd specialis fehérjék alkotjak. Az sSnRNS-ekbdl
tébbet ismerink (Ul — U12), de a leggyakoribbak az
egyittmiikodé Ul, U2, U4, U5 és U6 snRNS-ek. A
spliceosomak snRNS-ei Kkatalitikus aktivitassal birnak.
Felismerik a pre-mRNS-ekben az intron/exon-hatért
(jellegzetes szekvencidkat), elhasitjak a pre-mRNS-eket,
két atészterezéssel lasszé alakban kivagjak az intron-
szekvenciakat, majd ligdljdk az exonoknak megfeleld
részeket (9.13. abra). Az intronok ezek utadn gyorsan
lebomlanak a sejtmagban talalhat6 RNS-bontd komplex,
az exoszéma segitségével. A kivagddas helyének
pontossaga nagyon fontos, hiszen a fehérjét kdédolo, az
Osszekapcsolt exonok altal meghatarozott szekvencia
megvaltozasa mutacidval jarhat. Ezért az exon/intron
hataron levé nukleotidok igen erésen konzervaltak.

A pre-mRNS hasitasa, dssze-
illesztése szplajszoszomakkal
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9.13. 4bra. Az intron-szekvenciak kivagasa pre-mRNS-
b6l on-splicing-gal (1. és I1. tipus) és a spliceosomaval.

(Erdekesség, hogy a spliceosoméak megismerésében a
Lupus erythematosus - farkasfoltossdg — nevii auto-
immun betegség volt a kutatok segitségére: néhany
farkasfoltos beteg vére olyan ellenanyagot tartalmazott,
amely a spliceosomak valamelyik komponense ellen
képz6dott. Az igy rendelkezésre all6 ellenanyagok tették
lehet6vé a spliceosomék izolalasat, tanulméanyozésat.)

(2) Vannak olyan pre-mRNS-ek (és pre-rRNS-ek, pre-
tRNS-ek is!), amelyek 6n-splicinggal, kétféle mddon
tavolithatjak el magukbdl az intronokat (9.13. &bra).
Ezekben a pre-RNS-ekben talalhatdo intronoknak
maguknak van olyan katalitikus aktivitasa, amely éppen
sajat kivagodasukat és az exonok ligalasat katalizalja.
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. AAUAAA 3 be és exportalodik a citoplazmaba, vesz
Poli-A felismerd hely f részt a transzlépiéban. Az intrgnokat
Hasités, és a poli-A farok alkot6 szekvencidk sohasem hagyjék el a
képzddésének helye sejtmagot, hanem az exoszOmak révén
K 10-30 nukleotid >} elemésztddnek, Az érett mMRNS-ek pedig
exportalédnak a citoplazméba.
5 AAUAAA AAAAAAAAAAAS A prokariétakhoz hasonldéan az érett

N

eukariota mRNS-nek is harom fontos

9.14. &bra. A poli-A farok képz6désének mechaniz-
musa eukariéta mRNS-ek 3' végén.

Iniciacios szekvencia
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{ A fragment 1
elemésztédik

része van: az elGszekvencia, a nyitott
leolvasasi keret és az utdszekvencia
(9.15. é&bra). Az érett mRNS-ek alapjan
szintetizalédnak a fehérjék a transzlacio
soran a citoplazmaban.

Terminacios szekvencia
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Az intervening szekvencidk eltavolitodnak
1 és poli-A farok képzédik

sapkq@’w‘
kodolo szekvencia

elészekvencia

9.15. &bra. Egy tipikus eukariéta mRNS képzddése és
szerkezete.

Kozalik a Il.  tipusd  onkivagodd intronok
mechanizmusukban  és  szerkezetikben  nagyon
hasonlitanak a spliceosomakban taldlhat6 U1-U6
SNRNS-ekre. Ez utobbiak valosziniileg ilyen 6nkivagodd
intronoknak az  evollci6  soran  bekovetkezett
,onallésodasabol”  szarmaznak. A spliceosomak
fehérjekomponensei foleg a katalitikus  aktivitast
snRNS-ek szerkezetének stabilitasat biztositjak.

A katalitikus aktivitasi RNS-ket ribozimoknak
nevezzilk, a spliceosomakon kivil jellegzetesen ilyenek
példaul a riboszémaban talalhatd rRNS-ek is.

3. A poly-A farok

Az eukaridtakban a legtdbhb mRNS-nek poli-A farka
van az mRNS 3' végén. A poli-A farok 100-250 adenin
nukleotidbdl all, és nincs poli-T DNS-templétja a
génben. A poli-A farok képz6désének mechanizmusa a
kovetkezd (9.14. dbra). Egy enzimkomplex egyik tagja
az AAUAAA (poli-A felismerési helynek nevezett)
szekvenciatol 10-30 nukleotiddal lentebb, azaz a 3'
irdnyban elvagja a pre-mRNS-t, egy masik alegység, a
poli-A polimeraz pedig poli-A farkat készit. A poli-A
farok az mMRNS élettartalmat szabalyozza: minél
tobbszor gordiilnek végig a riboszémak egy mRNS-en,
annal révidebb lesz a poli-A farok.

A pre-mRNS érése kb. 30 percet vesz igénybe,
természetesen a sejtmagon beliil. Talan meglepd, de a
pre-mRNS-eket alkoté nukleotidoknak csak kis
hanyada, atlagosan kb. 5%-a keril bele az érett mMRNS-

~aneannaapoli-A - mRNS

farok

utoszekvencia

Es ez egy fontos kiilénbség a prokariotak és eukariotak
kozott: az eukaridtakkal ellentétben a prokaridtakban
(miutdn nincs sejtmagjuk) az mRNS-ek transzlacidja
mar akkor elkezdddik, amikor szintézisik, azaz a
transzkripcid6 még be sem fejez6dott. Ez  el6nyds
szamukra, mert nagyon meggyorsitja a fehérjeszintézis
folyamatat, ugyanakkor prokariotdkban nincs lehetéség
arra, hogy egy elkulonilt térben, még a fehérjeszintézis
elétt modositani lehessen az mRNS-t. Igy nem
mikodhet az eukaridta fehérjék sokféleségét biztositd
splicing, és nincs meg egy masik fontos transzkripcios
szabalyozasi pont sem: az eukariétakban adott esetben
még az érett mRNS is visszatarthato a sejtmagban, ha a
helyzet (gy kivénja.

OSSZEFOGLALAS

A DNS-ben kddolt genetikai informacié a fehérjék
szintjén nyilvanul meg. A fehérjék szintézise kétlépcsds
,erositési” folyamatban torténik. El8szor a transzkripcio
sorén a génr6l sok mRNS, majd minden egyes mRNS
alapjan nagyon sok fehérje képzédhet. Az mRNS
szintézisét speciélis fehérjekomplex, az RNS-polimeréz
végzi. Az mRNS-ek szintéziséhez specifikus DNS-
szekvenciakra, prométerekre van szilkség. A prométerek
nem csak a transzkripcid kezdetét jel6lik, hanem
szabalyozzak a transzkripcié, igy a génkifejez6dés
mértékét is. A DNS tehat nemcsak azt kodolja, hogy
milyen fehérjék képzOdjenek, hanem azt is, hogy
bel6lik milyen sejttipusban, az egyedfejlodés melyik
szakaszaban, és mennyi szintetizalodjon. Az eukariota
mRNS-ek érési folyamaton mennek keresztiil, amelynek
talan legfontosabb 1épése ,,atszabasuk™, a splicing.



