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1. GENETINE REKOMBINACIJA

1.1. Genetinés rekombinacijos sgvoka

Genetiné rekombinacija (lot. re — veiksmo pasikartojimas, combinatio — jungimasis, derinima-
sis) — tai nukleortig§¢iu molekuliy tarpusavio saveika, kurios metu kiekybiskai arba kokybiskai pakinta
jose esanti genetin¢ informacija. Rekombinacija dazniausiai vyksta dalyvaujant baltymams, nors kai
kurie jos atvejai, nustatyti retrovirusuose, rodo, kad galima ir be jy. Galima manyti, kad genetinés
rekombinacijos reiSkinys ,,uzgimé* pirmyks¢iame vandenyne, kai tik jame atsirado nukleoriigs¢iy
molekuliy. Manoma, kad tai buvo RNR pasaulis, o pirmieji genomai, vadinami protogenomais,
tikriausiai buvo sudaryti i§ Sio cheminio junginio (Gilbert, 1986; Robertson & Ellington, 1998). Jeigu
tolesn¢ genomy evoliucija vyko ,,aklojo laikrodininko®, kaip vaizdingai gamting atranka pavadino R.
Dawkins, veikiama tai rekombinacija buvo ir iSlieka pagrindinis ,,Zaliavos* jam tiekéjas (Dawkins,
2000). Be rekombinacijos genomai bty statiSkos, mazai kintamos struktiiros. Ilga laika palaipsniui
besikaupian¢ios mutacijos sukelty tam tikrus nukleotidu seku pokyCius genomuose, taiau ju
gebéjimas evoliucionuoti be rekombinacijy biity labai ribotas.

Bégant laikui, kito ne tik genomai, bet ir pacios rekombinacijos molekuliniai mechanizmai. Pacius
primityviausius neseniai buvo galima tik isivaizduoti. Ta¢iau nauji RNR rekombinacijos tyrimai rodo,
kad ji gali vykti tarp RNR molekuliy nedalyvaujant jokiems tarpininkams (Chetverin, 1999; Chetverin,
2004). Labai nedideliu dazniu RNR molekulés saveikauja vidinémis sritimis ir reakcijoje dalyvauja 2’-
OH grupeés.

Pirmiausia buvo atrasta eukarioty rekombinacija. Todé¢l, kai kalbame apie organizmus, genetine
rekombinacija galime vadinti toki vyksma, kurio metu gaunami palikuonys, turintys naujus derinius
dviejy ar daugiau paveldimy faktoriy, kuriais skyrési ju tévai. Genomy, padalyty i atskiras
chromosomas, atsiradimas sukiiré prielaidas naujai genetinés informacijos rekombinacijos galimybei.
Lytiskai besidauginanc¢iuose diploidiniuose organizmuose homologinés chromosomos | gametas
pasiskirsto nepriklausomai, taip susidaro gametos, turin¢ios naujas geny kombinacijas. Toks
kombinacinis kintamumas lemia, kad, susiliejus vyriSkosioms ir moteriSkosioms gametoms, atsiranda
organizmas, kuris turi galbiit unikaly tam tikros riSies genoma. Kombinacinis kintamumas nors ir
paprastas, taciau labai svarbus rekombinacijos mechanizmas, kuriam nereikia fiziniy DNR poky¢iy.
Taciau jam bitina chromosomy genetiné jvairove. Jeigu vieno individo chromosomos biity identiskos
kity tos pacios rusies atstovy chromosomoms, tai, nepaisant kombinacinio kintamumo ir lytinio
dauginimosi, atsirade palikuonys biity genetiskai vienodi. Chromosomy geneting {vairovg nulemia du
mechanizmai: mutacijos ir sukibusiy geny rekombinacija. Pastaroji gali biiti skirstoma { homologing,

sait-specifing, transpozicija ir nedésningaja (nehomologing).



Lastelés rekombinaciné struktiira gana konservatyvi, todél pagrindiniai Sio proceso etapai yra
universallls visiems gyviems organizmams. Pagrindiniai universaliis etapai Sie:

e trukiy atsiradimas DNR molekulése;

e viengrandziy DNR fragmenty susidarymas;

e heteroduplekso (hibridinio DNR fragmento) susiformavimas;

e geno konversija ir (ar) krosingoveris.

Vis délto pamatysime, kad rekombinacijos mechanizmai yra nepaprastai jvairis ir gana sudétingi.
Genetinés rekombinacijos pasekmés iSryskéja ne tik organizmy kartose. Rekombinacija nuolat vyksta
kiekvieno individo genome. Tai gali sukelti geny veiklos poky¢ius, individo somatiniy lasteliy

tvairovés susidaryma, DNR pazaidy salinima.
1.2. Rekombinacijos tipai

Dazniausiai rekombinacija (be kombinacinio kintamumo) skirstoma { homologine, sait-specifing,
transpozicija ir nedésningaja (nehomologing). Toks skirstymas gana salyginis, taciau patogus ir
visuotinai priimtas. Vis délto yra keletas rekombinacijos reiSkiniy (klasiy kaitos rekombinacija, V(D)J
rekombinacija, T-DNR rekombinacija), kurie turi labai savity bruozy arba ypatybiy, budingy daugiau
nei vienam rekombinacijos tipui. Todél apie Siuos reiskinius bus kalbama atskirai nepriskiriant ju né

vienam 1§ iSvardyty tipu.
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1 pav. Rekombinacijos daznio priklausomumas nuo homologinio fragmento ilgio tarp mainuose
dalyvaujanc¢iy fago T4 mutanty DNR molekuliy (Singer ir kt., 1982)

Homologiné, arba bendroji genetiné rekombinacija — tai genetiniai mainai tarp nukleoriig§¢iy

molekuliy, turin¢iy identiSkas arba labai panaSias (homologines) sritis. Taciau butinas tam tikras
homologiniy DNR seky ilgis. Jei homologijos saito ilgis yra trumpesnis uz tam tikra kritini dydi, tai
homologin¢ rekombinacija nevyks, nes su DNR negalés saveikauti specifiniai homologija
atpazistantys ir procesa vykdantys baltymai. Homologijos saito ilgio itaka rekombinacijos dazniui

buvo tiriama {vairiuose biologiniuose objektuose. Nustatyta, kad ji labai priklauso tiek nuo
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saveikaujan¢iy molekuliy savybiy, tiek nuo paties objekto. E. coli lastelése Sis dydis yra apie 2040
bp, Bacillus subtilis ~70 bp, mielése — 150-250 bp, zinduoliy Iastelése — 200 bp. Pirmame paveiksle
pavaizduotas fago T4 mutanty rekombinacijos daznio priklausomumas nuo homologijos. Siy mutanty
rekombinacija nevyksta, jei saveikaujanc¢iy molekuliy homologiniy fragmenty ilgis maZzesnis nei 50
bp.

DNR dupleksy homologiné rekombinacija dar gali biiti skirstoma 1 konservatyviaja ir

nekonservatyviaja. Jeigu rekombinacijos produkty susidaro tiek, kiek ju buvo ir pries ja, tai yra

konservatyvioji rekombinacija. Jeigu rekombinantiniy molekuliy susidaro maziau, tai yra

nekonservatyvioji rekombinacija (2 pav.).

—+ —
———— o
_X+
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+ + o+ o+
CCEEEE  3— T —
A+ B
[ o]
>

2 pav. Konservatyvioji (A) ir nekonservatyvioji (B) rekombinacija (Takahashi ir kt., 1992)

Manoma, kad Escherichia coli lastelése RecF keliu vykstanti rekombinacija yra
nekonservatyvioji. Rekombinuojant dviem DNR dupleksams, susidaro rekombinaciné molekulé ir
DNR galai, kurie pradeda kita nekonservatyviosios rekombinacijos etapa. Remiantis Siomis
prielaidomis galima paaiSkinti linijiniy multimeriniy plazmidziy formy susidaryma vykstant mainams

RecF keliu.

Sait-specifine rekombinacija istoriSkai buvo vadinamos dvi reiskiniy grupés: konservatyvioji sait-
specifiné rekombinacija ir transpozicija. Kadangi rekombinacijos mechanizmai abiem atvejais labai
skiriasi, todél dabar jau kalbama apie du atskirus rekombinacijos tipus: konservatyviaja sait-specifing
rekombinacija (arba tiesiog sait-specifing rekombinacija) ir transpozicija (Leach, 1996).

Svarbiausias sait-specifinés rekombinacijos pozymis yra tai, kad ja vykdo baltymai, kurie
atpazista tik tam tikras specifines sekas ir katalizuoja ju genetinius mainus. Tarp saveikaujanc¢iy DNR
seky dazniausiai yra homologija, nes jas atpaZista tas pats baltymas arba homologija reikalinga
tarpiniams Sios reakcijos etapams. Tac¢iau svarbiausias vaidmuo $io tipo rekombinacijoje tenka ne seku
homologijai, bet saveikai tarp baltymo ir DNR bei tarp baltymuy. Konservatyviosios sait-specifinés
rekombinacijos pavyzdys — fago A integracija { E. coli chromosoma ir ekscizija i§ jos (3 pav.).
Svarbiausias ¢ia yra Int baltymas, kuris atpazista attP, attB sekas bei tarp ju vykdo rekombinacija. A
insercijai reikia, kad attB sekos ilgis butu ne trumpesnis kaip 21 bp, o attP — 234 bp. Be to, attP saitas

turi biiti superspiralizuotas. Tarp attP ir attB seku 15 bp yra identiskos.
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3 pav. Fago A ir E. coli sait-specifiné rekombinacija (pagal Weisberg ir Landy, 1983)

Transpoziciné rekombinacija panasi { sait-specifing tuo, kad jos metu taip pat vyksta saveika tarp
baltymo ir DNR bei tarp baltymy molekuliy. Taciau baltymai, katalizuojantys transpozicija,
dazniausiai specifiSkai atpazista tik viena i§ rekombinacijoje dalyvaujanciy seky, transpozicijai
svarbios genomo judraus elemento sekos, esancios jo galuose. Jas atpaZzistantis baltymas daznai
vadinamas transpozaze.

Nedésningoji (nehomologing) rekombinacija vyksta tarp molekuliy, neturinciy jokios homologijos

arba ji labai maza. Retais atvejais, ypac bakterijose, §i procesa lemia lastelés sistemuy, nepritaikyty re-
kombinacijai, klaidos. Kai kurie autoriai (pavyzdziui, Leach’as) sitilo Sio tipo rekombinacijos reiski-
nius skirstyti i dvi grupes: ,,galy sujungimo® ir ,,grandiniy slysteléjimo* (Leach, 1996). Taciau toks
grupavimas neatspindi visos nedésningos rekombinacijos reiSkiniy jvairoveés.

Ivairios rekombinacijos sistemos gali koegzistuoti toje pacioje lasteléje. Taciau idomu tai, kad ju
indélis 1 bendraja rekombinacija ivairiose organizmy grupése yra skirtingas. Mikroorganizmuose vy-
rauja homologiné rekombinacija. O augaly lastelése vienam homologinés rekombinacijos atvejui tenka
100—10 000 nedésningos rekombinacijos ivykiy.

Daznai vartojami terminai ,reciprokine” ir ,nereciprokiné rekombinacija®. Reciprokiné
rekombinacija — tai simetriS8ki dvieju DNR dupleksy mainai. Tipiskas reciprokinés rekombinacijos

pavyzdys yra mejozinis krosingoveris, kurio metu homologinés chromosomos apsikei¢ia vienodais

savo fragmentais (4 pav.). Nereciprokiné rekombinacija — tai nesimetriSkas apsikeitimas genetine
informacija. Siuo atveju informacija perduodama tik viena kryptimi. Ryskiausias nereciprokinés
rekombinacijos pavyzdys eukariotuose yra geno konversija. Sis reiskinys pirmiausia buvo aptiktas
grybuose ir pasireiSké netipiSkais skilimo santykiais: 5:3, 6:2 (vietoje 4:4). Geno konversijos priezastys

gali buti dvejopos: reparacija heteroduplekse arba dvigrandzio triikio reparacija (5 pav.).
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DD
4 pav. Mejozinis krosingoveris — reciprokinés rekombinacijos pavyzdys. Jo metu tarp homologi-
niy chromosomy vyksta simetriski genetiniai mainai (pagal Watson ir kt., 2004)

(b) Geno konversija

D € F
5 3
. 3 : —5
(a) Heterodupleksai D e
d e f
D E F 3 >
5 3
5 3 d € f
37D e o
d E f (c) Be geno konversijos
3 5
D E F
373 c > s ;
3= = 5
3 d e f 5
5 3
d ¢ f

5 pav. Heteroduplekso reparacijos pasekmés: a) skirtingos kilmés hibridinés DNR fragmentai, su-
sidar¢ rekombinacijos metu; b) heteroduplekso reparacija, kurios metu vyksta geno konversija.
Nesuporuoti nukleotidai heteroduplekse iStaisomi pagal recesyvinio alelio DNR seka. Dél Sios prie-
zasties dominuojantis alelis E (E’) virsta recesyviniu e (e’); ¢) heterodupleksas iStaisomas pagal ori-
ginalia DNR seka ir geno konversija nevyksta. obiweb.bcgsc.ca/medgen/medgen520/Block6.htm

Nereciprokiné rekombinacija taip pat vyksta transformacijos, transdukcijos ir konjugacijos metu
(6 pav.). Siuo atveju, vykstant mainams, recipiento DNR fragmentas sunyksta ir islieka tik i§ donoro

gauti aleliai.
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6 pav. Nereciprokiné rekombinacija, vykstanti bakterijy transformacijos, transdukcijos ar
konjugacijos metu (rodyklémis pazymétos endonukleaziy veikimo vietos)

Be minéty rekombinacijos tipy daznai iSskiriama dar viena homologinés rekombinacijos reiskiniy

grupe, kuri vadinama ektopine rekombinacija. Tai mainai tarp pasikartojanciy geny ar pasikartojanciy

seky, daznai esancCiy nealelinése padétyse.
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2. Homologiné rekombinacija

Morganas (T. H. Morgan), tyrinédamas vaisines museles, vienas pirmyjy susidoméjo homologinés
rekombinacijos reiSkiniu — krosingoveriu (angl. crossing-over). Bandydamas paaiskinti jo
mechanizma, Morganas iSkélé hipotezg, kad mejozés metu, poruojantis homologinéms
chromosomoms, ivyksta triikiai ir jos apsikeicia fragmentais. Taip susidaro nauji sukibusiy geny aleliy
deriniai. S reiskinj Morganas ir jo mokiniai panaudojo geny padééiai chromosomose nustatyti.

Nepaisant Morgano iSkeltos ir vélesniy hipoteziy, rekombinacijos molekuliniai mechanizmai ilga
laika buvo neaiskiis. Iki 1960 m. nebuvo zinoma, ar homologiné rekombinacija vyksta i§ pradziy
reduplikuojant dali vienos chromosomos, o po to — dalj kitos, ar ji susijusi tik su chromosomy trukiais
ir nauju susidariusiy galy sujungimu. Siuos skirtingus poziiirius i§reidké ,,matricy kaitos™ ir ,,trikio-
susijungimo” hipotezés (Leach, 1996). Kad rekombinacija gali biiti susijusi su chromosomos trikiu,
pirmieji nustaté Mezelsonas (M. Meselson), Weigfe ir Kellenbergeris (G. Kellenberger), tirdami fago
A rekombinacija. Véliau M. Mezelsonas ir Sthalis (F. Sthal) irod¢, kad homologiné rekombinacija gali
vykti be Zymesnés DNR replikacijos.

Vis délto vienareikSmiSkai atsakyti i §i klausima nepavyko iki Siol. Dabar yra zinoma daugybé
rekombinacijos sistemy ir rekombinacijos tarpiniai produktai gali biiti subrandinami labai ivairiai. Tai
priklauso nuo jy DNR struktiiros ir dalyvaujanciy fermenty. PavyzdZziui, irodyta, kad tam tikra dalis
retrovirusy rekombinacijos jvykiu visiskai atitinka ,,matricy kaitos™ hipoteze.

Rekombinacija galima salyginai skirstyti | tris stadijas: iniciacija, reparacija ir molekuliy

atskyrima.

3 A 5
— T :

LA T

B —

3 — 5"
5 LU Y] 3

7 pav. Holid¢jaus jungtis (HJ) ir jos migracija (rodyklé rodo HJ migracijos krypti)

Iniciacijos metu suartinamos saveikaujanc¢ios molekulés, palyginamas juy nukleotidy sekos
panasumas. Kadangi homologiné rekombinacija labai tikslus procesas, tai ji gali prasidéti tik tarp
identisky seky. Todéel homologija turi biiti atpazistama ir, jeigu ji yra pakankama, reakcija gali vykti
toliau. Tada arba susidaro X pavidalo jungtis (-ys), dar vadinama Holid¢jaus (Holliday) jungtimi (7

pav.), arba vyksta viengrandziy DNR molekuliy galy sulipimas (X jungtis nesusidaro). Abiem atvejais
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susidaro hibridinis DNR fragmentas, vadinamas heterodupleksu, kuris gali pléstis dél Holidé¢jaus
jungties migracijos.

Antrame etape atpaZistami netinkamai suporuoti nukleotidai bei paSalinimi susidarg¢ plySiai. Jeigu
rekombinuojan¢ios DNR molekulés neidentiskos, tai heteroduplekse esantys neteisingai suporuoti
nukleotidai atpazistami ir iStaisomi.

Paskutiniame etape grandinés gali buti atskiriamos labai ivairiai. Tai priklauso nuo susidariusiy
hibridiniy molekuliy tipo bei lastelés fermenty. Reparacija nebitinai turi vykti iki atskyrimo. Ji gali

biti atlieckama ir atsiskyrus chromosomoms.

2.1. Homologinés rekombinacijos modeliai

Atrodyty keista, kad praéjus daugiau kaip pusei amziaus nuo to laiko (1953 m.), kai buvo istirta
DNR sandara, iki $iol tiksliai nezinoma, kaip dvi saveikaujancios molekulés atpazista, aptinka abipusg
homologija (Shibata ir kt., 2001; Sagi ir kt., 2006). Mokslin¢je literatiroje yra du Sio reiskinio
aiSkinimai. Pirmaji dar 1964 m. pasitlé Holidéjus (R.A.Holliday). Anot jo, baltymai, atpazistantys
homologija, 1§ pradzZiy iSvynioja nedideles saveikaujan¢iy DNR molekuliy spiraliy dalis, o po to
padeda susidaryti Vatsono-Kriko (Watson-Crick) vandenilinéms jungtims tarp grandiniy i§ skirtingy

DNR molekuliy (8 A, C pav.). Toks aiskinimas vadinamas ,,grandinés atskyrimu pries susijungima”.
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8 pav. Hipotetiniai alternatyviis dvieju homologisky dgDNR (A, B) bei vgDNR ir dgDNR (C, D)
molekuliy poravimosi ir apsikeitimo grandinémis btidai (Stasiak, 1992)

Antrasis aiSkinimas gali biiti pavadintas ,,susijungimu prie§ grandiniy atsiskyrima”, kuris teigia,
kad tarp dvieju DNR dupleksy arba duplekso ir viengrandés DNR homologisku seky susidaro
papildomos vandenilinés jungtys. Baltymai Siuo atveju turéty padéti tokiy keturgrandziy ar trigrandziy

struktiiry susidarymui, o po to atskirti Sias sekas (8 B, D pav.). Taip susidaryty DNR dupleksai,
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apsikeite segmentais. Si modeli 1977 m. pasiiilé S. McGavin, remdamasis teorinémis prielaidomis
(McGavin 1977).

Homologijos atpazinimas iki Siol nepakankamai iStirtas, vis délto eksperimentiniai duomenys rodo
aktyvy RecA/Rad51 Seimos baltymy vaidmenj Siame procese (Kurumizaka ir kt., 2000; Shibata ir kt.,
2001). Nustatyta, kad RecA per 15 min. gali aptikti mainams tinkama homologiska DNR esant 2x10°
heterologinés DNR pertekliui (Bazemore ir kt., 1997).

Holidéjaus modelis. Sis, jau standartiniu tapes modelis (9 pav.), buvo sukurtas 1964 m. Modelj
sukiiré R.A. Holid¢jus, aiSkindamas, kaip vyksta homologiné rekombinacija E. coli 1astelése.

-

~<

9 pav. Holidéjaus homologinés rekombinacijos modelis (paaiSkinimas tekste)

Remiantis Siuo modeliu, iSskiriamos trys pagrindinés homologinés rekombinacijos ypatybés:

a) mainus sukelia simetriski homologiniy grandiniy trukiai (B);

b) simetriski grandiniy mainai nulemia heterodupleksy susidaryma (C);

¢) dé¢l mainy susidariusi X tipo Holid¢jaus jungtis (C, D) yra sukarpoma dvejopai (D), todél
susidaro dviejy rusiy rekombinaciniai palikuonys. Vieni vadinami ,,sulopytais” (F), kiti —
»sujungtais” (H). Pirmuoju atveju ivyksta apsikeitimas vidingje dalyje esanciais fragmentais
(geno konversija), antruoju — mainai flanginiais segmentais (krosingoveris). Kad grandiniy
mainai vykty krosingoverio biidu, reikalingas DNR molekuliy erdvinis persigrupavimas,
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vadinamas izomerizacija (G, E). Sis modelis gali paaiskinti daug genetinés rekombinacijos
reiSkiniy, tarp jy ir geno konversija.

Véliau buvo sukurta keletas kity modeliy, vienaip ar Kkitaip interpretuojanciu eksperimenty
rezultatus, nepaaiskinamus standartiniu modeliu.

Mezelsono ir Radingo modelis. Holidé¢jaus modelio trikumas buvo simetrisky trukiy
susidarymas. Todél 1975 m. Mezelsonas (M. Meselson) ir Radingas (C.M. Radding) sukiiré modeli,
aiSkinanti kaip grandiniy mainai gali prasidéti dél vieno viengrandzio trikio DNR molekuléje (10
pav.). Pagal §j teigima, prie atsiradusio triikio (A) 3'galo gali prisitvirtinti DNR polimeraze ir pradeéti
DNR sinteze (B). Taip viengrandis DNR molekulés galas yra iSstumiamas i$ duplekso. Jis gali biiti
iterpiamas i homologiska intaktiska DNR ir sukelti D kilpos susidaryma. Si kilpa gali bati
endonukleaziy ikerpama ir egzonukleaziy suskaldoma. Susidaro asimetrinis heterodupleksas (C).
Polimerazé gali buti prarasta ir vykti struktiiros izomerizacija susidarant Holidéjaus jungciai (D).
Jungtis gali migruoti, jeigu yra homologija, po to gali biiti endonukleaziy suskaldyta. Priklausomai nuo
kirpimo vietos, susidarys krosoveriniai ar nekrosoveriniai rekombinacijos produktai (E, F). Kaip ir
Holidéjaus modelyje, Siuo atveju taip pat gali vykti netaisyklingai suporuoty nukleotidy korekcija

heteroduplekse, sukelianti geny konversija.

Z

A

10 pav. Mezelsono ir Radingo (1975) homologinés rekombinacijos modelis

Trikis gali atsirasti dél nukleaziy, topoizomeraziy ar kity baltymu poveikio, gali biiti ir Zalingy
aplinkos veiksniuy padarinys. Siame modelyje pagrindinis prieitaravimas buvo tai, kad inicijuojanti

molekulé tampa genetinés informacijos donoru. Taciau eksperimentiniy tyrimy rezultatai rodo, kad ji
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turéty biti recipientu. Sia problema i§sprendZia Radingo 1982 m. pasiilytas modelis, kuris remiasi E.
coli RecA baltymo katalizuojama reakcija in vitro. D€l baltymo rekombinacija pradéjusi molekulé
veikia kaip recipientas (11 pav.). Tokia molekulé turi viengrandi tarpa (A), kuris, esant RecA,
saveikauja su homologine molekule ir susidaro D kilpa (B). Tokia kilpa sukarpoma ir susidargs 3'galas

tampa pradmeniu DNR sintezei (C). Toliau viskas vyksta kaip ir ankstesniame modelyje.

- N
A

11 pav. Radingo pasiiilytas homologinés rekombinacijos modelio variantas (Radding, 1982)

A L——
p————— —

: X X

12 pav. Dvigrandziy trikiy reparacijos modelis pagal Szostaka

Rekombinacijos, kurig sukelia dvigrandziai trikiai, modelis. 1976 m. ji sukiré Resnikas

(M.A. Resnick), o toliau tobulino Szostakas (J. Szostak) ir kt. (1983 m.). Panagrinékime viena $io
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modelio versiju (12 pav.). Dél dvigrandzio triikkio susidar¢ laisvi galai yra subrandinami
egzonukleaziy, skaldanciy viena i§ DNR duplekso grandiniy (A). Susidargs viengrandis galas
iterpiamas { homologiska dgDNR ir susidaro D kilpa (B). [terpima gali atlikti RecA ir i juos panasiis
baltymai. DNR sintezé nuo 3’galo iSstums i§ dgDNR vieng granding, su kuria gali saveikauti (esant
homologijai) viengrandis 3'galas i§ kitos dvigrandzio triikio pusés (C). Nuo Sio galo taip pat gali
prasidéti DNR sinteze. Vykstant §iai sintezei plySys uZpildomas informacija, esanc¢ia homologinéje
grandin¢je (D). Tuo metu susidaro dviguba Holidéjaus jungtis, kuri véliau gali buti nukleaziy

suskaldoma (E).

2.2. Prokarioty homologiné rekombinacija

2.2.1. Rekombinacijos kelio sagvoka

Genetiniai tyrimai parode, kad E. coli laukinio tipo kamiene rekombinacijai vykti reikalingi RecA,
RecBCD, SSB, DNA polimerazé I, DNR girazé ir DNR ligazé. Tac¢iau mutanty ir supresoriy analizé
atskleidé dar visa grupe papildomy homologinés rekombinacijos sistemos baltymuy. Be to, vieno ar kito
baltymo poreiki nulémé pats substratas, t. y. rekombinuojamosios DNR molekulés. Tiriant E. coli
mutantus, kuriuose pazeistas rekombinacijos procesas, pavyko atrasti mutacijas, kurios atkurdavo HR
dazni beveik iki normalaus lygio. Remiantis tuo galima daryti iSvada, kad bakterijoje egzistuoja
keletas rekombinacijos keliu. Rekombinacijos kelias — tai seka jvykiy, kuriy metu DNR molekulés
saveikauja tarpusavyje iki galutiniy produkty (hibridiniy DNR molekuliy) susidarymo dalyvaujant HR
sistemos baltymams. Sj vyksma katalizuojan¢ius baltymus koduoja lastelés HR sistemos genai.
Rekombinacijos kelio savoka 1973 m. pasiialé Klarkas (A. Clark). E. coli yra Zzinomi trys
rekombinacijos keliai: RecBCD, RecE ir RecF. Mutanty tyrimai parodé, kad kai kurie baltymai veikia
daugiau nei viename kelyje. Pavyzdziui, RecA baltymas reikalingas visais atvejais, i$skyrus nuo RecE
priklausoma plazmidziy rekombinacija.

RecBCD kelias yra pagrindinis laukinio tipo lastelése. Jis jjungiamas, kai lastel¢je atsirada DNR,
turinti dvigrandzius triikkius (DGT). DGT bakteriju lastelése gali susidaryti dél mutageny (pavyzdziui,
del jonizuojamosios spinduliuotés), dél replikacijos proceso sutrikimy, o taip pat vykstant bakteriju
lytiniam procesui (konjugacijai, transdukcijai). E. coli laukinio tipo lastelése RecBCD keliu vyksta 99
proc. visy rekombinacijos jvykiy transdukcijos ir konjugacijos metu. Sio kelio svarbiausi komponentai
yra RecA, RecBCD, SSB, RuvA, RuvB, RuvC ir (ar) RecG baltymai bei ypatinga DNR seka,
vadinama y (chi, angl. crossover hotspot instigator).

RecF rekombinacijos kelias buvo aptiktas mutantiniuose kamienuose, { kuriuos buvo iterptos
supresorinés mutacijos sbcB/CD. Rekombinacija Siuo keliu dazniausiai sukelia DNR molekulése
atsirad¢ viengrandziai tarpai. Jie gali susidaryti dél DNR replikacijos sutrikimy, kuriuos sukelia
mutagenai. RecF kelias gali biiti panaudotas ir DGT pasSalinti. Jis priklauso nuo rekombinacijos geny

rec A, recF, recJ, recN, recO, recQ, recR, ruvABC (arba RecG) ir ssb.
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RecE kelias aptiktas mutantiniuose kamienuose, turinciuose sbcA mutacija. Konjugacinei
rekombinacijai vykti Siuo keliu reikalingi beveik visi baltymai, dalyvaujantys RecF kelyje, taciau
plazmidziy rekombinacijai pakanka RecE ir RecT baltymy. Manoma, kad Sis rekombinacijos kelias

atsirado 18 kriptinio profago rekombinacijos sistemos.

2.2.2. Homologinés rekombinacijos baltymai E. coli 13stelése

Geriausiai istirta HR sistema yra E. coli lastelése. 1965 m. Klarkas (J. Clark) ir Margulis (A.
Margulies) pranes¢ gave pirmuosius E. coli mutantus, kuriuose pazeista homologiné rekombinacija. E.
coli F~ recipientinis kamienas buvo paveiktas cheminiu mutagenu. Kryzminant tokj mutanta su Hfr
donoru, beveik nesusidarydavo rekombinantai. Si mutacija buvo kartografuota lokuse, pavadintame
recA, atitinkan¢iame mazdaug 58-3 genolapio minut¢. Jo koduojamas baltymas pavadintas RecA. Nuo
tada prasidéjo homologing rekombinacija valdan¢iy geny tyrimai. 1979 m. rec4 genas buvo klonuotas.
Mutagenezes buidu nustatyta ne maziau 25 E. coli geny, kuriy produktai veikia jvairiuose homologinés

rekombinacijos etapuose (Kowalczykowski ir kt., 1994).
2.2.2.1. RecA baltymas

2.2.2.1.1. RecA baltymo biologinés funkcijos

1. Rekombinacijoje ir reparacijoje. Geno recA mutacijos yra pleotropinés: 5x10* karty
sumazejgs rekombinacijos daznis, padidéjes mutanty jautrumas UV, X spinduliams bei cheminiams
mutagenams, sulétéjgs augimas, pastaraji nulemia didelis negyvu lasteliy skaicius. Kartais ju kiekis
laboratorinése recA mutanty kultiirose siekia 50 proc. Be dideliy konjugacijos sutrikimy, recA
mutantuose stipriai paZeista bendroji ir specifiné transdukcija bei redgam genotipo fago A gyvenimo
ciklas. Genetiniai tyrimai parodé, kad spinduliuotés sukelti pazeidimai blokuoja DNR replikacija. Sios
pazaidos nemaza dalimi yra iStaisomos homologinés rekombinacijos biidu padedant RecA baltymui.
Nustatyta, kad recAuvrA dvigubi mutantai jautresni UV nei pavieniy geny mutantai. Tai atsitinka
todel, kad RecA tiesiogiai dalyvauja pasalinant UV indukuotus aduktus. Nustatyta, kad RecA taip pat
tiesiogiai veikia DNR skersiniy rySiy reparacijoje (Sladek ir kt., 1989).

2. SOS indukcijoje. Be tiesioginio dalyvavimo reparacijoje, RecA koordinuoja lastelés atsaka i
DNR pazaidas ir per SOS sistema. Atsiradus DNR pazaidoms lasteléje (pvz., po apsvitos UV), RecA
aktyvuojamas. Manoma, kad RecA aktyvuoja kai kurios vgDNR formos, kurios susidaro lastel¢je dél
spinduliuotés poveikio. Prisijunggs prie vgDNR, RecA tampa aktyvus ir paveikia su juo saveikaujanti
LexA baltyma. D¢l saveikos pakinta LexA erdviné struktiira ir pasireiSkia jo autoproteazinis
aktyvumas. LexA suskyla i dvi dalis. Kadangi LexA yra represorius, tai jam suskilus, derepresuojama
transkripcija keliy deSim¢iy geny, sudaranc¢iy SOS regulona (Kuzminov, 1999). I §i regulona ieina
svarbiis reparacijos ir rekombinacijos eiga kontroliuojantys genai: recA, recN, recQ, ruvA, ruvB, lexA,

wvrd, B, D, umuC, umuD. SOS atsakas néra desperatiSkas bandymas i§gyventi, kaip galéty atrodyti i8
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pavadinimo, o iprasta ir logiska lastelés reakcija i DNR sintezés slopinima. Priklausomai nuo raiskos
pobudzio ir ijungimo salyguy, SOS regulono genus galima suskirstyti i tris grupes. Pirmai grupei
priklauso genai uvrd, uvrB, uvrC ir polB, kuris atsakingas uz viengrandziy trukiy Salinima arba
tolerantiskuma pazaidoms. Taip pat indukuojama ir LexA represoriaus gamyba. Siy geny raiska
padidéja apie 10 karty, palyginti su normaliu lygiu. Jeigu ju raiSka nepadeda atkurti normaly DNR
sintezeés lygi, itraukiami antros grupés genai recA ir recN, kurie vykdo rekombinacing reparacija. Ju
raiSka, palyginti su norma, padidéja 20-50 karty. Jeigu DNR pazaidos labai didelés ir negali buti
pasalinamos rekombinacinés reparacijos biidu, tai DNR sintezei atkurti jtraukiama tre¢ia genuy grupé
(sfid, umuDC). Kadangi iprastomis salygomis Siy geny raiSka labai nedidel¢, tai SOS atsako metu ji
gali padidéti daugiau kaip 100 karty. UmuDC operono veikla slopina rekombinacing reparacija ir daro
imanoma DNR sintezg per pazaidas. Sfi baltymas slopina lastelés dalijimasi tam tikra laika. Kai DNR
sintez¢ atnaujinama, Sios trys geny grupés iSjungiamos, tikriausia, atvirkStine tvarka. Jeigu lastele
negeba iStaisyti pazaidas, ji Ziiva.

3. SOS mutagenezéje. Nors replikacija per pazaidas didina iSgyvenimo galimybe, taciau daznai ji
yra mutacijy priezastis. Mutacijy atsiranda todé¢l, kad slopinamas DNR polimeraziy darbo tikslumas.
Sio tipo DNR replikacija vis délto padeda isgyventi, nes klaidy daznis nesiekia 100 proc., be to, dauge-
lis mutacijy i§ esmés neutralios. Nors RecA vaidmuo dar nepakankami iStirtas, taciau jis nekelia abe-
joniy. Replikacijos per pazaidas metu susidaro baltymy kompleksas — mutasoma. DNR polimerazé III,
susidiirusi su pazaida (pavyzdziui, 5’ TC 3’ pirimidiny dimeru), atnaujina replikacija tik tam tikru at-
stumu (apie 1 kbp) Zemiau jos. RecA baltymas aktyviai jungiasi prie tokio vgDNR tarpo, sudarydamas
nukleoproteininj filamenta. Represorius LexA atpaZista $i darini, kaip aplinkos streso signala, ir jun-
giasi prie jo. Tokia baltymy saveika sukelia LexA autoproteolizg ir represoriaus funkcijos praradima.
Taip pat indukuojama UmuD baltymo sintezé. UmuD jungiasi su RecA filamentu bei panaSiai kaip
LexA vykdo autoproteoliz¢. Susidaro mutageniSkai aktyviis UmuD’, dariniai, kurie saveikauja su
UmuC, sudarydami UmuD’,C kompleksa. Jis jungiasi prie jvairiu RecA nukleoproteininio filamento
viety. Sie UmuD’,C —RecA baltymai kartu su DNR polimeraze III sudaro mutasoma, kurioje slopina-
mas DNR polimerazés 3°—5” korekcinis aktyvumas (Lawrence ir Woodgate, 1999). Taigi RecA kartu
su kitais baltymais sudaro salygas vykti replikacijai per pazaidas.

4. Nuo rekombinacijos priklausomoje replikacijoje. Ilgai vyravo nuomoné, kad nuo oriC prasi-
déjusi E. coli chromosomos replikacija, kuria vykdo DNR polimerazés II1, pasibaigia terminacijos tas-
ke (Kuzminov, 1999). Taciau vélesni tyrimai parodé, kad replikacijos Sakuté gali uzstrigti ir baltymai
gali atsiskirti nuo DNR dar nepasibaigus replikacijai. Jeigu replikacijos nepavykty atnaujinti, viena i$
dukteriniy Iasteliy ziity. Manoma, kad apie 15-20 proc. replikaciniy Sakuciy susiduria su panasSiais
sunkumais. Be to, eksperimentais irodyta, kad E. coli lastelés, neturin¢ios ori funkcijos, beveik norma-
liai dauginasi. To priezastis — indukuota pastovi DNR replikacija (angl. induced-stable DNA replica-
tion). Jai vykti reikalingi RecA, RecBCD, Pri baltymai bei chi sekos. Dél RecA baltymo susidaro D
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kilpos, o iterptos vgDNR 3’ galas yra potencialus pradmuo DNR replikacijai. Panasia funkcija gali at-
likti ir R-kilpos, kurios susidaro, kai i dgDNR iterpiamas RNR molekulés galas. Nuo jo prasidéjusi
DNR sintez¢ vadinama konstitutyviagja DNR replikacija (angl. constitutive-stable DNA replication). R
kilpai susidaryti reikalingi RecA ir Pri helikazé. Abu replikacijos procesai pavadinti bendru vardu —
nuo rekombinacijos priklausoma replikacija. Kai kurie mokslininkai mano, kad biitent dél §io proceso

sutrikimo ziiva didelis recA ar recB recC” mutanty lasteliy skaicius.

2.2.2.1.2. RecA biocheminés savybés

1981 m. keliose laboratorijose pradétos tirti biocheminés RecA savybés. Nustatyta, kad RecA
molekuliné masé yra 37842 Da. Ji sudaro 352 aminoriigStys. Normaliomis salygomis E. coli lastelése
yra 8000 — 10000 $io baltymo molekuliy. SOS atsako metu ju skaicius padidéja iki 70000 (Cox 2003).
Jis aptinkamas beveik visose bakterijose iSskyrus kai kurias endosimbiontines. lki Siol sukurti
maziausiai keturi RecA kristalinés sandaros vaizdai. Du i§ ju sukurti E. coli ir du Mycobacterium
tuberculosis RecA baltymams. Sie vaizdai beveik vienodi. Baltyme i§skiriami trys domenai.
DidZiausias — centrinis Serdinis ir du maZesni — amino (N) ir karboksilinio (C) galy. Serdiniame
domene (34 — 269 aminoriigs¢iu lickanos) RecA panasus i helikazes ir kai kuriuos kitus baltymus. Tai
pati konservatyviausia baltymo dalis, kuri labai panasi visose bakterijose. Konservatyvumas islieka ir
eukarioty RecA homologuose. 47-74 aminoriigstys svarbios ATP prisijungimui ir hidrolizei. Sioje
vietoje esanti GPESSGKT seka atitinka Walker A sekos motyva (G/A)XXXXGK(T/S), kuris budingas
daugeliui NTP prisijungian¢iy baltymy. RecA Lys72Arg mutantinis baltymas neturi ATPazés
aktyvumo. C galo domenas (270-352 aminoriigStys) mazai konservatyvus net bakteriju RecA
baltymuose.

Baltymas geba polimerizuotis ant vgDNR ir dgDNR molekuliy, sudarydamas spiralinius nukleop-
roteininius filamentus. Prie vgDNR jis jungiasi Zymiai spar¢iau. Sioje struktiiroje ir vyksta DNR mo-
lekuliy poravimasis bei grandiniy mainai. Filamentai yra taisyklingos sandaros, RecA baltymo
monomerai yra iSsidést¢ greta vienas kito. Elektroniniu mikroskopu nustatytas tikslesnis baltymo ir
DNR saveikos vaizdas (13 pav.). Egzistuoja bent dvi aktyvaus (su ATP susijungusio) presinapsinio
RecA nukleoproteininio filamento ant vgDNR biisenos. Jas stipriai veikia Mg** jonai ir kai kurie kiti
veiksniai, esantys reakcijos miSinyje. Kai Mg?" triiksta, vgDNR ir RecA saveika biina ribota (14 pav.).
Si RecA biisena vadinama Ac (nuo angl. closed — uzdaras). Kai Mg2+ yra perteklius (6-8 mM),

palyginti su ATP, RecA pereina | Ao biisena, kuri palanki mainams.
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13 pav. Spiralinis RecA baltymo filamentas ant vgDNR in vitro (rodykle parodyta DNR molekule
be baltymo. Nuotrauka padaryta elektroniniu mikroskopu, pagal Stasiak ir DiCapua, 1982)
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14 pav. Numanomos RecA funkcinés biisenos (pagal Cox 2003). Kai néra ATP, baltymas neakty-
vus ir yra O biisenoje. [ A busena baltymas pereina, kai, esant ATP ar dATP, prisijungia prie
vgDNR. Esant mazoms magnio koncentracijoms, RecA yra santykinai uzdaras (Ac) pradéti pora-
vimg ir grandiniy mainus. Kai yra magnio perteklius, palyginti su reikalingu prisijungti ATP, tai
RecA pereina i atvira mainams biisena. P biisena atsiranda, kai baltymas saveikauja su dgDNR
Toks peréjimas i§ Ac i Ao biisena tiesiogiai susijes su Mg®" ir RecA baltymo C galo aminoriigi¢iy
saveika. Jeigu nuo RecA C galo pasalinama 17 aminoriigi¢iy, tai isnyksta Mg®* pertekliaus poreikis
DNR mainy reakcijai. RecAAC17 mutante vyksta intensyviis mainai ir be Mg2+ pertekliaus. RecA po-
ravimasis su dgDNR perjungia baltyma i P biisena, kurioje jis hidrolizuoja ATP apie 30 proc. maziau
nei susijunggs su vgDNR. Nukleoproteininiame filamente esanti vgDNR yra 1,5 karto iStgsta, palygin-
ti su normaliu B formos DNR molekulés ilgiu. Tokia iStesta jos buisena yra palanki homologijos paies-
kai ir grandiniy apsikeitimui. Ja stabilizuoja saveikos tarp deoksiriboziy ir azotiniy baziy. DgDNR po
to patenka i nukleoproteininj filamenta ir susidaro trijy nariy (vgDNR, dgDNR ir RecA) kompleksas.
Siame komplekse RecA iesko homologijos tarp vgDNR ir dgDNR (Kurumizaka ir kt., 2001). Sios sa-

veikos metu dgDNR dalinai i§vyniojama nenutraukiant baziy pory. Tai, matyt, yra svarbu homologijos
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paieskai. Manoma, kad iStgsta vgDNR biisena leidZia bazéms suktis horizontalioje plokstumoje. Todél,
aiSkinant homologijos atpazinima, sitilomas baziuy pory kaitos modelis (angl. base pairs switching mo-
del). Pagal ji triju nariy komplekse tick vgDNR, tiek dgDNR yra istestos 1,5 karto. Siuo atveju homo-
logijos paieska Cia vyksta sukantis bazéms. Taip gali susidaryti naujos Watson-Crick poros tarp
vgDNR ir dgDNR. Sis modelis buvo eksperimentiskai tikrinamas panaudojant RecA mutantus, kuriuo-
se pazeistas homologijos atpazinimas. Gauti mutantai RecAR243Q ir RecAK286N, kurie negaléjo
vykdyti mainy tarp vgDNR ir dgDNR. Siuose baltymuose jvykusios aminoriigi¢iu pakaitos:
Arg243—Gln ir Lys286—Asn. Nors jie sudarydavo normalius nukleoproteininius filamentus su
vgDNR, ta¢iau, matyt, ,,neatpazino* homologijos tarp vgDNR ir dgDNR. Lys-286 yra baltymo C gale,
0 Arg-243 netoli Sio domeno. IStyrus C domeno struktiira tirpale, branduoliy magnetiniu rezonanso
tyrimu nustatyta, kad §i baltymo dalis prisijungusi prie dgDNR. K286N mutacija slopina baltymo
gebéjima iSvynioti DNR. Tai rodo, kad homologijos atpaZinimui tarp minéty DNR molekuliy
reikalingas dalinis dgDNR i8vyniojimas molekuliy poravimosi metu.

RecA baltymas yra nuo DNR priklausoma ATPazé, taciau DNR molekuliy poravimuisi ir
genetiniams mainams nebutina ATP hidrolizé. RecA katalizuojami mainai ir be ATP hidrolizés gali
siekti tikstancius baziy pory (Cox 2003). Tai jis gali atlikti dél savo, kaip motorinio baltymo, savybiy.
RecA gali hidrolizuoti jvairius ANTP ir rINTP. Taciau tik ATP ir dATP tarnauja kaip kofaktoriai mainy
reakcijoje. ATP skaldymas leidzia baltymui vykdyti mainus tarp DNR molekuliy, kurios turi didesnes
heterologines sritis. dATP skatina kai kurias RecA katalizuojamas reakcijas, didina nukleoproteininio
filamento stabiluma bei DNR mainy greiti (Menetski ir Kowalczykowski, 1989). Kadangi RecA
baltymas vykdo grandiniy mainus, o ju metu sunaudojamas ATP, tai i§ pradziy padaryta iSvada, kad
ATP hidrolizés energija biitina mainams. Taciau dabar aisku, kad abi reakcijos néra tiesiogiai
susijusios. Tai jrodyta panaudojant ir mutantinius RecA. Buvo gautas RecA baltymas — RecAK72R,
kuris jungiasi su ATP, bet jo nehidrolizuoja. Toks pakites RecA taip pat gali vykdyti mainus.

Grandiniy mainams, kuriuos vykdo RecA, tirti dazniausiai naudojama sistema, sudaryta is
ziedines viengrandés ir linijinés dvigrandés DNR molekuliy (15 A pav.).

RecA vykdoma grandiniy mainy reakcija Sioje sistemoje galima suskirstyti i keleta etapy:

1. Stechiometrinis RecA baltymo jungimasis prie vgDNR. Susidaro nukleoproteininis
kompleksas, kuriame vgDNR yra RecA filamento viduje. Prie vgDNR besijungiantis SSB
baltymas palankiai veikia §ia reakcija, nes paSalina antrines struktiiras, kurios gali susidaryti
Sioje DNR (16 pav.). Filamente esanti vgDNR 50-60 proc. ilgesné.

2. Nukleoproteininis filamentas saveikauja su ,,nuoga” dgDNR. Poravimasis pagal homologija
tikriausiai vyksta dél daugkartiniy atsitiktiniy kontakty. Manoma, kad Sios saveikaujancios
DNR yra RecA susukamos tarpusavyje i trigrande struktiira. Toks grandiniy poravimasis gali
vykti didelése srityse ir joms nereikia laisvy DNR molekuliy galy (paranemingé jungtis). Jeigu

tokie galai yra (plektoneminé jungtis) kaip nagrinéjamu atveju, reakcija pereina i kita stadija.
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3. Vyksta grandiniy mainai, susidaro heterodupleksas. Mainai vyksta gana létai (2-10 bp per
sekundg) ir pasizymi poliSkumu. Jis nustatomas vgDNR, ant kurios susidar¢ filamentas,
atzvilgiu ir yra 5'—3' krypties. Mainai prasideda, kai dgDNR komplementarios grandinés

3'galas perkeliamas ant vgDNR (15 A pav.).

A linijiné DNR B [linijiné DNR
veDNR dgDNR
su tarpu
| 888, } Reca
3’ \ 31

dgDNR

su trakiu

linijiné vgDNR linijiné dgDNR, turinti
viengrandj tarpa

15 pav. DNR grandiniy mainy reakcijos, vykdomos RecA, in vitro. Rekombinacijos reakcijos
substratu dazniausiai yra bakteriofagy X174 ar M13 DNR molekulés (West,1992)

Reakcijai reikalingas ATP. Po mainy reakcijos susidaro dgDNR su trikiu ir linijiné vgDNR
molekulé. RecA pradeda ir baigia $ig reakcija, biidamas ant vgDNR, o ivykus mainams, jis aptinkamas
ant triiki turin¢ios dgDNR. Kitas reakcijos produktas — linijiné vgDNR (iS§stumta i§ DNR duplekso)
jungiasi su RecA baltymu, esanciu tirpale. Taciau griztamoji reakcija nevyksta, nes du
nukleoproteininiai filamentai tarpusavyje nesaveikauja. Iki Siol nejrodyta, kad mainy reakcija vyksta
tarp dvieju visiskai homologisky DNR dupleksy. Tadiau RecA gali vykdyti mainus, jeigu viena i$
dgDNR molekuliy turi viengrandj tarpa (15 pav., B). Prie tokios dgDNR molekulés vietos RecA
baltymas jungiasi labai efektyviai. Tarpo vietoje RecA, stechiometriSkai prisijunggs prie viengrandés

DNR duplekso srities, praplecia ja i dqgDNR puse.
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16 pav. RecA atlickami DNR grandiniy mainai. Pavaizduotas ant vgDNR susidargs RecA
filamentas bei jo saveikos su linijine dgDNR btidai. SSB baltymas Sioje reakcijoje reikalingas
antrinéms DNR struktiiroms ant vgDNR pasalinti (Kowalczykowski, 1991; Kowalczykowski ir
Eggleston, 1994).

Mainai Sioje sistemoje vyksta 3 bp/s grei¢iu 5'—3' kryptimi vgDNR, ant kurios susidaré
filamentas, atzvilgiu. SSB baltymas antrinéms struktiiroms paSalinti nebiitinas, jeigu tarpas nevirSija
300 nukleotidy. Si mainy reakcija nehomologinéms sritims yra jautresné uz ankséiau i$nagrinéta.
Heterologinés keliy deSimciy bp ilgio sritys neturi didelés reikSmés mainams. Taciau 120 bp intarpai
ar delecijos labai slopina reakcija, galutiniy jos produkty (dvigrandés ziedinés DNR su trukiu bei
linijinés dgDNR su viengrandZiu fragmentu) neaptinkama. O pirmoji reakcija vykdavo net tuomet, kai

vgDNR esantis heterologinis intarpas btidavo 1000 nukleotidy ilgio.

2.2.2.1.3. Baltymai, giminiski RecA

Panasts | RecA baltymai aptikti beveik visuose $iuo aspektu tirtuose prokariotuose (Cox 2003).
I§imtj sudaro endosimbioziniy bakteriju gentis Buchnera sp. Sios bakterijos dél savo gyvenimo biido
yra praradusios nemaza genomo dalj, kurioje yra rec4, ir kai kurie kiti genomo stabiluma palaikantys
genai. Visi iki Siol klonuoti eubakterijy recA genai gali komplementuoti RecA™ fenotipa E. coli
lastelese. Nustatyta ne maziau kaip 60 RecA baltymy aminortig§€iy seky i8 ivairiy prokarioty. Krinta {
akis didelis Siy baltymy struktiirinis ir funkcinis konservatyvumas: 55-100 proc. juos sudaranciy
aminorig§¢iy yra vienodos. Ypa¢ konservatyvi baltymo Serdiné sritis. Kai kurie RecA baltymai
skiriasi savo karboksiliniu galu.

Trumpai galima paminéti keleta 1 RecA panasiy ir grandiniy mainus vykdanciy prokarioty balty-
muy.

RecA i§ Proteus mirabilis. Sio baltymo pana$umas i E. coli RecA siekia 73 proc. Jis gali

komplementuoti recA geno mutacijg ir turi visas E. coli baltymui biidingas savybes.
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Bacillus subtilis RecA (RecE). Koduojantis genas anksciau vadintas recE. 60 proc. panaSumas |
E. coli RecA.

Bakteriofago T4 UvsX baltymas. Ji koduoja uvsX genas. Labai skiriasi nuo visy §io tipo
prokarioty baltymy. Panasumas { RecA — tik 23 proc. Sis baltymas yra nuo vgDNR priklausoma NTP-
tazé¢, vykdo DNR renatiracija ir DNR grandiniy mainus. ATP-tazinis aktyvumas specifinis, nes
hidrolizés metu susidaro ADP ir AMP. Grandiniy mainai, dalyvaujant UvsX, vyksta efektyviau, jeigu
Siam baltymui padeda su vgDNR saveikaujantis ir spiralg stabilizuojantis baltymas G32P. Jis savo
savybémis yra SSB analogas. Dar viena fago T4 homologinés rekombinacijos ypatyb¢ yra ta, kad jai
reikalingas dar vienas papildomas baltymas, vadinamas UvsY. Sis fago baltymas yra UvsX vykdomy
mainy tarpininkas, nes padeda pastarajam prisijungti prie vgDNR, skatina nukleoproteininio filamento
susidaryma. Funkcijos atzvilgiu UvsY yra RecO ir Rad52 homologas (Sugiyama ir kt., 1998).

RecA giminiSki archebakteriju baltymai. Pirmakart archebakterijy recA tipo genas buvo
klonuotas 1§ Sulfolobus solfataricus (Seitz ir kt., 1998). Jo koduojams RadA baltymas yra nuo DNR
priklausoma ATPazé, sudaro su DNR nukleoproteinini spiralés pavidalo filamenta, katalizuoja
grandiniy mainus. RadA filamentas yra deSiniakryptés spiralés pavidalo. Seky palyginimas parodé, kad
RadA 1§ archebakterijy labiau panasesnis 1 Rad51 ir Dmcl1 nei i bakterijyu RecA baltyma. RadA 1§ S.
solfataricus jungiasi prie DNR kaip oktamerinis Ziedas, jeigu néra nukleotidiniy kofaktoriy. Jei yra
ATP, tada RadA sudaro spiralés pavidalo nukleoproteininj filamenta ant vgDNR (Yang ir kt., 2001).
Vykstant mainams in vivo, RadA, kaip RecA ir Rad51 baltymai, susiduria su ivairiais trukdziais,
kylan¢iais tiek i$ kity baltymuy, tiek 1§ DNR. PavyzdZiui, tam tikromis salygomis E. coli SSB baltymas
gali konkuruoti su RecA. PanaSiai atsitinka ir eukariotuose, todé¢l reikalingi baltymai-pagalbininkai.
Eubakterijose Sia misija atlieka RecF, RecO ir RecR. Jie skatina RecA prisijungima prie vgDNR
fragmento, kurj uzima SSB. Mielése panasia funkcija atliecka Rad52 ir Rad55/Rad57. Jie padeda Rad51
nustumti RPA nuo vgDNR. Archebakterijose iki Siol nerasta RecF, RecO, RecR ir Rad52 homology.
Taciau yra RadA paralogas — RadB (17 pav.), kurio funkcija dar neiStirta. Manoma, kad jis gali veikti
kaip DNR grandiniy mainy tarpininkas (Komori ir kt., 2000).
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17 pav. Archebakterijy baltymy RadA ir RadB palyginimas su Rad51, Dmcl ir RecA (Komori ir
kt., 2000)

RecA baltymas i§ chloroplasty. Sis baltymas (molekuliné masé — 39 kDa) imunologiskai artimas
E. coli RecA, aptiktas zirniy (Pisum sativum) chloroplastuose. Véliau panasus baltymas (40.5 kDa)
aptiktas ir baltaziedzio vairenio (Arabidopsis thaliana) chloroplastuose. 1993 m. buvo aptiktas pirmas
RecA homologas eukariotuose — tai zirniy chloroplasty RecA baltymas, kuris panasus i E. coli RecA
tuo, kad vykdo grandiniy mainus esant ATP ir Mg*". Nors §is baltymas klonuotas i§ eukariotiniy
organizmy lasteliy, tac¢iau savo sandara jis labai artimas prokarioty RecA rekombinazei. Eubakterijy ir
chloroplasty RecA baltymuy panasumas yra endosimbiotinés teorijos, teigiancios, kad chloroplastas kilo
i§ eubakterijy, dar vienas i§ jrodymy. Zinoma nemazai prokarioty baltymy, kurie kaip ir RecA vykdo
grandiniy mainus, tatiau nehidrolizuoja ATP ir savo sandara nepanasis i ji. Sio tipo baltymy

pavyzdziu prokariotuose gali biiti £. coli RecT baltymas ir bakteriofago A baltymas 3.

2.2.2.2. RecBCD baltymas (egzonukleazé V)

Egzonukleazé V — tai didelis daugiafunkcinis baltymas, kuri sudaro RecB (134 kDa), RecC (129
kDa) ir RecD (67 kDa) subvienetai. Juos koduoja recB, recC ir recD genai. RecBCD yra DNR
helikazé, nuo DNR priklausoma ATPazé, be to, turi nuo ATP priklausoma egzonukleazini aktyvuma
bei silpna ATP skatinama viengrandés DNR endonukleazini aktyvuma (Churchill ir kt., 1999). Sis
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baltymas yra pagrindinis RecBCD rekombinacijos kelio komponentas, padedantis isisavinti linijines
DNR molekules, kurios susidaro dél dvigrandziy trikiy. Tokios molekulés bakterijy lasteléje atsiranda
konjugacijos, transformacijos ir transdukcijos metu. RecBCD™ fenotipo mutantai buvo gauti E. coli F~
recipienta paveikus cheminiais mutagenais. Sukryzminus mutantini F~ kamiena su Hfr donoru,
transkonjuganty ideiga buvo sumazéjusi 10°—10° karto. E. coli recB ir recC nuliniams mutantams
budingas panasus fenotipas: sumazéjusi konjugacing, transdukciné ir fagy rekombinacija, padidéjgs
jautrumas DNR pazaidas sukeliantiems veiksniams (UV, X spinduliams, cheminiams mutagenams),
sumazejgs transformacijos efektyvumas bei lasteliy gyvybingumas. Genas recD buvo aptiktas tik
nustacius, kad RecD polipeptidas yra sudedamoji egzonukleazés V dalis. RecD™ fenotipo mutantai
pasizymi normalia konjugacija ir fagy rekombinacija. Kai kurie recD genotipo kamienai yra
hiperrekombinogeniski. Tokiy kamieny gyvybingumas yra normalus, nepadidéjes jautrumas UV ir X
spinduliams. Esant mutacijai recD gene, baltymas prarasdavo nukleazés savybes, o helikazés
aktyvumas iSlikdavo, d¢l to ilgai buvo manoma, kad biitent §is subvienetas turi nukleazés aktyvuma
(Palas ir Kushner, 1990). Mutacijos recB ir recC genuose panaikindavo visus baltymo aktyvumus.
Taciau naujesni baltymo strukttiros tyrimai parodé, kad vienintelis aktyvus nukleazés saitas yra RecB
subvienete (Singleton ir kt., 2004). RecBCD baltymas — viena veikliausiy ir greiCiausiy helikaziy.
Vieno prisijungimo metu gali i§vynioti iki 30 000 bp ir tai atliecka 1000 bp/s grei¢iu (Roman ir kt.,
1992). Zinoma, kad RecB subvienetas turi 3°—5” helikazinj aktyvuma. Tadiau dabar nustatyta, kad
RecD taip pat turi helikazini aktyvuma, tik jis veikia 5°—3’ kryptimi. Mutaciju pagalba inaktyvavus
bet kurj i$ Siy subvienety, baltymas vis tiek i§vynioja dgDNR. Tai rodo, kad RecBCD baltyme yra
aktyvis abu subvienetai. Todél dabar sitilomas bipoliarinis RecBCD veikimo modelis (Dillingham ir
kt., 2003). Pagal ji, dvi DNR helikazés papildo viena kita. Jos juda prieSingo poliariSkumo principu,
taciau ta pacia kryptimi ant skirtingyu dgDNR grandinéliy (18 pav.).
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18 pav. RecBCD heterotrimeras panaudoja dvi aktyvias helikazes: RecB ir RecD. RecD juda
viena DNR grandimi 5°—3’ kryptimi, o RecB — kita grandimi 3’—5’ kryptimi. RecD helikazé
iSvynioja DNR greiciau nei RecB, todél susidaro kilpa (Matson, 2003)

RecC baltymas atpaZista chi seka. Sio polipeptido sandaros tyrimai rodo, kad jis turéjo kilti i§
helikaziy, tik dabar neturi $io aktyvumo.

Genai recB, recC, recD buvo klonuoti chromosomos thy4 —argA fragmento sudétyje. Genai recB
ir recD sudaro operona, recC yra transkribuojamas nepriklausomai, nors ta pacia kryptimi.

Egzonukleazés V kiekis lasteléje nedidelis (apie 10 molekuliy).
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RecBCD baltymo biologinés funkcijos:

1.

Egzonukleazé V svarbi keturiy tipu rekombinacijai — konjugacijai, transdukcijai,
transformacijai fragmentuota chromosomine DNR ir fago A redgam rekombinacijai. Visiems
Siems procesams bendra yra tai, kad viena reakcijoje dalyvaujan¢iy DNR molekuliy kuri laika
biina linijinés dvigrandés struktiros.

RecBCD kartu su RecA baltymu dalyvauja pazeistos DNR reparacijoje Salinant dvigrandzius
trikius.

Svetimai DNR patekus | lastele, egzonukleazé V ja skaldo. Siam tikslui tiesiogiai
panaudojamas fermento nukleazinis aktyvumas, o netiesiogiai — helikazinis. D¢l pastarojo
duplekso grandinélés yra atskiriamos, o susidar¢ viengrandZiai galai gali buti suardomi ir kity
nukleaziy. Todél laukinio kamieno Iasteliy transformacijos linijine dgDNR efektyvumas sudaro
tik 4 proc. efektyvumo, gaunamo ta patj kamiena transformuojant ziedine DNR. Sj efektyvuma
daugiau kaip 10 karty padidina mutacija recD gene. Kadangi egzonukleazé V atlieka apsauging
funkcija sergédama bakterijos lastele nuo svetimos DNR, nenuostabu, kad daugelis
bakteriofagy koduoja specifinius RecBCD fermento inhibitorius. Bakteriofago A baltymas vy
slopina RecBCD aktyvumus, tiesiogiai jungdamasis prie pastarojo. Tai yra biitina, norint
apsaugoti A DNR nuo degradacijos, kai vyksta fago replikacija besisukancio rato biidu. Geno 2
produktas saugo fago T4 DNR nuo egzonukleazés V. Sio geno koduojamas baltymas jungiasi
prie linijinés biisenos fago genomo galy ir uzkerta keliag RecBCD baltymui.

Kartu su RecA dalyvauja nuo rekombinacijos priklausomoje replikacijoje (zr. 2.2.2.1.1.

skirsni).
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19 pav. Ankstyvieji RecBCD HR kelio etapai (pagal Spies ir Kowalczykowski, 2005). A —
RecBCD prisijungia prie DNR ir i§vynioja grandines dé¢l RecB ir RecD helikaziniy aktyvumy.
Judédami DNR molekule Sie subvientetai traukia DNR galus ir RecC pleistas skelia dgDNR
molekule i dvi grandines; B — 5° galas per RecD patenka i RecB nukleazés domena. 3’ gala turinti
grandin¢ keliauja tiesiai 1 RecB nukleazés aktyvyji centra, kuriame intensyviai skaldoma. 5’
uodega taip pat skaldoma, taciau reCiau nei 3’ galas, nes dél savo padéties negali efektyviai
konkuruoti su 3’ uz nukleazes aktyvyji centra; C — atpazings y seka, RecC stipriai prisijungia toje
vietoje prie 3’ uodegos ir neleidzia jos toliau skaldyti; D — 5° galas dabar gali lengviau saveikauti
su nukleazes saitu ir dél to gali buti dazniau skaldomas; E — pabaigoje RecBCD ,,uzkrauna®“ RecA
baltyma ant DNR 3’uodegos. Mechanizmas neaiSkus. Manoma, ¢ia dalyvauja RecB nukleazés
domenas prie$ baltymo disociacija nuo DNR. B" ir B™° — RecB subvieneto helikazés ir nukleazés
domenai

RecBCD baltymas geba atpazinti specifines DNR sekas, vadinamas y (chi). Pirmiausia $i seka

buvo atrasta fage A dél cis mutacijos, kuri sukele spartesni fago augima pasinaudojus Seimininko E.

coli homologinés rekombinacijos sistema. Siuo atveju rekombinacijos daznis padidéjo 10 karty ir

pasireiSké tam tikru atstumu Zemiau y sekos, tai pagerindavo fago pakavimosi procesa (Lam ir kt.,

1974). E. coli genome S$ios sekos aptinkamos 5 kbp atstumu viena nuo kitos, jas sudaro astuoni
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nukleotidai 5'-GCTGGTGG-3'. Ju aptinkama zymiai dazniau nei atsitiktinis aStuoniy nukleotidu
derinys. E. coli MG1655 4,6 Mbp dydzio genome yra 1001 tokia seka. Daugiau kaip 60 proc. y sekuy
orientuotos replikacijos ori kryptimi. Si orientacija turéty skatinti RecBCD vykdoma DGT,
susidaranc¢iy DNR replikacijos metu, reparacija. Sekos atpazinimas efektyvus tik tada, kai baltymas
prisijungia i§ GG-3' pusés. Pavienés y sekos atpazinimo tikimybé yra apie 30—40 proc. Dél saveikos su
x pakinta RecBCD baltymo savybés (19 pav.). Pirmiausia tai sukelia baltymo nukleazinio aktyvumo
poliariskumo pokycius: slopinamas DNR duplekso 3’galo skaldymas ir padidéja 5’galo skaldymas
(Dixon ir Kowalczykowski, 1993), o neaktyvuotos biisenos egzonukleazé¢ V, judédama dvigrande
linijine DNR molekule, intensyviau skaldo 3’gala nei 5’gala (19 pav.). Todé¢l aktyvuotas RecBCD
baltymas pagamina ilga vgDNR fragmenta, kurio 3’gale yra  seka. Grandinés nuo 3’galo skaldymo
slopinimas jauciamas apie 10 kbp atstumu Zemyn nuo y saito. Pakinta ir helikazinis baltymo
aktyvumas. Sekos atpazinimas sukelia trumpalaiki (keliy sekundziy trukmés) judancio baltymo
sustojima. Saveikaudamas su y saitu, RecBCD paskutini karta ikerpa viena i§ DNR grandiniy 4—6
nukleotidy atstumu 1§ GG-3' pusés (20 pav.) Po to jis vél juda toliau, taciau jau dukart léciau. Be to,
RecBCD igyja gebéjima ,,uzkrauti“ RecA baltyma ant naujai pagamintos vgDNR (Anderson ir kt.,
1997). Taigi reaguodamas i y sekos poveiki, RecBCD fermentas {vykdo du pagrindinius homologinés
rekombinacijos iniciacijos uzdavinius: 1) subrandina DGT, sukurdamas dgDNR viengrandés DNR
fragmenta, uZzsibaigiantj y seka; 2) katalizuoja nukleoproteininio RecA filamento susidaryma ant
vgDNR. Idomu tai, kad SOS indukcijos metu RecBCD baltymas tampa nuo y nepriklausomas. Jis
igyja savybiy, kurios pasireiSkia paprastai tik po saveikos su y seka: slopina nukleazini ir didina

rekombinacini aktyvuma.

—
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20 pav. RecBCD baltymo ir y sekos saveika. Rodyklé vir§ y rodo krypti, kuria judédamas
RecBCD atpazista Sia seka

Taip bakterija mobilizuoja savo rekombinacijos sistema atsiradusioms pazaidoms paSalinti. Bent
pora deSimtmeciy vyravo nuomoné, kad RecBCD fermento ir y sekos saveika budinga tik E. coli
giminingoms bakterijoms. Véliau Sio poziiirio teko atsisakyti, nes panasi DNR ir baltymy saveika HR
metu nustatyta ir kitose bakterijose (Biswas ir kt., 1998; Chedin ir kt., 1998; Sourice ir kt., 1998).
Trumpy (5-8 bp) seky pakako apsaugoti linijing DNR nuo RecBCD tipo baltymy poveikio. Tai rodo,

kad siy rekombinacijos baltymy reguliacija galbiit neuniversali, taciau yra placiai paplitusi. Kai kurios
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bakterijy rusys turi baltymus, neabejotinai homologiskus RecBCD, kitos — tik funkcinius Sio baltymo
pakaitalus. B. subtilis AddAB helikazé/nukleazé sudaryta i§ dvieju subvienety, kuriuos koduoja addA
ir addB genai. Vienintelis AddAB variklis — AddA baltymas, turi SF1 helikazés ir nukleazés domena,
kuris labai panasus { RecB baltyma. Kaip ir RecB, AddA yra 3°—5’ helikaze, o jos 3°—5’ nukleazés
aktyvuma slopina saveika su B. subtilis rekombinogeniska seka ygs (5’- AGCGG-3’). Kitas subvienetas
AddB neturi didesnio panasumo su RecC ar RecD subvienetais, o jame aptinkamas ATPazés motyvas
ir antros nukleazés saitas panaSus | AddA baltymo. AddB skaldo DNR spiralés grandi, turinéia 5’gala.
Netgi nebiidamas savo sandara labai panaSus | RecBCD, AddAB fermentas gali komplementuoti
rekombinacijos ir reparacijos sutrikimus recB recC” E. coli lastelése. AddAB, taip pat kaip ir
RecBCD, jungiasi prie dgDNR, turincios bukus galus, naudoja ATP hidrolizg savo judéjimui tokia
molekule ir ja iSvynioja. Taciau skirtingai nei RecBCD, kuris linijing dgDNR skaldo asimetriskai,
AddAB hidrolizuoja abi duplekso grandis vienodai. AddAB homologai aptikti 12-oje gramteigiamy
bakteriju rusiy (Spies ir Kowalczykowski, 2005).

x sekos leidzia atpazinti savo arba tos pacios rusies individy DNR. Svetima DNR, patekusi i
bakterijos lastele, tokiy seku neturi arba ju aptinkama tik atsitiktinai. Taigi pernelyg retai. Tokia DNR

suskaldys nukleazés.

2.2.2.3. RecE (egzonukleazé VIII) ir RecT

Sie baltymai yra svarbiis RecE rekombinacijos kelyje. Viena jo ypatybiy yra ta, kad plazmidziy
rekombinacija Siuo keliu gali vykti nepriklausomai nuo RecA baltymo. RecE rekombinacijos kelias
pradeda veikti | recB™ arba recC™ genotipo kamiena jterpus sbcA (angl. suppresor of recBC) mutacija
(Barbour ir kt., 1970). Dél Sios mutacijos aktyvuojamas laukiniame kamiene neveikiantis recE genas,
del to atsigauna minéto mutanto rekombinacinis aktyvumas bei slopinamas jautrumas mitomicinui.
Gena recE gali aktyvuoti ivairios mutacijos. Kai kurios ju gali pasalinti dali koduojamosios geno sekos
ir dél to likusi dalis gali susilieti su auks¢iau esancio geno DNR. Baltymas, kuris praranda nemaza
molekulés dali i§ NH, galo, igyja didesni nukleazini aktyvuma. RecE taip pat gerai toleruoja
papildomas aminortigstis, kuriy gali atsirasti dél mutacijuy sukelto geny suliejimo. Dabar nustatyta, kad
recE lokusas susideda i§ dvieju atviro skaitymo rémeliy. Auksciau esantis recE genas koduoja
egzonukleaze VIII. Antrasis genas, pavadintas recT, koduoja 30 kDa baltyma (Hall ir kt., 1993). Sie
genai yra kile 1§ kriptinio rac profago, kuris aptinkamas daugelyje, taCiau ne visuose E. coli kamieny.
Komplementacijos testai parodé, kad recE ir recT reikalingi konjugacijai recB recC sbcB” (recA”)
kamiene (Clark ir kt., 1993). Deleciné analizé atskleidé, kad, pasalinus recT gena, Siame kamiene su-
mazéja konjugacijos daznis ir padidéja jautrumas UV spinduliuotei bei mitomicinui C. Abiejy genu
pasalinimas dar labiau padidina jautruma UV ir mitomicinui C, ta¢iau konjugacijos daznis iSlieka toks

pats kaip ir esant recT delecijai.
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RecE turi specifini dvigrandés DNR egzonukleazini aktyvuma. Jis skaldo viena DNR duplekso
granding 1§ 5'galo. D¢l Sios reakcijos susidaro mononukleotidai ir sveika viengrandé¢ DNR. Taigi E.
coli recB recC kamiene supresorinis shcA™ mutacijos poveikis pasireiskia tuo, kad aktyvuota egzo-
nukleaz¢ VIII pakeicia neveikiancia egzonukleazg V ir sukuria rekombinacijai reikalingus viengran-
dzius 3’galus. RecE aktyvuma slopina 5’ viengrandziai galai ilgesni nei 250 nukleotiduy.

RecT baltymas vykdo DNR renatiiracija, po to — DNR grandiniy mainus. RecT gali jungtis tik prie
vgDNR ir suporuoti zieding vgDNR su linijine dgDNR (tai tradiciniai RecA vykdomos reakcijos
substratai). Taciau biitina, kad dgDNR butu paveikta egzonukleazés ir turéty atvira viengrandi
homologiskos sekos DNR fragmenta. Tos nukleazés funkcija ir atlieka RecE. Dél $iy savybiuy RecE ir
RecT baltymai gali komplementuoti rec4 mutacija, kai vyksta plazmidziy ir fagy rekombinacija. ATP
RecT baltymui nereikalingas. Genai recE ir recT savo sandara bei funkcijomis panasiis i A red
sistemos « ir £ genus. Vis délto ju koduojami baltymai skiriasi molekuline mase, antigeninémis

savybémis ir neturi didesnés homologijos su fago A baltymais.

2.2.2.4. RecF, RecO ir RecR baltymai

E. coli recB™ ar recC” mutanty konjugacijos sutrikimus galima pasalinti i Siuos kamienus iterpus
dvi papildomas mutacijas — sbcB ir sbcC (arba sbcD). sbcB mutacija inaktyvuoja egzonukleazeg I
(Kushner ir kt., 1972), sbcC mutacija daro neveikliu viena i§ dvieju SbcCD nukleazés genuy (Connelly
ir kt., 1998). Pastaroji nukleazé E. coli laukinio tipo lastelése skaldo kryziaus pavidalo struktiras ar
segtukus, kurie susidaro palindrominése sekose DNR replikacijos metu. D¢l Siy dvieju mutacijy
aktyvuojamas RecF HR kelias. Idomu tai, kad konjugacijos ir transdukcijos, vykstanciy Siuo keliu
recBC sbcBC™ lastelése, daznis yra beveik toks pat kaip ir laukinio tipo lastelése, kuriose Sie procesai
vyksta RecBCD keliu. Kai kuriose bakteriju riusyse (pavyzdziui, Deinococcus radiodurans) RecF
kelias yra svarbiausias (Spies ir Kowalczykowski, 2005). HR recBC sbcB sbcC™ genotipo lastelése
priklauso nuo RecF, RecA, RecN, ReclJ, RecO, RecQ, RecR ir SSB baltymy. Siuo atveju subrandinti
DGT padeda RecJ ir RecQ baltymai (zr. 2.2.2.6. ir 2.2.2.8. skirsnius). RecQ helikazé atsako mazdaug
uz 75 proc. konjugacinés rekombinacijos ivykiy recBC sbcB sbcC™ genotipo kamiene. Like 25 proc.
tenka kitoms helikazéms: UvrD (helikazé II) ar HelD (helikazé IV) (Mendonca ir kt., 1995). Skirtingai
nei RecBCD baltymas RecQ neskatina RecA nukleoproteininio filamento susidarymo. Tod¢l vgDNR,
susidariusi d¢l RecQ poveikio ir susijungusi su SSB, turi buti apsaugota nuo nukleaziy. Viena tokiy
nukleaziy — egzonukleazé I ir yra inaktyvuojama supresorinés shcB mutacijos. Tai ypa¢ svarbu, nes
Sios nukleazés pagrindinis substratas yra vgDNR padengta SSB baltymo.

Genas recF buvo atrastas tiriant mutacija, kuri nulemia jautruma UV bei pazeidZia rekombinacija
E. coli recBC sbcBC™ kamienuose. Jis koduoja 40 kDa baltyma. Laukinio tipo E. coli kamienuose
recF” reikalingas vidumolekulinei ir tarpmolekulinei Ziediniy plazmidZiy rekombinacijai. Genas recF

nebiitinas plazmidziy rekombinacijai recBC sbcA~ genotipo kamienuose.
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Mutacijy recO ir recR genuose fenotipas yra panasaus i recF mutacijas. Sie genai koduoja RecO
(26 kDa) ir RecR (22 kDa) baltymus.

Labai svarbus RecBCD kelio pozymis — skatinti RecA prisijungima prie vgDNR. Todél
nenuostabu, kad RecF kelyje taip pat yra baltymu, atliekanciy $ia funkcija. Genetiniai tyrimai rodo,
kad RecA baltymo ,,uzkrovimas® ant SSB baltymu padengtos vgDNR susij¢s su RecF, RecO ir RecR
baltymy veikla. Gauti RecA mutantai (RecA803), kurie slopina recF mutacijos nulemta jautruma UV.
Tokie mutantiniai RecA pasalina SSB nuo vgDNR daug greiciau nei laukinio tipo RecA. Geno ssb
perraiska duoda lasteliy fenotipa, panasuy i recF mutanto. Tai rodo, kad RecF dalyvauja, kai RecA
Salina SSB nuo vgDNR. Taip pat Zinoma nemazai recA aleliy, slopinanciy recF, recO ir recR
mutacijas. Tiek genetiniai, tiek biocheminiai tyrimai rodo, kad Sie trys baltymai veikia kaip vienas
kompleksas (Wang ir kt., 1993; Spies ir Kowalczykowski, 2005).

RecFOR baltymai sudaro jvairius kompleksus. RecO saveikauja su RecR bei SSB ir skatina RecA
nukleoproteininio komplekso susidaryma ant vgDNR padengtos SSB baltymo. RecO skatina
viengrandziy DNR susijungima. RecR saveikauja su RecF ir jungiasi prie vietos, kur dgDNR pereina {
vgDNR. Biocheminiai tyrimai rodo, kad RecF taip pat linkes jungtis prie tokiy saity DNR molekuléje.
Siam procesui reikalinga ATP hidrolizé. RecF (ar RecFR) atpaZista vg ir dgDNR fragmenta, niSoje
turinti 5’gala (21 pav.). Tokios sandaros DNR molekulg¢ gali pagaminti RecQ ir RecJ baltymai,
veikdami kartu. RecOR (ar tik RecO) jungiasi prie DNR-RecF(R) ir modifikuoja SSB bei vgDNR
kompleksa taip, kad RecA baltymas gali jungtis prie vgDNR (21 pav.).
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21 pav. RecFOR baltymy funkcija susidarant RecA nukleoproteininiam filamentui (pagal Spies ir

Kowalczykowski, 2005). Pilkais rombais pavaizduotas SSB baltymas

RecF kelio baltymai turi savo funkcinius homologus visuose organizmuose — nuo bakteriofago iki

zmogaus (Beernink ir Morrical, 1999)
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2.2.2.5. RecG baltymas

Geno recG mutantuose yra padidéjes jautrumas UV ir sumazéjes (3—5 kartus) rekombinacijos
lygis (Lloyd & Buckman, 1991). Tiriant Sio geno biologines funkcijas lasteléje, recG mutacija buvo
iterpta | kamienus jau turincius pavieniy rec geny mutacijas. Tiriant tokius dvigubus mutantus pagal
mutantinio efekto sustipréjima (sumaZzéjusi rekombinacijos daznj), galima nustatyti, su kuriy geny
funkcijomis persidengia recG veikla. Zymis poveikiai gauti recGrecB, recGrecJ genotipo
kamienuose. Jokio poveikio nepastebéta derinyje su recD, recF, recN, recQ mutacijomis. ReikSmingy
sutrikimy nustatyta dvigubuose mutantuose su 7uv (ruvA, ruvB, ruvC) genais. Siuo atveju konjugacinés
ir transdukcinés rekombinacijos daznis bei atsparumas UV sumazédavo iki keliy Simty karty (Lloyd,
1991). Tai rodo, kad ruv ir recG genai yra alternatyviy rekombinacijos keliy komponentai laukinio tipo
lastelése.

RecG aminortig§¢iy seka panasi i DNR ir RNR helikaziy. Savo savybémis §is baltymas panasus {
RuvAB kompleksa. Jis kaip ir RuvA specifiskai jungiasi prie Holid¢jaus struktiiry. RecG kaip ir RuvB
turi nuo DNR priklausoma ATP-azinj aktyvuma. RecG negali iSvynioti paprasty helikaziniy substraty.
Jis, matyt, negeba karpyti Holid¢jaus jungciy (Kowalczykowski ir kt., 1994).

2.2.2.6. RecJ baltymas

Genas recJ koduoja 63 kDa baltyma, kuris viengrandés DNR atzvilgiu turi 5'—3' egzonukleazini nuo
ATP nepriklausoma aktyvuma (Lovett ir Kolodner, 1989). Rec] reikalingas rekombinacijai RecF ir
RecE keliais vykti. Nesant veiklaus RecBCD baltymo, mutacija recJ gene 1000 karty sumaZina konju-
gacing rekombinacija ir padidina lastelés jautruma UV. Laukinio tipo lastelése, kuriose pagrindinis ke-
lias rekombinantams susidaryti yra RecBCD, mutacijos recJ gene turi nedidelg itaka konjugacinei re-
kombinacijai. Nuo $io geno labai priklauso plazmidiné rekombinacija netgi laukinio tipo recBrecC”
kamienuose. Todé¢l, pazeidus rec] gena, plazmidziy rekombinacija sumazéja 4000 karty (Kolodner ir
kt., 1985). Atrodo, kad genai recJ, recD ir recN funkciskai yra ekvivalentiski, nes atskira mutacija vie-
name i§ Siy geny tik neZymiai pakei¢ia konjugacinés rekombinacijos dazni. Silpnai iSreikStas
mutantinis fenotipas ir dvigubuose $iu geny mutantuose. Tuo tarpu trigubame recJrecDrecN mutante
rekombinanty iSeiga sumazéja 50—-100 karty ir kamienai tampa jautresni UV (Lloyd ir Buckman,

1991).

2.2.2.7. RecN baltymas

Mutacija recN gene recBC sbcBC  genotipo kamienuose 100 karty sumazina konjugacing ir
transdukcine rekombinacija. O jos poveikis recBC sbcA™ kamieno lastelése yra nezymus. Sio geno
svarba RecF rekombinacijos kelyje rodo ir tai, kad recBC sbcBC™ kamiene jo raiSka padidéja 20-30
karty. Geno recN transkripcija pavaldi LexA baltymui, todel genas aktyvuojamas SOS atsako metu.

Sis genas yra klonuotas, bet biochemiskai jo produktas dar néra gerai istirtas. Manoma, kad RecN
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dalyvauja susidarant arba padaro prieinamesnius vgDNR 3'galus, kurie gali biiti panaudoti grandiniy
mainams. Sis poZiiiris pagristas genetiniais tyrimais. Bakteriju recBC shcA~ kamienuose, kuriuose dél
egzonukleazés VIII veiklos nuolat susidaro 3’ viengrandziai DNR galai, recN mutacija neturi labai
iSreikSto fenotipo. Taciau recBC sbcBC  genotipo lastelése, kuriose néra nukleazés, galincios
pagaminti tokius viengrandzius galus, recN yra biitinas. Galblit RecN dalyvauja tokiy viengrandziy
3'galy stabilizacijoje (Kowalczykowski ir kt., 1994). D¢l kai kuriy recN™ mutacijos savitumy, palyginti
su kity RecF kelio geny mutacijomis, RecN dalyvauja ir RecBCD kelio jvykiuose (Skaar ir kt., 2002).
Vis délto Sio baltymo funkcija iSlieka neaiski. Jis gali buti struktiirinis baltymas arba fermentas. N gale
turi ATP/GTP suriSimo domena. Galbiit lemia teisinga erdvini rekombinacijoje dalyvaujanciy

molekuliy i§sidéstyma.

2.2.2.8. RecQ ir jam giminiski baltymai

E. coli recQ genas nustatytas 1984 m. (Nakayama ir kt., 1984). E. coli recBC sbcB~ genotipo
kamiene recQ! mutacija nulemia 20 karty padidéjusi jautruma UV ir 20-70 karty sumaZéjusi
konjugacinés rekombinacijos efektyvuma. Tai rodo, kad recQ yra RecF kelio dalis. Kartu jis yra ir
RecE kelio baltymas, nes dalyvauja plazmidziy rekombinacijoje recBC sbcA~ genotipo kamiene (Lui-
si-DeLuca ir kt., 1989). Geno recQ mutacija nekeicia lastelés gyvybingumo, o padidéjes jo produkto
kiekis yra zalingas. Geno recQ promotorius turi LexA represoriaus prisijungimo vieta ir §io geno
ekspresija pakliista SOS reguliacijai. RecQ pasizymi nuo DNR priklausomu dATPazés bei DNR
helikazés aktyvumais. ATP ar dATP hidrolizé reikalinga RecQ baltymui iSvyniojant dgDNR. RecQ
funkcijos panasios i RecBCD. Jis atskiria DNR duplekso grandines, iSvynioja molekulg 3°—5’ kryp-
timi DNR grandinés, prie kurios prisijunggs $is baltymas, atzvilgiu. RecA gali panaudoti atsiradusius
3'galus grandiniy mainams. Manoma, kad 5’ viengrandZzius galus skaldo RecJ.

RecQ supresuoja nehomologing rekombinacija E. coli lastelése (Handa ir kt., 1997). recQ mutan-
tuose padidéja nehomologinés rekombinacijos daznis. RecQ baltymas sudarytas i§ 610 aminortigs¢iy.
Gautas jo katalizinio centro kristalinés struktiiros vaizdas parodé, kad jame yra 4 subdomenai (Bern-
stein ir kt., 2003).

RecQ tipo baltymai sudaro atskirg helikaziy grupeg, kurios nariai pasizymi dideliu konservatyvumu
tiek bakterijy, tiek Zmogaus lastelése. Jiems visiems biidingas 400 aminortig§¢iy helikazes ir RQC bei

HRDC domenai (Cobb ir Bjergbaek, 2006) (22 pav.).
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22 pav. RecQ Seimos helikaziy sandaros palyginimas (Cobb ir Bjergbaek, 2006)

S. cerevisiae pana$ia helikazg¢ koduoja SGSI genas, kuris yra supresorius 1éto augimo fenotipo
top3 mutantuose. Zmogaus genome yra net penki $io tipo helikaziy genai (WRN, BLM, RECQ4,
RECQ5b ir RECQL) (Cobb ir Bjergbaek, 2006). RecQ Seimos helikazés labai svarbios genomo
stabilumui palaikyti. Mutacijos Siuose genuose padidina rekombinacijos dazni. Pavyzdziui, Sgs/
mutantinés mielés, auginamos iprastomis salygomis, pasizymi ankstyvu senéjimu, padidéjusiu
mitozinio krosingoverio dazniu, genomo nestabilumu, neproporcingais seseriniy chromatidziy mainais,
chromosomy aberacijomis, heterozigotiSkumo praradimu (Onoda ir kt., 2001; Ajima ir kt., 2002),
nehomologine rekombinacija (Yamagata ir kt., 1998). Mutacijos Zzmogaus helikaziy genuose sukelia
keleta ligy, paveldimy kaip autosominiai recesyviniai pozymiai. Individai, turintys mutacija BLM
gene, suserga Bliumo (Bloom), WRN gene — Vernerio (Werner), RECQ4 — Rotmundo-Tomsono
(Rothmund-Thomson) sindromais. Sioms patalogijoms biidingas genomo nestabilumo padidéjimas ir
polinkis sirgti véziu. Bloom’o sindromu serganciy pacienty lastelése padidéja homologiniy
chromosomy telomery susijungimo daznis. Siose lastelése sutrikes telomery ,,remonto“ procesas
(Lillard-Wetherell ir kt., 2004). Zmogaus lasteliy kultiiroje i§jungus helikazés RecQL1 geno veikima,
padidéja seseriniy chromatidziy mainy daznis (LeRoy ir kt., 2005).

RecQ helikaziy funkcinj konservatyvuma jrodo eksperimentai. Zmogaus BLM ir WRN genai su-

presuoja hiperrekombinacini fenotipa, atsiradusi dél mutacijy SGS/ gene, kepimo mieliy Iastelése.
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23 pav. RecQ helikaziy substratai (Bennett ir Keck, 2004)

RecQ helikazés labai svarbios DNR replikacijai. Mutantuose aptinkama {vairiy $io proceso
sutrikimy. Sie baltymai dalyvauja replikacijos proceso kontroléje bei uzstrigusiy replikacijos $akuéiy
iStaisyme. Bakteriju recQ mutantuose pastebétas iSsiderings replikacijos Sakuciy, uzstrigusiy UV
spinduliy sukelty DNR pazaidy vietose, subrandinimas. Tokiuose mutantuose padidéja nedésningos
rekombinacijos daZnis. Zmogaus lastelése, neturinéiose BLM ar WRN genu, kaupiasi nesubrandinti
replikacijos tarpiniai produktai (Lonn ir kt., 1990; Poot ir kt., 1992). Uzstrigusiy replikacijos Sakuciy
vietose skatinama HR. Nors HR yra labai svarbi genomo stabilumui palaikyti, tac¢iau padidéjes jos
daznis gali sukelti patalogija, destabilizuoti genoma. Taigi egzistuoja rySys tarp RecQ helikaziy ir
replikacijos pazaidy iStaisymo HR biidu. RecQ helikazés ypatingos tuo, kad gali atakuoti labai jvairias
nejprastas DNR struktiiras, susidarandias DNR replikacijos ir rekombinacijos metu. Cia galima
paminéti daznai susidarancias triSakés DNR struktiiras, D kilpas, segtukus, G kvadrupleksus (G4
DNR) (23 pav.). G4 DNR nebidinga B formos DNR molekuléms. Sios struktiiros susidaro G
turtingose genomo vietose dél labai stabiliy Hoogsteen‘o vandeniliniy jung¢iy tarp keturiy guaniny.
Toks RecQ helikaziy lankstumas substrato atzvilgiu galéjo susidaryti evoliucijos metu kaip atsakas i
DNR replikacijos sutrikimus, atsiradusius dél ivairiausiy priezas¢iy. Replikacijos Sakutés pazaidy
reparacija intensyviai tiriama. Ta¢iau i labai daug klausimy neatsakyta. Zinoma daug DNR struktiiry ir
pazaidy, kurios gali blokuoti replikacija. Pazaidos pavojingumas priklauso nuo to, kurioje DNR
molekulés grandingje ji ivyko. Pazaidos atsiliekancioje grandinéje neturéty sukelti replikacinés Sakutes
sustojimo, o tik viengrandziy DNR fragmenty susidaryma. O pazaidos pirmaujancioje grandingje gali
ne tik sustabdyti replikacija, bet ir iSardyti replikasoma. Antrinés struktiiros, susidaran¢ios DNR
grandingje, yra didelis kliuvinys Sakutés judéjimui. Savita RecQ helikaziy savybé — efektyviai Salinti
G4 DNR darinius (24 pav.). Daug yra paaiSkinimy, kaip HR gali atnaujinti DNR sintezg suirus
replikacinei Sakutei. Manoma, kad pazaidos pirmaujancioje grandingje gali sukelti Sakutés grizima
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(regresija) ir susidaro keturSaké struktiira, primenanti Holidéjaus jungti (25 pav.). Tokios molekulés
gali buti sukarpomos (kaip ir Holid¢jaus jungtis) ir dél to gali susidaryti DGT, kurie bus taisomi HR
bidu, arba gali jvykti Sakutés judéjimo krypties perjungimas ir replikacija atsinaujins, nes pazeista
sritis bus replikuota pagal kita, naujai susintetinta DNR. Nesant RecQ helikaziy, keturSakés molekulés
subrandinimas vyksta pirmuoju keliu, susidaro DGT, skatinama HR. Taip buvo nustatyta E. coli, kur
uzstrigusios replikacijos Sakutés gelbéjamos panaudojant HR mechanizma (Michel ir kt., 2001). Todél
replikacijos Sakutés ,,sugrazinimas“ galéty uzkirsti kelia pernelyg daznai HR. RecQ helikazés gali

saveikauti su tokiomis Sakotomis molekulémis ir jas subrandinti arba tam mobilizuoti kitus baltymus.

v w

G4 DNR grandinéje
slopina DNR replikacija

ww

RecQ helikazé judédama
DNR grandine pasalina G4

24 pav. RecQ helikazés gali pasalinti replikacijos metu susidarancias ivairaus sudétingumo antri-
nes struktiras (Bennett ir Keck, 2004)

> .
—_— \ Sakutés grizimas ———

4 S~ [

/ Replikacijos atnaujinimas
> ankstesne kryptimi
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25 pav. Replikacinés Sakutés grizimas, kurj gali katalizuoti RecQ helikazés

Yra duomeny, rodanciy, kad eukarioty RecQ helikazés svarbios telomery struktiirai palaikyti
(Bennett ir Keck, 2004). Kadangi Siose chromosomos dalyse yra daug G, todél jose turéty susidaryti
G4 dariniai, kuriuos pasalina RecQ baltymai. Be to, nustatyta, kad mieliy Sgs1 baltymas dalyvauja nuo
telomerazés nepriklausomame telomeriniy seky ilginime. Sis vyksmas priklauso nuo HR ir reikalauja
Sgs1 (Johnson ir kt., 2001).

Apibendrinus galima pasakyti, kad RecQ Seimos helikazés yra labai svarbios koordinuojant DNR

replikacijos, rekombinacijos ir reparacijos procesus bakterijose bei eukariotuose. Todél mutacijos
40



genuose, koduojanciuose Siuos baltymus, sukelia genomo destabilizacija ir su ja susijusius

nepageidaujamus genetinés medziagos persitvarkymus.

2.2.2.9. RuvAB baltymai

Rekombinacijos tarpiniai produktai daZzniausiai sudaryti i§ dvieju dgDNR molekuliy, sujungty
Holidéjaus jungtimi (HJ). Kad rekombinacija biity uzbaigta, mainuose dalyvavusios molekulés turi
buti atskirtos ir nuo juy pasalinti RecA baltymai. HJ gali migruoti susidarant DNR heterodupleksui.
TeoriSkai jos judéjimas yra izoenerginis, jis gali vykti spontaniskai. Kaip rodo tyrimai in vitro
fiziologinémis salygomis, savaiminis jud¢jimas yra neefektyvus. Ji galéty vykdyti ir RecA, taciau
bakteriju lastelé¢je ta Zymiai efektyviau atlieka kiti baltymai (RuvAB kompleksas ir RecG baltymas).
RuvA ir RecG specifiskai jungiasi su Holid¢jaus jungtimi. RecG, pats biidamas ATPaze, gali
katalizuoti grandiniy migracija, o RuvA tai vykdo tik kartu su RuvB, nes pastarasis pasizymi
ATPaziniu aktyvumu. In vitro nustatyta, kad RuvA ir RuvB baltymai saveikauja tiesiogiai. Esant
RuvA, HJ migracijai vykdyti reikia 20-40 karty mazesnés RuvB koncentracijos. RuvA svarbus
nukreipiant RuvB i reikiama taikini (HJ). Taciau RuvA vaidmuo tuo neapsiriboja. Jis svarbus ir HJ
migracijos metu galbiit dél to, kad palaiko ja tam tikroje erdvinéje buisenoje. Pagal viena i§ naujesniy
modeliy RuvA baltymas, sudarytas i§ keturiy subvienety, jungiasi prie HJ ir pakeicia jos erdving
strukttirg 1 iSskleista kvadrating plokStuming. DNR molekuliy grandinés guli baltymo vagelése ir
nepersidengia. Du RuvB heksamerai jungiasi i§ prieSingy pusiu prie HJ viety, kur yra heterodupleksai.
Tada prie tokio baltymy ir DNR komplekso jungiasi dar vienas RuvA baltymy ketvertas ir uzdaro
DNR i vadinamaja ,,vézlio kiauto* struktiira. Jos egzistavima patvirtina Mycobacterium leprae RuvA
baltymu kristaliné biisena, primenanti vézlio kiauta su keturiomis angomis DNR molekuléms (Roe ir
kt., 1998). RuvB baltymai, prisijunge i§ RuvA Sony, traukia per savo angas dgDNR ir taip privercia HJ
migruoti. Sis baltymy kompleksas vadinama RuvAB translokaze (Kuzminov, 1999). RuvAB gali
vykdyti §ia reakcija net esant nemaZzoms nehomologinéms sritims (~1 kbp). DNR spiralés judéjimo
metu yra laikinai i§vyniojamos (26 A pav.).

RuvAB kompleksas skiriasi nuo paprastu helikaziy, nes jis naudoja ATP tik grandiniy atskyrimo
etape, t. y. ne stechiometriskai kaip kiti helikazini aktyvuma turintys baltymai. Savo heksamerine Zie-

dine struktiira RuvB panasus { SV40 viruso T antigena, dalyvaujant; DNR replikacijoje.
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26 pav. Holidéjaus jungties ir RuvA, RuvB bei RuvC baltymy saveikos modelis. A — RuvAB
komplekso migracija. RuvA atpazista Holid¢jaus jungti. RuvB vykdo Holidéjaus jungties
migracija. Rodyklémis parodyta DNR judé¢jimo kryptis; B — RuvBC komplekso susidarymas; C —
hipotetinio RuvABC komplekso vaizdas i§ virSaus ir Sono. RuvA ir RuvC prisijungg 1§ skirtingy
Holidéjaus jungties pusiy stabilizuoja RuvB prisijungima. RuvAB vykdo grandiniy migracija, o
RuvC ,,skaito” DNR pirming seka tol, kol suranda tinkama vieta grandiniy skaldymui

RecG baltymas, vykdydamas HJ migracija, hidrolizuoja Zymius ATP kiekius, todél jis labiau yra
paprasta helikazé. RuvAB ir RecG funkcijos néra visiskai ekvivalentiskos. RuvAB™ fenotipo mutantai,
skirtingai nuo RecG, yra jautresni UV spinduliuotei. RecG vykdoma grandiniy migracija maziau

pakanti heterologiniams intarpams.

2.2.2.10. RuvC baltymas

Rekombinacijoje dalyvavusias molekules atskiria ruvC geno produktas. RuvC baltymas jungiasi
prie Holid¢jaus struktiiros kaip dimeras. Manoma, kad tuo metu nuo RuvAB translokazés atSoka
vienas RuvA subvienety ketvertas. Kerpamos grandin¢lés turi biiti homologiSkos. Kirpimo vietoje
aptinkama seka: 5'-[A/T]TTY[G/C]-3' (Shah ir kt., 1994, Shida ir kt., 1996). Po §io kirpimo DNR
molekulés atsiskiria, kiekviena ju trukio vieta sujungia DNR ligaze. Dabar jau aiSku, kad visi trys
baltymai — RuvA, RuvB, RuvC — tam tikru momentu biina prisijungg prie HJ (26 C pav.). Kadangi ruv
mutanty fenotipai rekombinacijos atzvilgiu yra vienodi, todél manoma, kad ju koduojami baltymai
veikia kartu (Mandal ir kt., 1993). Toks Ruv baltymy ir DNR darinys kartais vadinamas rezolvasoma
(Sharples ir kt., 1999). Ruv’ mutantuose jautrumas UV yra padidéjgs, o rekombinacijos daznis
sumazejes. Genetiné analizé rodo, kad E. coli, be RuvC, turi ir kita rezolvaze, nes ruvC mutacijos
neZymiai pazeidZia rekombinacijos eiga laukiniame kamiene. Kiekvienu atveju Sios mutacijos gali biti
komplementuotos padidinus RusA (kriptinés E. coli rezolvazés) raiSka. Tai rodo, kad visuose

mutantuose yra pazeistas grandiniy atskyrimas ir visi trys Ruv baltymai veikia Sioje stadijoje.
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In vitro nustatyta, kad RuvB sustiprina RuvC prisijungima prie HJ ir skatina pastarojo
endonukleazini aktyvuma. RuvC taip pat skatina RuvB vykdoma HJ migracija. Taciau in vitro
nenustatyta, kad RuvA ir RuvC baltymai tiesiogiai saveikauty. HJ, budama iSskleistoje biisenoje, turi
dvi puses, kurios skiriasi DNR grandiniy orientacija HJ centro atzvilgiu. Vienoje puséje DNR
grandiniy 5°—3’ kryptis sutampa su laikrodzio rodyklés kryptimi, o zilirint i$ kitos pusés, yra prieSinga
laikrodzio rodyklés krypciai. RuvA ir HJ kristaly tyrimai rodo, kad RuvA tetrameras jungiasi prie
vienos pusés (5’—3’ pries laikrodzio rodykle), o kita pusg paliecka RuvC dimerui.

Genetiniai 7uv mutanty tyrimai rodo, kad Ruv baltymai vykdo RecA nukleoproteininiy filamenty,
susidariusiy ant dgDNR, disociacija (Adams ir kt., 1994). Jeigu E. coli kamiene yra padidéjusio akty-
vumo RecA441 baltymas, tai tokiy lasteliy 7uv mutantai negyvybingi.

Genai, koduojantys RuvA ir RuvB homologus, placiai paplitg bakterijose. Ta¢iau RuvC homologuy
pasitaiko reciau. ruvA ir ruvB genai daznai sudaro operona, kartais jame yra ir ruvC. Taciau kai kuriais
atvejais (Synechocystis) Sie genai iSsklaidyti po genoma ir yra skirtinguose operonuose (Sharples ir kt.,
1999). RuvC neaptikta Mycoplasma genitalium, M. pneumonine, B. subtilis, Borrelia burgdorferi ge-
nomuose. Kai kurie i§ Siy organizmy turi RusA rezolvaze, ta¢iau minétose mikoplazmy riasyse néra

RuvC ir RusA baltymuy genu.

2.2.2.11. SbceB baltymas (egzonukleazé 1)

Genas shcB dar vadinamas xonA. Geno alelis shcB buvo atrastas kaip rekombinacijos ir
reparacijos atzvilgiu defektyvaus fenotipo supresorius recBC kamiene (Kushner ir kt., 1971). Si sbcB
mutacija atkuria konjugacinés rekombinacijos dazni ir atsparuma UV bei mitomicinui beveik iki
normalaus lygio, nes slopina SbcB baltymo destruktyvuji egzonukleazini 3'—5" aktyvuma. Kai néra
Sio aktyvumo, neskaldomi viengrandziai 3’ galai, kurie gali biiti panaudoti RecF rekombinacijos
kelyje.

Egzonukleazes I struktiiriniame gene aptinkama dviejy raSiy mutacijy. Mutacijos, vadinamos
sbeB, atkuria rekombinacija ir atsparuma UV spinduliams recBC™ lastelése. Kita mutacija, vadinama
xond, slopina tik jautruma UV, bet nepasalina HR sutrikimy recBC™ genotipo bakterijose (Kushner ir
kt., 1972). Egzonukleazés I aktyvumas abiejy riiSiy mutantuose yra stipriai sumazgjgs. Taciau iki Siol
neaisku, kas lemia Siy dvieju aleliy skirtumus (Spies ir Kowalczykowski, 2005). Kitas Siy aleliu
skirtumas pasireiskia dél nevienodo poveikio nedésningai rekombinacijai. Mutacijos xond saite
padidina nedésningos rekombinacijos dazni. RecBC™ fenotipui slopinti dar reikia mutacijos sbcC gene.
Egzonukleaze I yra 53 kDa baltymas, kuris turi 3'—>5' egzonukleazinj aktyvuma, pasireiskiant;i vgDNR

atzvilgiu. Jeigu vgDNR 3'-galas yra fosforilintas, fermentas hidrolizés nevykdo.

2.2.2.12. SbeC ir SbeD baltymai

Siuos baltymus koduojantys genai buvo atrasti mutagenezés biidu. Mutacija bent viename i§ ju

buvo reikalinga tam, kad kartu su sbcB~ galéty slopinti recBC™ kamieny mutantini fenotipa. Genai
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sbcC ir sbeD persidengia. Jie koduoja du SbeCD nukleazés subvienetus E. coli lastelése (Gibson ir kt.,
1992; Spies ir Kowalczykowski, 2005). Neseniai nustatyta, kad SbcC ir SbeD gali pasalinti baltymus,
kovalentiSkai prisijungusius prie DNR molekuliy galy (Connelly ir kt., 2003). Taip pat §i nukleazé
pasizymi nuo ATP priklausomu dgDNR egzonukleaziniu aktyvumu, gali skaldyti palindromy vietoje
susidarancius segtukus ar kryziaus pavidalo DNR molekuliy darinius. Sie baltymai svarbas ir tuo, kad
yra eukarioty Rad50 ir Mrell baltymy, dalyvaujanciy ivairiuose eukarioty rekombinacijos procesuose,
homologai. Ju homologai taip pat aptinkami bakteriofaguose ir archebakterijose. Kai kuriy bakterijuy

rusiy (pavyzdziui, Neisseria gonorrhoeae) genome §iy geny néra.

2.2.2.13. SSB baltymas

Mutacija ssb gene neigiamai veikia tuos biocheminius procesus, kurie susije su laikinu vgDNR
susidarymu: replikacija, rekombinacija, reparacija, mutagenezg. Temperatiirai jautrios ssb-/ mutacijos
pagalba Sis genas lokalizuotas E. coli genolapio 92 min (Glassberg ir kt., 1979). Be replikacijos
sutrikimy, Siam mutantui biidingas ir bendras rekombinacijos daZznio sumazéjimas tam tikroje
temperatiiroje. Pavyzdziui, fago P1 vykdomos transdukcijos daznis ssh-/ mutante sumazéjes penkis
kartus. Sio geno produktas yra spirale destabilizuojantis baltymas, zinomas SSB (angl. single strand
binding) pavadinimu. Vienintelis iki $iol nustatytas Sio baltymo aktyvumas — gebéjimas jungtis prie
vgDNR. Homologinés rekombinacijos metu SSB skatina grandiniy mainus, nes apsaugo susidarancia
vgDNR nuo kai kuriy nukleaziy. Sprendziant pagal klonuoto ssb geno nukleotidy seka, jo produktas
turéty buti sudarytas i§ 177 aminorugsciuy liekany. Fiziologinémis salygomis SSB yra tetrameras.
Kiekvienas subvienetas turi jungimosi prie DNR saita (27 pav.). Tokio saito dydis, priklausomai nuo

salygu (ypac nuo drusky koncentracijos), gali biiti nuo 35 iki 65 nukleotidy.
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27 pav. SSB ir taisyklingo RecA nukleoproteininio filamento susidarymas (Kuzminov, 1999).
Vientisa linija pavaizduota vgDNR; SSB baltymas — karoliuky ketvertais; RecA filamentas —
staCiakampiu apvaliais kampais
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D¢l vgDNR SSB konkuruoja su RecA, taciau prisijunges ATP, RecA igyja gebéjima pakeisti SSB
ant vgDNR molekulés. E. coli lastelése Sia RecA savybg aktyvuoja RecBCD ar RecFOR baltymai (Zr.
2.2.2.2. ir 2.2.2.4. skirsnius). SSB baltymas geba prisijungti ir prie vgDNR sri¢iy, sudaranciy antrines
struktiiras ir sunkinan¢iu RecA-ATP saveika su DNR. Po to RecA-ATP pasalina SSB nuo tokios
grandinés, todél gali susidaryti vientisas nukleoproteininis RecA-DNR filamentas. SSB svarbus ne tik
presinapsinéje, bet ir postsinapsinéje DNR mainy fazéje. Siuo atveju jis uzkerta kelia susidaryti
tinklinéms struktiroms tarp DNR molekuliy, nes po mainy atsirad¢ iSstumtos vgDNR galai kuri laika

nedalyvauja rekombinacijoje d¢l SSB veikimo.

2.2.2.14. DNR topoizomerazés

E. coli chromosoma yra neigiamai superspiralizuota. Lastelés baltymai prisitaiké saveikauti su
tokia DNR. Superspiralizacijos sumazéjimas slopina homologing rekombinacija. Superspiralizuotos
DNR fragmento pakeitimas svetima DNR turéty sumazinti superviju skai¢iy. Jis energetiSkai biity
naudingas tuo, kad tokioje molekuléje sumazety itempimas. Visi superspiralizacijos pokyciai lasteléje
yra susije su baltymy, vadinamy topoizomerazémis, veikla. Sie fermentai katalizuoja viengrandZiy ir
dvigrandziy DNR triikiy susidaryma ir pasalinima, o kartu ir DNR superspiralizacija, ir atpalaidavima.
Jos yra dviejy tipy: I tipo topoizomerazés relaksuoja superspiralizuota DNR, kirpdamos viena DNR
duplekso granding; II tipo topoizomerazés katalizuoja superspiralizacija, sukeldamos ir pasalindamos
dvigrandzius triikius DNR molekuléje.

I tipo DNR topoizomerazés skirstomos | dvi negiminiskas grupes A ir B. A grupei priskiriami
fermentai, kurie sudaro laiking kovalenting jungti su ikirptos grandinés 5'galu. Jie paprastai saveikauja
tik su neigiamai superspiralizuota DNR. Siai grupei priklauso E. coli topoizomerazé I (o baltymas),
topoizomeraze I1I i§ termofiliniy prokarioty, mieliy topoizomerazé 3. B grupés topoizomerazés sudaro
kovalenting jungti su ikirptos DNR 3’-galu. Jos gali atpalaiduoti tiek teigiamai, tiek neigiamai
superspiralizuota DNR. Tki 1994 m. Sios grupés fermentai buvo aptinkami tik eukariotuose ir kai
kuriuose virusuose. 1994 m. i$ hipertermofilinés metanbakterés Methanopyrus kandleri iSskirta DNR
topoizomerazé V, kuri priklauso $iai grupei.

Topoizomerazé I (o-baltymas). Mutacijos topA gene mazina E.coli augimo greitj, didina jautru-
ma UV ir MMS, létina transpozicija. TopA~ fenotipo mutantams biidinga sumazéjusi (1000 karty) vi-
dumolekuliné plazmidiné rekombinacija bei redukuota recA geno raiSka. TopA™ mutantini fenotipa
slopina mutacijos genuose, koduojanc¢iuose DNR girazg¢ bei topoizomeraze¢ IV. E. coli topoizomerazé |
gali komplementuoti kepimo mieliy lasteliy, turinéiy top3 mutacija, sulétéjusio augimo fenotipa. Gal-
bit topoizomerazés I vaidmuo genetinéje rekombinacijoje yra stabilizuoti DNR molekuliy poravimasi

vidiniuose homologijos saituose (28 pav.).
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28 pav. Topoizomeraze I mazina neigiamos DNR superspiralizacijos laipsni ir dél to skatina DNR
molekuliy poravimasi RecA katalizuojamoje mainy reakcijoje (Kuzminov, 1999)

Topoizomerazé Il (DNR girazé). Du jos subvienetus koduoja gyr4 ir gyrB genai. 1976 m. M.
Gelertas (M. Gellert) atrado $i baltyma kaip aktyvuma skatinanti fago A integracing rekombinacija in
vitro. DNR girazé palaiko E. coli lastelés chromosomos neigiamos superspiralizacijos biisena.
Biologiskai aktyvus baltymas yra A;B, biisenoje. Neigiama DNR duplekso superspiraliazacija
palankiai veikia RecA katalizuojama vgDNR iterpima 1 dgDNR in vitro. Iterpimo vietoje sumazéja
neigiamos superspiralizacijos laipsnis dgDNR molekuléje. Véliau, veikiant topoizomerazei, jis vél
grazinamas | buvusi lygi. DNR girazés mutantuose arba lastelése, paveiktose Sio fermento
inhibitoriais, yra stipriai pazeista UV sukelty pazaidy DNR molekuléje rekombinaciné reparacija
(Hays ir Boehmer, 1978). Girazés inhibitoriai sumazina nuo recA” priklausoma reparacija ir
rekombinacija tarp tandeminiy pasikartojanc¢iy seky UV apsvitintame fage A. Lasteliu ekstraktuose
DNR girazes inhibitoriai 1§ dalies (50—80 proc.) slopina tetrameriniy plazmidZiy virtima mazesnémis.

DNR girazeé ypac svarbi bakteriju nedésningai rekombinacijai (Zr. 6.1. skirsnj).

2.2.3. Red rekombinacijos kelias

Netrukus po to, kai E. coli buvo atrastas rec4 genas (Clark ir Margulies, 1965), nustatyta, kad
recA  mutacijos neturi itakos homologinei rekombinacijai tarp fago A DNR. Nustatyta, kad fago A
genai redo. ir redf yra reikalingi Siai nuo RecA nepriklausomai rekombinacijai (Franklin, 1967). Gauti
red (angl. recombination defective) mutantai, kuriy HR E. coli laukinio tipo kamienuose buvo daugiau
ar maziau pazeista ir visiSkai nevyko recA” kamiene. reda genas koduoja egzonukleaze. Genas redf
koduoja baltyma, kuris vykdo vgDNR molekuliy suporavima homologijos vietose. Bakteriofago A
homologinés rekombinacijos sistema kartais vadinama Red keliu. Treciasis genas — red y biitinas E.
coli RecBCD fermentui slopinti. Gam (y) baltymas jungiasi prie RecBCD ir slopina jo aktyvuma (Karu
ir kt., 1975). Gam analogus turi daugelis E. coli bakteriofagy, kurie sintetina linijinius savo genomus.
Gaminantis Siam baltymui, E. coli kamienas darosi panasus | RecBC™ fenotipo mutanta. Siekiant
standartizuoti A geneting nomenklatiira pasitlyta minétus fago baltymus vadinti Exo, Bet, Gam.
Nepaisant $iy pastangy, mokslinéje literatiiroje vartojami ir kiti anks¢iau minéti baltymy pavadinimai.

Gautas egzonukleazés a baltymo kristalas ir nustatyta, kad tirpale ji sudaro trys Ziedo subvienetai.
Baltymas saveikauja su linijine dgDNR. Judédama dgDNR molekule, egzonukleaz¢ skaldo viena jos

granding 1S 5’galo. Taigi susidaro viengrandziai 3’galai, kurie dalyvauja homologinéje
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rekombinacijoje. Reda produktas savo savybémis panasus 1 RecE baltyma. Pats Red rekombinacijos
kelias primena RecE kelia, kuris, manoma, taip pat yra faginés kilmés. Bet baltymas () jungiasi prie
vgDNR, skatina grandiniy susijungima homologijos vietose ir katalizuoja ju mainus, kuriy metu DNR
duplekso grandin¢ pakei¢iama jai homologiska vgDNR. Mainy reakcijai vykti reikalingas
homologiskos sekos vgDNR tarpas dgDNR molekulé¢je. Mainai vyksta 5°—3’ kryptimi vgDNR, prie
kurios prisijunges Bet baltymas. Kita galima Sio baltymo funkcija — apsaugoti vgDNR galus,
susidarancius veikiant Exo, nuo Seimininko nukleaziy poveikio. Taigi fago A rekombinacija gali vykti
keturiais keliais: 1) Red, 2) RecBCD, 3) RecE, 4) RecF. Homologiné rekombinacija tarp fago A
molekuliy yra svarbi fago genomo ipakavimui i kapside¢ (29 pav.).
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29 pav. Lizinis fago A ciklas ir jo rySys su rekombinacija. Monomeriniai fago genomo Ziedai
netinkami ipakavimui. Tinkama jpakavimui i galvut¢ fago DNR gali susidaryti rekombinacijos
budu (Red, RecBCD, RecE, RecF)

Prokarioty homologinés rekombinacijos tyrimai svarbis tiek teoriskai, tiek praktiskai. Dabar
aiSku, kad evoliucijos eigoje §is procesas iSliko ganétinai konservatyvus. Todél prokarioty baltymai bei
ju veikla yra paradigma, su kuria gali biti lyginami eukarioty rekombinacijos komponentai. Si

informacija taip pat labai svarbi genetinéje inZinerijoje.
2.3. Eukarioty homologiné rekombinacija

Eukariotuose homologiné rekombinacija vyksta mejozés ir mitozés metu. Mejozinis krosingove-
ris — tai genetiSkai determinuotas reiskinys, biitinas taisyklingam chromosomuy pasiskirstymui i game-

tas. Jo metu susidarantys DGT yra genetiskai determinuoti. Mitozinis krosingoveris reikalingas dvi-
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grandziy trukiy, atsiradusiy somatiniy lasteliy genetinéje medziagoje, iStaisymui. Taigi abiem vyks-
mams reikalingas DGT susidarymas. Mieliy lastelése mejozinio krosingoverio daznis daugiau kaip
tikstant] karty yra didesnis nei mitozinio. Tafiau mejoziné rekombinacija néra paprastas procesuy,
vykstanciy lastelése mitozés metu, pagreitinimas. Tarp Siy dviejy reiSkiniy yra keletas svarbiy skirtu-
muy:

e mejoziné rekombinacija, kaip taisyklé, vyksta tarp homologiniy chromosomy, o mitoziné¢ —
dazniau tarp seseriniy chromatidziy;

e mejozinis krosingoveris yra grieztai reguliuojamas ir susijgs su interferencijos reiskiniu. Mejo-
zinio krosingoverio metu susidaro sudétinga nukleoproteininé struktiira, vadinama sineptone-
miniu kompleksu.

Homologiné rekombinacija vyksta mejozés profazéje. Ji prasideda leptotenoje ir pasibaigia diplo-

tenoje.

2.3.1. Mejozés evoliucija

Siuolaikiniame eukariotiniame organizme mejoze valdo §imtai geny. Nemaza juy dalis svarbi ir mi-
tozei, taciau kai kurie genai buidingi tik mejozei. Sunku isivaizduoti mejozés atsiradima be mitozés.
Pastarosios aparatas taip pat reikalingas genomams mejozés metu atskirti. Darant prielaida, kad mejozé
kilo 1§ mitozés, bandoma iSsiaiskinti, kurie mitozés mechanizmai galéjo biiti svarbiis mejozés atsiradi-
mui, o kurie ne. Siuo poZiiiriu, verta tyrinéti jvairias mitozés formas. Zinomos dvi mitozés formos:

e uzdaroji mitozé, aptinkama daugelyje vienalas¢iy (pirmuoniy, gryby, dumbliy);

e atviroji mitoze, biidinga daugumai daugialas¢iy organizmuy.

Primityvi (uzdaroji) mitozés forma ypatinga tuo, kad jos metu branduolio apvalkalas iSlieka viso
proceso metu ir genomy atskyrimas baigiasi branduolio persmauga (30 pav.). Dar vienas §ios mitozés
pozymis — mazas chromatino kompaktizacijos laipsnis. Tokia mitozé, pavyzdziui, vyksta tripanosomo-
se ir kai kuriose mielése. Manoma, kad tokiy organizmy mejozé taip pat turéty pasizyméti tam tikrais
senoviniais pozymiais. Be to, primityvios mejozés atvejy ieSkoma organizmuose, kuriuose lytinis dau-
ginimasis yra retas reiskinys. Kai kurios mieliagrybiy riiSys (pavyzdziui, S. cerevisiae) turi normalia
mejozg, panasia i auksStesniy eukarioty. Taciau kai kuriose kitose, mejozés procesas labai primityvus.
Toks jis yra Schizosaccharomyces pombe, todél gali biiti nagrinéjamas mus dominanciu klausimu.
Siame organizme mejozés metu nesusidaro sineptoneminis kompleksas, néra krosingoverio interferen-
cijos, vietoje centrosomos — jos primityvesnis variantas, vadinamas verpstés poliniu kiinu (angl. spind-
le pole body). Profazés metu lastelés branduolys keleta karty juda i§ vieno lastelés galo i kita. Siuos
judéjimus valdo verpstés polinis kiinas, prisitvirtings prie vieno i$ lastelés poliy. Tokie judesiai reika-

lingi krosingoveriui vykti. Cia krosingoveriy daznis mazesnis nei kepimo mielése.
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30 pav. Uzdaroji ir atviroji mitozé (Cooper, 2000)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?highlight=mitosis,closed&rid=cooper.figerp.1376

Be to, galima daryti prielaida, kad mejozes atsiradimas buvo neimanomas be linijiniy chromoso-

my, turin¢iy telomerus, susiformavimo. Kadangi neabejojama, kad organizmy formos, kuriose kilo $is

reiSkinys, seniai iSnykusios ir visi samprotavimai Siuo klausimu yra hipotetiniai, vis délto galima ma-

nyti, kad pirmyksté mejozeé buvo panasi i Siuo metu egzistuojancia S. pombe.

2.3.2. Su rekombinacija susije rei§kiniai, vykstantys mejozés metu

Rekombinacija mejozés metu pirmiausia susijusi su jvairiais chromosomy morfologijos bei elgse-

nos pokyciais, naujy sublasteliniy struktiiry susidarymu ir iSnykimu bei pokyciais DNR molekulése.

Susisteminta $iy {vykiu dinamika chronologine tvarka pateikiama 1 lenteléje.

1 lentelé. [vykiai mejozés profazéje, susije su homologine rekombinacija (pagal Roeder, 1997)

Meiozés Chromosomuy Dvigrandziy Citologiniai
IOz .. | morfologija ir SK* |, Puokstés* raida trukiy (DGT) rekombinacijos

profazés stadija . . S
morfogeneze reparacija pozymiai

Leptotena Formuojasi aSiniai | Telomeros pradeda | Atsiranda DGT | Ankstyvieji
elementai suartéti mazgeliai

Zigotena Prasideda Telomeros sudaro ISnyksta DGT Ankstyvieji
chromosomuy telkinius mazgeliai
sinapsé

Pachitena SK susidarymas Telomeros Dvigubos HJ Veélyvieji

atsiskyrusios mazgeliai

Diplotena SK iSirimas; Rekombinacijos | Chiazmai
chromosomy produktai
kondensacija

Diakineze Tolesné chromo- Chiazmai
somy kondensacija

*SK — sineptoneminis kompleksas.
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1 lentel¢je pateikiama ivykiy seka Siek tiek skiriasi ivairiose rusyse. Pavyzdziui, DGT dinamika
atspindi ju raida S. cerevisiae, o rekombinaciniy mazgeliy ir sineptoneminio komplekso formavimosi

eiga tirta kituose organizmuose (kiekviena i§ lentel¢je pateikty reiskiniy toliau aptarsime atskirai).

2.3.2.1. Chromosomy poravimasis ir sinapsé

Chromosomyu paskirstymas i dukterines lasteles mitozés metu yra daug paprastesnis nei mejozéje.
Po replikacijos mitozéje kohezinai laiko seserines chromatides sukibusias. Jos i$sidésto Iastelés vidury-
je, po to pasiskirsto 1 dukterines Iasteles. Mejozés metu vyksta viena DNR replikacija ir du branduolio
pasidalijimai. Prie§ pirmaji dalijimasi homologinés chromosomos privalo susirasti viena kita, susipo-
ruoti, ir redukcinio dalijimosi metu tiksliai pasiskirstyti i dukterines lasteles. Apie 30 proc. persileidi-
my yra sutrikusio chromosomy paskirstymo padarinys (Hassold ir Hunt, 2001). Tik nedaugelis Zzmo-
gaus aneuploidijy leidzia embrionui i§gyventi. Tas pats pasakytina ir apie kity organizmy chromosomuy
pasiskirstymo sutrikimus. Nors nemaza dalis mechanizmy ir baltymy, dalyvaujanc¢iy Siame procese,
evoliuciSkai konservatyvils, vis délto egzistuoja ir gana rySkiis tarpriSiniai skirtumai. Iki Siol neaisku,
kaip mejozés profazéje homologinés chromosomos (homologai) suranda ir atpazista viena kita. [vairiy
rusiy organizmy homologinés chromosomos gali atpazinti viena kita dél skirtingy mechanizmy: DNR
molekuliy tarpusavio saveikos, DNR ir baltymuy saveikos vadinamuosiuose poravimosi centruose, sa-
veikos tarp centromery heterochromatino, telomery tarpusavio rysSio ir chromosomy teritorijy susida-
rymo (Gerton ir Hawley, 2005). Sio klausimo sprendima sunkina ir tai, kad daugelio organizmy homo-
loginiy chromosomy poravimasis skiriasi nuo jy sinapsés. Poravimasis — tai chromosomy i$sidéstymas
greta tam tikru atstumu. Sinapsé — artimas kontaktas tarp chromosomy susidarant sineptoneminiam
kompleksui. Vienuose organizmuose homologai iSsidésto lygiagreciai per visa savo ilgi, o daugelyje
kity — suartéja tik tam tikrais segmentais. Mutanty tyrimai rodo, kad poravimasis skiriasi nuo sinapsés.
Gauti mutantai, kuriy chromosomos poruojasi, tac¢iau sinapsé nevyksta, triploiduose visos trys chromo-
somos poravimosi metu iSsidésto greta, o sinapséje konkrec¢iame taske dalyvauja tik dvi. Sineptonemi-
nis kompleksas gali susidaryti ir tarp nehomologiniy chromosomu, tac¢iau poruojasi tik homologinés
chromosomos.

Visi lytiskai besidauginantys organizmai mejozés metu turi pirma suporuoti, sukabinti, po to pa-
skirstyti chromosomas | dukterines lasteles, taciau ta atlieka pasitelkdami Siek tiek skirtingus mecha-
nizmus. Vienas didziausiy skirtumy yra tai, kad kai kuriuose organizmuose (pavyzdziui, mielése, Zin-
duoliuose) sinapsei vykti reikia rekombinacijos, o kiti (pavyzdziui, musés, kirmélés) naudoja mecha-
nizmus, leidziancius sinapsei vykti be rekombinacijos. Be to, yra organizmu (pavyzdziui, S. pombe),
kuriuose mejozes metu i§ viso nesusidaro sineptoneminis kompleksas. Kodél atsirado tokiy skirtumuy,
neaiSku. Homology poravimasis daugelyje riiSiy priklauso nuo mejozei specifisky DGT susidarymo.
Pastaruosius, kaip matysime véliau, sukelia baltymai, homologiski S. cerevisiae baltymui Spoll — jie

ir pradeda rekombinacija. Kitose riiSyse homology poravimuisi nereikia DGT. Be to, yra risiy, kuriy
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homologiniy chromosomy jungimasis | poras jvyksta anksc¢iau nei atsiranda DNR trukiy. Molekuliné
chromosomy poravimosi, kuris nepriklauso nuo DGT, prigimtis neaiski. Galbut ji Siuo atveju lemia
dvieju DNR dupleksy homologisky seky fizinés saveikos, taciau ivairové neapsiriboja aprasytais atve-
jais. Nors daugelio organizmy (pavyzdziui, kukurtizy, pelés, Zmogaus) chromosomos poruojasi tik ge-
neratyvinése lastelése, bet pasitaiko ir i§Sim¢iy. Kai kuriy organizmuy, pavyzdziui, dvisparniy biirio at-
stovy, homologiniy chromosomuy poravimasis vyksta ir somatinése lastelése. Dar pries prasidedant me-
jozei Drosophila melanogaster chromosomos jau biina i$sidésciusios poromis. Toks chromosomu po-
ravimasis somatinése ir generatyvinése D. melanogaster lastelése Zinomas jau beveik 100 mety. Vaisi-
né muselé néra unikali Siuo poziiriu risis. Heksaploidiniy kvieciy somatinése lastelése taip pat vyksta
homologiniy chromosomuy poravimasis. Vaisinés muselés patinéliuose mejozinis homology poravima-
sis yra papras¢iausia somatinio poravimosi tasa. Manoma, kad ji nulemia heterochromatino sriciy tar-
pusavio saveikos. Yra daug duomeny, patvirtinanciy, kad egzistuoja specifinés cis-padétyje veikian-
Cios sekos, kurios dalyvauja musiy ir kirmeliy homologiniy chromosomy atpazinime. Nematodo Cae-
norhabditis elegans tokios sekos buvo atrastos kiekvienos i§ SeSiy chromosomuy galuose ir pavadintos
HRR (angl. homologue recognition regions). Kiek kitokio pobiidzio sekos dalyvauja X ir Y chromo-
somy poravimesi. D. melanogaster patinéliuose $ios chromosomos poruojasi dé¢l saveikos tarp rRNR
geny. PanaSia funkcija atlieka Zmogaus X ir Y chromosomose esantis pseudoautosominis rajonas,
PAR1 — vienintelé didesnés homologijos tarp Siy chromosomuy vieta. Pauksciy Z ir W chromosomos
taip pat nehomologiskos. Ju poravimasis ir genetiniai mainai taip pat priklauso nuo pseudoautosominio
rajono sekuy. Anciasnapis turi net 10 lytiniy chromosomu. Todél penkios heterosomuy poros privalo tu-
réti unikalius pseudoautosominius rajonus ar poravimosi ir rekombinacijos centrus, kad susidaryty
normalios XXXXX gametos patelése ir YYYYY — patinéliuose.

Atlikti jvairiy organizmy citogenetiniai tyrimai rodo, kad skirtingos chromosomos uzima tam tik-
rus branduolio domenus arba teritorijas. Tai turéty skatinti chromosomy poravimasi, nes tokiu budu
efektyviai sumazinamas branduolio turis.

Telomery susitelkimas | ,,puokstés* pavidalo struktiira mejozés metu, manoma, taip pat padeda
homology poravimuisi ir rekombinacijai. S. pombe mutantai, kuriy sutrikgs telomery suartéjimas ir

,,puokstés* susidarymas pasizymi sumazéjusiu rekombinacijos dazniu.

2.3.2.1.1. DGT reiksmé homologiniy chromosomy poravimesi

Manoma, kad daugelyje riiSiy mejozei specifiSky DGT sukelta DNR molekuliy sgveika su gimi-
niSkomis sekomis homologin¢je chromosomoje padeda homologams iSsidéstyti greta vienas kito anks-
tyvos-vidurinés leptotenos stadijoje. Tokiy nuo DGT priklausomy homologu saveiky vietos matomos
kaip 400 nm tiltai tarp chromosomy asiy. DGT susidarymas, taigi ir poravimasis, priklauso ir nuo
chromatino strukttiros. DGT linke¢ susidaryti atviruose chromatino rajonuose arba jautriose nukleazéms

chromatino vietose. Histono H2B ubikvitilinimas biitinas mobilizuojant ir (arba) stabilizuojant DGT
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susidarymo mechanizma. Nors yra nustatytas rySys tarp chromatino struktiiros, homologu poravimosi
ir rekombinacijos, §iu ivykiy tarpusavio priklausomumas dar tik pradedamas tirti.

Nustatyta, kad mielése chromosomy poravimasis susijg¢s su homologijos paieSka visame genome.
Jeigu kokio nors mieliy geno kopija iterpiama i nauja vieta genome, mejozes metu vyksta jos saveika
su iprastoje chromosomos vietoje esancia to geno kopija. Homologijos paieska tarp chromosomy tik-
riausiai vykdo E. coli rekombinacijos baltymo RecA homologai Rad51 ir Dmcl. Pavyzdziui, mielése
S. cerevisiae ektopinés rekombinacijos daznis tarp vienody seky, esan¢iy homologinése chromosomo-
se, nedaug skiriasi nuo ektopinés rekombinacijos tarp seky, esanciy heterologinése chromosomose.
Ektopineé rekombinacija gali sukelti genomo nestabiluma. Mielése Sios rekombinacijos daznis gana
didelis. O kitame eukariote, vaisin¢je musel¢je, jis daug mazesnis. Greita ir nuo DGT nepriklausoma
sinaps¢ ir sineptoneminio komplekso susidarymas muselése, kirmélése ir kai kuriuose kituose orga-
nizmuose galbiit yra biidas uzkirsti kelia ektopinei rekombinacijai. Kaip rodo mutanty tyrimai, neho-
mologiniy chromosomuy sinaps¢ gali slopinti Mnd1-Hop2 baltymy kompleksas. Neseniai nustatyta, kad
dvigubuose mndlirad51 ir hop2rad51 mieliy mutantuose ektopinés rekombinacijos daznis tarp neho-
mologiniy chromosomy yra daug didesnis nei pavieniuose $iy geny mutantuose.

Sinapses susidarymas daugelyje organizmy taip pat priklauso nuo DGT. Mielése, vairenyje, pelé-
je, turin¢iuose mutacija SPOI1 geno homologuose, sinaps¢ labai redukuota arba i§ viso neaptinkama.
Manoma, kad gali biiti du nuo rekombinacijos priklausomo homologiniy chromosomy poravimosi bu-
dai: vienas i$ ju priklauso nuo Rad51 gebé¢jimo aptikti homologiskas sekas, o kitas siejamas su Dmcl
ir Mnd1-Hop2 baltymy veikimu. Tyrimai rodo, kad Mnd1-Hop2 heterodimeras daugiau kaip tris kartus
skatina Dmc1 vykdoma grandinés jterpima. Ne visi organizmai turi DMC1, HOP2 ir MND] ortologus.
Juos turi zinduoliai, augalai, pirmuonys ir mielés, bet neturi musés, kirmélés bei kai kurie grybai (pa-
vyzdziui, Neurospora crassa). Galbiit tai nulemia, kad pirmosios grupés organizmuose sinapsei ir si-
neptoneminiam kompleksui susidaryti reikalingi DGT, o antrosios ne (2 lentelé).

2 lentelé. Homologiniy chromosomy poravimosi ir sinapsés jvairiuose organizmuose savybiy pa-
lyginimas (Gerton ir Hawley, 2005)

Pirmas biidas (pavyzdziui, musés, kirmélés) | Antras budas (pavyzdziui, mielés, pelé, Zmogus)
1. Nuo DGT nepriklausomas homologiniy 1. Nuo DGT priklausomas homologuy poravimasis
chromsomuy poravimasis 2. Didelis ektopinés rekombinacijos daznis

2. Mazas ektopinés rekombinacijos daznis (mielése)

3. Néra Mnd1-Hop2 3. Mnd1-Hop2 homologai aptinkami

4. Rekombinacija priklauso nuo Rad51 4. Rekombinacija priklauso nuo Dmcl

N. Kleckner nuomone, ankstyvas homologu poravimasis mejozeje gali biiti susijgs su netvirty pa-
raneminiy jungciy tarp DNR dupleksy susidarymu (Kleckner, 1996). Eksperimentiskai nustatyta, kad
bakterijy RecA baltymas homologijos vietose tarp DNR molekuliy gali sudaryti tokias paranemines
jungtis. Aptariamu klausimu idomiis chromosomy poravimosi tyrimai organizmuose, kuriuose nevyks-

ta mejoziné rekombinacija, arba kuriy nerekombinuoja tik tam tikros chromosomos. Pavyzdziui, mejo-
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zinis krosingoveris nevyksta Drosophila patinélinose ir Bombyx mori patelése, o taip pat vaisinés mu-
selés (D. melanogaster) pateliy ketvirtojoje homologiniy chromosomy poroje. Nors Drosophila patiné-
liuose nevyksta mejoziné rekombinacija, nesusidaro SK, tac¢iau chromosomos poruojasi (31 pav.). Po-
ravimosi metu susidaro bivalentai, kurie iSsidésto tam tikrose profazinio branduolio vietose. Toks
chromosomy uzdarymas i savotiskas ,,kiSenes, dar vadinamas chromosomuy teritorijomis, matyt, yra
pakankamas ,,surakinti homologus tarpusavyje bent jau centromeros rajonais ir uztikrinti taisyklinga
chromosomy paskirstyma. Tradicinés mejozés metu Sig funkcija atlieka chiazmai, o B. mori lastelése —
sineptoneminis kompleksas, kuris §io organizmo lastelése egzistuoja labai ilgai, net iki anafazes I
(Hawley, 2002). Vaisinés muselés X ir Y chromosomy tyrimai rodo, kad Sios chromosomos poruojasi
tik vienoje vietoje, konkreciai bobbed lokuse, kuriame sutelkti 18S-28S rRNR genai. O poravimasis
tarp didziyjy chromosomu (2 ir 3) muselés patinéliuose prasideda daugelyje euchromatino viety. Ta-
¢iau toliau Sis procesas vyksta dalyvaujant heterochromatino sritims ir tarp ju susidarancioms sasa-

joms. Nei lytiniy chromosomuy, nei autosomy poravimosi atveju genetiniai mainai patinéliuose nevyks-
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31 pav. Mejozé Drosophila patinéliuose (pagal Hawley, 2002). Tradiciné mejoze (A), kurios metu
susidaro chiazmai ir netradiciné mejoz¢ vaisinés muselés patinélivose (B), kurios metu chiazmai
nesusidaro (paveiksle parodyta tik vienos homologiniy chromosomuy poros teritorija)

2.3.2.2. Sineptoneminis kompleksas

1956 m. pirmakart aprasé¢ M. J. Moses ir D.W. Fawcett (Zickler ir Kleckner, 1999). Sineptonemi-
nis kompleksas — tai mejozei biidinga sublasteline struktiira. SK susidaro tarp homologiniy chromo-
somy mejozés profazéje (1 lentele). Leptotenoje pradeda formuotis asiniai elementai — tai baltymuy
strukttiros, kurias sudaro dvi vienos chromosomos chromatidés. Zigotenoje homologiniy chromosomy
aSiniai elementai suart¢ja visu ilgiu ir susijungia baltymais, sudarydami SK centrini rajona (32 pav.).
Subrendusiame SK aSiniai elementai vadinami Soniniais ir yra vienas nuo kito vienodu mazdaug 100
nm atstumu. Kiekvienas SK yra apsuptas chromatino kilpy, kurios prisitvirtinusios prie Soniniy ele-

menty. Labai nedaug DNR yra centriniame rajone. Tarp Soniniy elementy centriniame rajone susidaro
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centrinis ir skersiniai elementai. Vieni skersiniai elementai kerta visa centrini rajona, o kiti siekia tik

centrinj elementa.

Skersinis
elementas

Chromatino Soninis ~ Centrinis Soninis Chromatinc
kilpos elementas, elementas lementas kilpos
AR
Centrinis
ra|1jonas
L 1 |
Seserines chromatidés Seserinés chromatidés

32 pav. Sineptoneminio komplekso diagrama (pagal Roeder, 1997)

I SK jeinanciy chromosomy DNR yra chromatino kilpy pavidalo. Kiekviena kilpa savo pagrindu
prisitvirtinusi prie $oninio elemento. Siy kilpy dydis jvairiose rayse nevienodas. Tod¢l labai skiriasi ir
DNR kiekis, tenkantis SK ilgio vienetui. Pavyzdziui, 1 um SK ilgio tenka 1200 kbp zmogaus, 500 kbp
mieliy DNR. Manoma, kad kilpy ilgis gali priklausyti nuo DNR seky, kuriomis jos saveikauja su Soni-
niu elementu, bei chromosomos struktiiros. Pavyzdziui, kilpy dydis 2—-3 kartus maZesnis telomeriniuo-
se galuose. Taip pat svarbus ir lasteliy tipas, nes kai dirbtiné chromosoma, susidedanti daugiausia 1§
zmogaus DNR, dauginama mielése, Zmogaus DNR kilpos pasidaro mieliy DNR kilpy dydzio. SK
diagrama sukurta remiantis steb¢jimais elektroniniu mikroskopu. Mikroskopu SK rasta jvairiy orga-

nizmy mejozinése lastelése (33, 34 pav.).

33 pav. Keturi SK drugio Hyalophora columbia branduolyje. Matomi Soniniai elementai ir chro-
matino kilpos (preparatas nudazyta sidabro nitratu); vaizdas gautas elektroniniu mikroskopu (Roe-
der, 1997)
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34 pav. Saccharomyces cerevisiae branduolys pachitenos stadijoje. Nuotraukoje matomos 16
chromosomy, kuriy kiekvienoje yra du Soniniai elementai (LE), susiformaves SK centrinis ele-
mentas ir chromatino kilpos. Taip pat matomas branduolélis (NLL) ir verpstés poliniai kiinai
(SPB). Juostelé = 3um (Kleckner, 1996)

SK susidarymas tarp homologiniy chromosomy prasideda keliose vietose dalyvaujant vadinama-
jam sinapsés iniciacijos kompleksui, { kuri jeina bent du baltymai (Zip2, Zip3) (Chua ir Roeder, 1998).
Sis kompleksas skatina Zip1 baltymo, kuris aptinkamas SK centriniame rajone, polimerizacija. Zipl
suartina homologines chromosomas per visa jy ilgi. Tyrimai, atlikti naudojant antikiinus, parod¢, kad
sinapsés iniciacijos kompleksas gana tolygiai iSsidéstes iSilgai homologiniy chromosomuy.

I SK sudéti ieina ir daugiau baltymy: Redl, Hopl, Mekl, SYCP1, SYCP2, SYCP3 ir kt. (Page ir
Hawley, 2004). Red1 bitinas asiniams elementams susidaryti. Hop1 - taip pat asiniy elementy balty-
mas, bet jo lokalizacija priklauso nuo Red1. Mek1 — mejozei specifiné serino/treonino kinazé, dalyvau-
janti SK susidaryme ir fosforilinanti Redl. Fosforilintas Redl sudaro heterooligomera Red1-Hopl,
kuris biitinas SK susidarymui. SYCP2 ir SYCP3 yra Soniniy/asiniy elementy baltymai. Sycp/ mutanti-
nése pelése susidaro normallis aSiniai elementai, homologai i$sidésto greta, taciau sinapsé nevyksta (de
Vries ir kt., 2005). Tai rodo, kad SYCP1 yra skersiniy elementy baltymas. Sycp3 mutantiniy peliy
spermatocituose nesusidaro aSiniai elementai. Spermatocituose nevyksta ir SYCP2 lokalizacija aSi-
niuose elementuose. Sycp2 mutantinés pelés pasizymi lytiniu dimorfizmu sutrikimy atzvilgiu: patinai —
sterilis (sutrikusi mejozé lytinése lastelése), patelés — pusiau fertilios (stipriai sumazejes vados dydis).
Scyp2 mutantuose sinapsé nevyksta.

Nepaisant to, kad SK susidarymas jau seniai tiriamas ir Zinomi pagrindiniai jo etapai, { pagrindini
klausima, kas nulemia SK lokalizacijos vieta, lieka neatsakyta. Daugelyje organizmy mejoziné rekom-
binacija prasideda anksciau nei susidaro SK ir yra reikalinga pastarojo susidarymui (Henderson ir Ke-
eney, 2005). Dvigrandziai triikiai, sukeliantys mejozing rekombinacija, atsiranda ankstyvoje profazéje
(1 lentelé) prie§s SK susiformavima. Tai budinga daugeliui organizmy: mieléms ir kitiems grybams,

augalams, zinduoliams. Siy organizmy mutantuose, kuriuose sutrikgs DGT susidarymas, arba kuriuose
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netinkamai subrandinami rekombinacijos tarpiniai produktai, SK formavimasis vyksta daug reciau ir
nenormaliai. Nustatyta, kad kai kuriais atvejais SK susidaryma galima sukelti tokius mutantus pavei-
kus DNR pazaidas sukelian¢iomis medziagomis. Ta¢iau SK ir rekombinacijos priklausomumas néra
universalus. Pavyzdziui, D. melanogaster ir C. elegans mutantai, net ir negalédami vykdyti mejozing
rekombinacija, sudaro normalius SK. Be to, net ir risyse, kuriose normali SK raida priklauso nuo re-
kombinacijos, SK defektai, esant rekombinogenezés sutrikimams, ivairuoja. Pavyzdziui, kepimo mie-
liy mutantuose su pazeistu rekombinacijos mechanizmu SK susidaro atsitiktinai ir ne iki galo: tik kai
kurios chromosomos patiria visiSka sinapsg¢. Taigi minéti steb¢jimai rodo, kad mejoziné rekombinacija
skatina SK susidaryma ir kad jo priklausomumas nuo rekombinacijos kai kuriose riiSyse labiau iSreiks-
tas. Vienu i§ buidy, patvirtinan¢iy toki priklausomuma, galéty buti tai, kad SK raida prasideda rekom-
binacijos vietose. Taip Sardaria macrospora SK susidarymo pradzios taskai erdviskai sutampa su kro-
singoverio vietomis. Be to mutantuose, kuriuose mazesnis krosingoverio daznis, susidaro maziau SK.
Siuolaikiniai molekulinés genetikos metodai taip pat daZnai patvirtina teiginj, kad sinapsé prasideda
mejozinés rekombinacijos vietose. Kepimo mielése kai kurie SK baltymai (Zip3, Zip2, Zip1 ir Msh4)
jeina i sinapsés pradzios komplekso sudéti. Bent vienas i$ Siy baltymy (Zip3) gali patekti i mejozines
chromosomas d¢l saveikos su rekombinacijos baltymais (Agarwal ir Roeder, 2000).

Yra duomeny, kad centromeros taip pat gali biiti svarbios SK susidarymui, ta¢iau nuomonés Siuo
klausimu labai priestaringos. Vieni mokslininkai mano, kad centromera gali biiti ta vieta, kurioje pra-
sideda SK formavimasis, kiti atvirksciai — teigia, kad $i chromosomos struktiira yra klititis SK polime-
rizacijai.

SK susidarymas svarbus mejozés pozymis, taciau tiksli jo reikSmé nenustatyta. SK gali biiti reika-
lingas tam tikriems homologinés rekombinacijos etapams, pavyzdziui, rekombinuojanciy struktiiry
stabilizacijai. Jis, matyt, svarbus krosingoverio interferencijoje. Organizmuose (S. pombe, A. nidulans),
kuriy mejozéje nesusidaro SK, néra krosingoverio interferencijos. S. cerevisiae zipl mutantuose, ku-
riuose pazeista SK raida, taip pat néra interferencijos (tac¢iau krosingoveris vyksta). Jeigu pazeidimy
yra tam tikrose pelés ir kukuriizo SK vietose, krosingoverio interferencija tokiuose mutantuose taip pat

sumazg¢ja arba tampa neigiama.

2.3.2.3. Chromosomy ,,puoksté«

Profazéje chromosomy telomeros sudaro struktiira, vadinamaja ,,puokste (angl. bougquet). Sis da-

rinys dazniausiai iSrySkéja peréjime i leptotenos i zigotena (35 pav.).
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35 pav. ,,Puokstés® susidarymo ir iSsisklaidymo modelis. Proleptotena: telomeros (rausvi taskai)
po DNR replikacijos juda link branduolio apvalkalélio vidinés pusés ir matomos branduolio peri-
ferin¢je dalyje. Leptotena: chromosomy telomeros atsitiktinai prisitvirtinusios prie vidinés bran-
duolio apvalkalélio pusés. Zigotena: per¢jimo i§ leptotenos i zigotena stadijoje telomeros sudaro
sankaupa — ,,puokste”. Chromosomu galai iSsidéstg greta ir dél to gali vykti ju saveika. Peréjimas
1§ zigotenos 1 pachitena susijgs su intensyvia sinapses raida ir chromosomy kondensacija. Tai is-
sklaido telomeras. Pachitena: homologai susiporave, SK susidaro per visa homologiniy chromo-
somy ilgi. Skirtingy susiporavusiy chromosomy telomeros iSsisklaid¢ po visa branduolio apvalka-
lo vidinj pavirsiu (pagal Scherthan, 2001)

Jis randamas gryby, augaly ir gyviiny lastelése (Golubovskaya ir kt., 2002). Evoliucinis ,,puoks-
tés* konservatyvumas ir tai, kad jos susidarymas sutampa su homology poravimosi pradzia, leidzia
manyti, kad ji svarbi homologijos paieskai (Bass ir kt., 2000). ,,Puokstés* susidarymas vyksta dviem
etapais: 1) telomeros prisitvirtina prie vidinio branduolio apvalkalélio pavirSiaus; 2) jos susivienija i
glaudy telkini. Iki Siol Zinoma labai nedaug genu, kurie valdo ,,puokstés* susidaryma. Geriausiai istirti
tazl, lot2-s17/rapl (S. pombe) ir ndjl/taml (S. cerevisiae) genai. Augaluose taip pat atrasta keletas
»puokstés* raida veikianciy geny: syl (rugiuose), paml (kukuriizuose). Visuose mutantuose ne tik su-
trikgs ,,puokstés® susidarymas, bet randama ir homologiniy chromosomy sinapsés defekty. Taciau
daugelio mutanty su homologiniy chromosomy sinapsés defektais lastelése ,,puoksté* susidaro norma-
liai. Manoma, kad homology sinapsé vyksta véliau nei ,,puokstés™ susidarymas. Kukuriizy pam! mu-
tante sutrikes arba visiSkai nevyksta telomery suartéjimas. Be to, kaip iprasta tokiems mutantams, jame
sutrikusi ir homologiniy chromosomy sinapsé: ji arba nepilna, arba vyksta tarp nehomologiniy chro-
mosomuy.

Nors tikslus ,,puokstes® vaidmuo neaiSkus, bet tikriausiai ji reikalinga homologiniy chromosomy

saveikai bei homologijos paieskai labiau nutolusiuose chromosomy rajonuose.

2.3.2.4. Dvigrandziy trikiy susidarymas ir reparacija

DGT susidarymas — pagrindinis akstinas organizmy lastelése vykti mejoziniam ir mitoziniam kro-
singoveriui. Siy trikiy atsiradimas mejozinése, o kai kuriais atvejais ir mitozinése lastelése yra gene-
tiskai uzprogramuotas. Kad DGT gali buiti genetiskai determinuoti, parodé poravimosi tipo perjungimo
tyrimai S. cerevisiae lastelése. Siuo atveju trikius sukelia sait-specifiné nukleazé HO. Tiek DGT susi-
darymas, tiek vélesni rekombinacijos jvykiai pirmiausia pradéti tirti kepimo mielése S. cerevisiae. Dir-
bant su §ia riiSimi, gauti ir pirmieji eukarioty mutantai, kuriuose sutrik¢ rekombinacijos procesai. At-

liekant geneting mieliy mutanty, kuriuose sumazéjes HR daznis, sutrikgs sporuliacijos procesas bei
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sumazejes spory gyvybingumas, analize¢, nustatyta daugiau kaip 30 geny, dalyvaujanciy rekombinaci-
joje (Krogh ir Symington, 2004). Tod¢l, analizuojant eukarioty rekombinacija, didelis démesys bus
skiriamas biitent Siems organizmams.

DGT sukeltos homologinés rekombinacijos modeliams atsirasti pradzia davé mieliy transformaci-
jos eksperimentai (Orr-Weaver ir kt., 1981). Jie atskleidé keleta svarbiy DGT reparacijos pozymiy.
Pirma, nustatyta, kad plazmidé, turinti DGT rajone, homologiskame tam tikrai chromosomos DNR se-
kai, gali buti reparuota ir dél krosingoverio iterpta i chromosoma. Antra, plazmidé, turinti tarpa homo-
logijos rajone, gali biti ,,uzlopyta®, uzZpildant ji informacija, esancia sveikoje, homologiska seka turin-
¢ioje DNR molekul¢je. Trecia, kai { mieliy lastelg transformacijos biidu ivedama suskaldyta plazmideé
turéjo veikiancia replikacijos pradzios seka, 50 proc. reparacijos ivykiy buvo susij¢ su krosingoveriu
(plazmidé isiterpdavo i homologiska vieta chromosomoje) ir 50 proc. atvejy susidarydavo autonomis-
kai besireplikuojanti plazmidé. Analizuodami Siuos rezultatus, Szostak ir kolegos (1983) pasitlée DGT
iStaisymo modelj, kuris buvo pritaikytas ir mejozés metu susidaranciy DGT reparacijai aiSkinti. Pradi-
né modelio versija Siek tiek skyrési nuo dabartinés (36 pav. ), kuri teigia, kad DNR trukio vietoje skai-
doma 5‘—3° kryptimi. Siuolaikinis modelis pagristas keliose laboratorijose gautais rezultatais (Paques
ir Harber, 1999). Nustatyta, kad susidarantys 3’ vgDNR galai daznai biina ilgesni nei 1 kbp. Tokiy
DNR galy iterpimas i homologiska nepazeista DNR molekulg bei nuo juy vykstanti DNR sintezé nule-
mia dviguby HJ susidaryma. Atsitiktinis tokiy HJ suskaldymas duoda krosoverinius ir nekrosoverinius
rekombinacijos produktus. Dviguby HJ egzistavimas buvo irodytas panaudojus dvikryptg (2D) elektro-

foreze.
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36 pav. DGT reparacijos modelis pagal Szostak ir kt. (1983). Po DGT susidarymo DNR grandinés
skaidomos 5°—3’ kryptimi, susidaro viengrandziai 3’galai, kurie yra labai rekombinogeniski ir
iterpiami | homologiska DNR dupleksa. Nuo tokiy iterpty DNR galy gali prasidéti DNR sintezé
(rodyklémis pavaizduotos galimos HJ suskaldymo vietos)
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Toli grazu ne visus rekombinacijos ivairiuose organizmuose atvejus (pavyzdziui, nevienoda geno
konversijos ir krosingoverio dazni) buvo galima paaiskinti naudojant Szostak ir kt. modeli, todél buvo
sukurta dar keletas naujy (Paques ir Harber, 1999). Viena tokia modeliuy grupé buvo pavadinta nuo sin-
tezes priklausomo DNR grandiniy susijungimo vardu (angl. synthesis-dependend strand annealing,
SDSA). Sios rasies modeliai sukurti siekiant paaiskinti kai kuriuos mieliy, zinduoliu, E.coli, Ustilago,
Drosophila tyrimo rezultatus. Pagrindiné modeliy savybé yra ta, kad naujai susintetintos DNR grandi-
nés atsiskiria nuo matricos ir saveikauja tarpusavyje. Tai sudaro salygas triikki turéjusios molekulés
naujai susintetintiems fragmentams susijungti vienam su kitu (37 pav.). Toks iterpty DNR galy atsi-
skyrimas nuo matricos gali vykti veikiant topoizomerazéms ar helikazéms. Remiantis Siuo modeliu

galima paaiskinti krosovery trikuma tarp palikuoniy.

37 pav. Paprasciausias SDSA modelis. Abu DGT vietoje susidarg DNR 3’galai dalyvauja naujos
DNR sintezeje

Iprasta manyti, kad geno konversija vyksta nedidelése DNR atkarpose. Taciau kai kuriy eksperimenty
duomenys, visiSkai priestarauja Siai nuomonei (Paques ir Harber, 1999). Pavyzdziui, buvo nustatyta,
kad geno konversija kepimo mieliy VII chromosomoje gali vykti nuo TRP5 iki ADES lokuso. Mieliy
genomo sekoskaitos duomenimis, Sie du lokusai nutole per 400 kbp. Panasiy rezultaty buvo gauta ir
daugiau. Jie neatitiko Szostak ir kt. modelio. Malkova ir kt., tirdami HO sukelta geno konversija MA-
Ta/MATa diploiduose, nustaté, kad geno konversijos apimtis gali skirtis priklausomai nuo mieliy ka-
mieno genotipo (Malkova ir kt., 1996). Laukiniame kamiene reparacija vyko geno konversijos budu,
taciau trumpose DNR atkarpose. rad52 diploiduose chromosoma, turinti triik, beveik visada buvo pra-

randama. Taciau rad51 diploiduose reparacijos efektyvumas sieké 45 proc. lygio, nustatyto laukiniame
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kamiene. Taciau $iuo atveju DGT reparacija vyko ne pagal iprasta schema ir buvo didelés apimties.
Toks nuo RADS?2 priklausantis ir nuo RADS51 nepriklausomas reparacijos reiskinys buvo pavadintas

trikio sukelta replikacija (angl. break-induced replikation, BIR) (38 pav. ).

38 pav. Trys modeliai, aiSkinantys triikkio sukelta replikacija (BIR). Pirmame modelyje teigiama,
kad trukusios chromosomos 3’galas jterpiamas i sveika DNR granding ir pradeda DNR sintez¢ jo-
je susidarant D kilpai. Antrame modelyje (priimtiniausiame) pavaizduota, kad 3’galo iterpimas
sukelia ne tik pirmaujancios, bet ir véluojancios grandinés DNR replikacija. Rezolvazé suskaldo
Holidéjaus tipo jungtis. Tre€iame modelyje pavaizduota pusiau konservatyvi (D-kilpoje) ir kon-
servatyvi DNR replikacija, kurias sukelia triikis vienoje i§ chromosomuy.

Manoma, kad triikio sukelta replikacija turéty biti labai svarbi chromosomy galy reparacijoje. Pa-
sitelkus anksc¢iau aptartus modelius, bandoma aiskinti pavieniy chromosomuy telomery galy palaikyma

mieliy Iastelése, neturinciose telomerazes. Pats procesas priklauso nuo RADS5?2 ir kai kuriy kity geny.

DGT

PR

39 pav. Viengrandziy DNR galy susijungimo (SSA) modelis. Sis rekombinacijos mechanizmas
naudojamas tada, kai DGT jvyksta tarp vienakrypc¢iu pasikartojanciuy seky (mélyni staciakampiai).
DNR grandiniy i§ abieju triikio pusiy subrandinimas nulemia viengrandziy DNR galy, turinciy
komplementarias sritis, susidaryma ir jy susijungima. Nekomplementarius vgDNR galus pasSalina
nukleazés

Jeigu DGT 1S abiejy pusiy supa homologiskos sekos, tai toks chromosomos trukis gali biiti efekty-
viai paSalintas susijungus viengrandziams chromosomu galams (angl. single strand anealing, SSA).
Taciau Siuo atveju prarandama viena i§ homologisky seku (39 pav.).

Mielése §io homologinés rekombinacijos mechanizmo efektyvumas siekia beveik 100 proc., jeigu
truki supancios homologiSkos sekos yra ne trumpesnés nei 400 bp. Reparacija vyksta efektyviai net
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tuomet, kai tarp homologisky seky atstumas siekia 15 kbp. Mazéjant homologisky seky ilgiui, rekom-
binacijos efektyvumas mazéja. Pavyzdziui, jeigu tokiy atkarpy ilgis yra 60 bp, tai rekombinacijos efek-
tyvumas — tik 5 proc.

Daug naudingos informacijos apie mejozinio krosingoverio mechanizmus taip pat dave ,karStyjy*
rekombinacijos tasky tyrimai. IStyrus paaiskéjo, kad tokiose rekombinogeniskose genomo vietose taip
pat susidaro DGT, o juos patyrusios DNR molekulés turi 3’ viengrandzius galus. Tokie galai susidaro
ir veikiant S. cerevisiae HO endonukleazei MAT lokuse. Rekombinacija Siame mieliy lokuse svarbi
dauginimuisi. Du skirtingi MAT lokuso aleliai a ir @ nulemia mieliy dauginimosi tipa. Konkre¢iu mo-
mentu reiSkiasi tik vienas i§ $iy aleliy. Naujo alelio raiSka MAT lokuse vadinama dauginimosi tipo per-
jungimu. Sudygusios i$ sporos mieliy lastelés yra haploidinés (40 pav.). Dygstant sporai, i§ vadinamo-
sios motinings lastelés susidaro dukteriné. Dauginimosi tipa gali perjungti tam tikru momentu tik mo-
tininé lastelé. Si galimybeé priklauso nuo asimetrisko ASHI geno mRNR paskirstymo i dukterines laste-
les mitozes metu. Dél aktyvios pernasos, kurioje dalyvauja motoriniai baltymai, ASHI/ mRNR perne-
Sama 1 duktering lastelg, kur ir vyksta jos transliacija. Susintetintas Ashl baltymas slopina HO geno,
koduojancio to paties pavadinimo nukleaze, raiska dukterinése lastelése. Motininése lastelése jis ne-
slopinamas ir veikia labai trumpa laika peréjimo is lastelés ciklo stadijos G1 | S stadija metu. Todél

motinings lastelés gali perjungti savo dauginimosi tipa.
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40 pav. Saccharomyces homotalinis gyvenimo ciklas (pagal Haber, 1998)

Skirtingy dauginimosi tipy lastelés poruojasi tarpusavyje ir susidaro MATa/MATa diploidiné Iaste-
1¢, kuri nepalankiomis salygomis gali pradéti mejozg ir gali susidaryti haploidinés sporos. MAT loku-
sas kaip ir jam giminingi HML ir HMR lokusai, yra tre¢iojoje S. cerevisiae chromosomoje. Skirtingai
nuo MAT HML ir HMR lokusuose esanti genetiné informacija nepasireiskia todél, kad jie yra heteroch-

romatino biisenoje (Haber, 1998). MATa ir MATa aleliai gali pasireiksti tik budami MAT lokuse (41
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pav.). Jie skiriasi mazdaug 700 bp. Perjungimas nuo vieno alelio i kita vyksta rekombinacijos budu.
HO nukleazé MAT lokuse sukelia dvigrandi triiki, kurio iStaisymas vyksta geno konversijos biidu, pa-

naudojant informacija, esancia ,.,tylin¢iuvose* HML ar HMR lokusuose.

Homologiskos sekos
HML, HMR ir MAT lokusuose

~O—— o 77— — I o 7 —
HML MATa HMR

Centromera

Dauginimosi tipo
perjungimas

N

— < A0 ¢ B — 7 77—

MATo

41 pav. Dauginimosi tipo lokusas trec¢ioje chromosomoje. Be veikian¢io MAT lokuso, yra du ne-
veikliis lokusai HMR ir HML. Kai HO endonukleazé sukelia DGT, dauginimosi tipas gali biiti per-
jungtas istaisant triikj geno konversijos biidu. Siuo atveju panaudojama genetin¢ informacija,
esanti ,,tylinciuose* HMR ir HML lokusuose

Siuose lokusuose esandia unikalia informacija apie a arba o dauginimosi tipa, supa identiskos se-
kos, kurios svarbios geno konversijai vykti. MAT lokuse triikiy iStaisyma galima dazniausiai paaiskinti
pasinaudojant Szostak ir kt. pasitlytu DGT reparacijos modeliu (Szostak ir kt., 1983).

HR yra pagrindinis DGT Salinimo biidas S. cerevisiae lastelése. Nehomologiniy DNR galy sujun-
gimo (NHEJ) vaidmuo Siame organizme néra toks svarbus kaip aukStesniuose eukariotuose. Pazeidus
kuri nors NHEJ gena, mieliy lastelése nepastebéta nei DGT reparacijos sutrikimy, nei padidéjusio jaut-
rumo JS ar MMS. Tuo tarpu HR sutrikimai sukelia ryskius pokycius fenotipe. Mutagenez¢ ir mutanty
genetiniai tyrimai davé daugiausia informacijos apie HR mielése. Gauti mieliy mutantai, kuriuose HR
procesas paZeistas jvairiose stadijose. Dalis tarpiniy HR produkty buvo istirti biochemiskai. Siuo metu
zinoma daugiau kaipl0 geny, dél kuriy mutacijy chromosomose nesusidaro DGT. Norint iSaiskinti,
koks genas (-i) atsakingas uz genetiSkai nulemta DGT susidaryma, buvo tiriami mutantai, kuriuose
blokuotas DNR galy, atsiradusiy dél DGT, subrandinimas. Siuose mutantuose buvo ieskoma
kovalentiSkai prisijungusiy baltymy molekuliy DGT vietoje prie DNR 5' galo. Tokiy iSskirty DNR —
baltymas kompleksy analiz¢ parodé, kad prie DNR 5’ galo kovalentiskai prisitvirtings Spol1 baltymas.
Mutacija SPOI1 gene buvo aptikta dar anksCiau ir blokavo mejozinés rekombinacijos pradzia.
Mejozés metu Spoll katalizuoja DGT susidaryma 150 — 200 mieliy genomo viety. Tai mejozei
specifiSkas baltymas savo seka panaSus | mazaji [IB topoizomerazés 1§ Sulfolobus shibatae subvieneta.
Sio tipo topoizomerazés sudaro kovalenting 5° fosfotiroziling jungtj su DNR ir dél to sukelia laikinus

DGT DNR molekuléje. Kai jvyksta substrato topoizomerizacija, jungti ir triikki pasalina pats baltymas.
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Spol1, atrodo, katalizuoja tik pirmaji i§ dviejy topoizomerazinés reakcijos etapy ir keliuose mutantuose
(rad50S, sae2A, mrell-S, mrell-58) aptinkamas triikkio vietoje kovalentiSkai prisijunggs prie 5’galy.
Tyr-135 Sio baltymo aktyvaus centro tirozinas. Mutacijos $ioje vietoje slopina Spoll geb¢jima
katalizuoti DGT susidaryma. Manoma, kad laukinio tipo lasteléje Spoll nuo DNR 5’°galy pasalina
baltymy Mrel1-Rad50-Xrs2 (MRX) kompleksas ir Sae2. Likg laisvi 5’galai yra skaldomi. Spol1 skaldo
DNR neatsitiktinai, taciau sait-specifiSkumu nepasizymi. DGT vietos dazniausiai sutampa su chromatino
sritimis, kurios jautrios DNazei 1. Paprastai — tai geny nekoduojamosios 5’ sritys.

Dar devyni genai: MEI4, MER2/RECI107, REC102, REC103/SKI8, REC104, RECI114, MREI 1,
RADS0 ir XRS2, taip pat du mejozei biidingi RNR splaisingo veiksniai — Merl ir Mre2 reikalingi DGT
susidarymui mejozés metu (Keeney, 2001). MRE11, RAD50 ir XRS2 yra RAD50 epistazinés grupé€s
nariai taip pat reikalingi Salinant JS sukeltus DGT mitozinése S. cerevisiae lastelése.

Daugelio geny, reikalingy DGT susidarymui (i8skyrus koduojan¢ius MRX komplekso baltymus),

vaidmuo nepakankamai iStirtas.

2.3.2.4.1. DGT subrandinimas

Dél Spoll baltymo veikimo DGT vietoje susidarg dvigrandziai DNR galai turi biiti tinkamai su-
brandinti, kad prasidéjusio rekombinacijos proceso metu triikiai biity efektyviai pasalinami. Siame eta-
pe svarbiausia vaidmeni, matyt, atlicka Mrell komplekso baltymai. Mrell kompleksas nepaprastai
svarbus atsako | DGT atsiradima komponentas, nes dalyvauja beveik visuose DNR galy metabolizmo
procesuose: DGT aptikime, subrandinime, homologinéje rekombinacijoje ir mejozéje, telomery prie-
zitroje ir kt. (Assenmacher ir Hopfner, 2004). Tokia funkciju gausybe galima paaiskinti tuo, kad Sis
baltymy kompleksas turi net keleta fermentiniy ir nefermentiniy aktyvumy (3 lentelé).

3 lentelé. Mrel1 komplekso aktyvumas

Aktyvumas Pastabos

DNR subrandinimas

3’55’ egzonukleazé Aktyvumas priklauso nuo ATP

5’3’ egzonukleazé Biidinga tik bakteriofago T4 46/47 geny
koduojamiems baltymams

vgDNR endonukleazé Aktyvumas nepriklauso nuo ATP

,»Segtuko atidarymas“ Aktyvumas priklauso nuo ATP

Baltymo, prisijungusio prie DNR molekulés galo, Escherichia coli SbcCD, aktyvumas

atskyrimas priklauso nuo ATP

DNR iS$vyniojimas Aktyvumas priklauso nuo ATP

DNR galy ir seseriniy chromatidziy sujungimas ~ |Manoma, kad susij¢s su ATP hidrolize

Koaktyvatoriaus savybés

DNR ligaze IV

ATM (angl. ataxia telangiectasia mutated) baltymas

WRN (angl. Werner syndrome helicase)

Mieliy mrel I, rad50, xrs2 mutantai yra panasios iSvaizdos. Jiems biidingas pakitgs rekombinaci-

jos daznis, jautrumas DGT sukeliantiems veiksniams, mejozés sutrikimai ir sulétéjes vegetatyviniy las-
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teliy augimas. Genetiniais metodais nustatyta, kad Mrel1 kompleksas yra bitinas genomo stabilumui.
Siy mutanty lastelés sensta, trumpéja jy telomeros, padaugéja chromosomy aberacijy, sumazéja NGS
daznis ir kt. Nustatyta, kad mielése Mrel1 saveikauja su Rad50 ir Xrs2 baltymais, sudarydami stabily
kompleksa Mrell-Rad50-Xrs2 (dar vadinamaji MRX). Kai néra Mrell, Rad50 ir Xrs2 tarpusavyje
nesaveikauja. PanaSus baltymy kompleksas Mrel1-Rad50-Nbs1 (MRN) aptiktas ir stuburiniy gyviny
lastelése. Skirtingai nei kepimo mielése mutacijos MREI1, RAD50 ir NBS1 genuose sukelia didelius
sutrikimus, pavyzdziui, polinki sirgti véziu ir kitomis ligomis. Mutacijos zmogaus NBS! ir RAD50 ge-
nuose lemia vadinamaji Nijmegen sindroma (angl. Nijmegen breakage syndrome - NBS) ir liga prime-
nancia ataksija telengiaktazija (angl. ataxia telengiectasia-like disorder, ATLD). Pacientams pasireis-
kia sulétéjgs augimas, odos pazeidimai, imuniteto sutrikimai, polinkis sirgti véziu. NBS ir ATLD sin-
dromai primena AT ir lasteliy lygmenyje: padidéja Siy lasteliy jautrumas jonizuojamajai spinduliuotei,
sutrinka DGT reparacija. Mre -/- genotipo grauziky ir viS¢iuko lasteliy linijos negyvybingos. Pelés,
kuriy pavieniai RADS50 ir NBSI genai iSjungti, ztiva embrioniniu laikotarpiu. Tiesa, kai kurie peliu
embrionai gali iSgyventi, jeigu juose pazaidos yra antrajame ar treciajame NBS/ geno egzonuose.

Mrell ir Rad50 baltymai organizmy evoliucijos metu isliko konservatyviis. Veikdami kartu, jie
sudaro 3°’—5’ egzonukleazg, kurios aktyvuma skatina ATP, ir kuri gali saveikauti su {vairios strukttiros
DNR galais bei ,,segtukais. Mrel1 ir Rad50 ortologu aptinka ne tik eukariotuose, bet ir visose kara-
lystése, iskaitant bakteriofagus (gp 47 — gp 46 T4), eubakterijas (SbcC — SbeD E. coli) ir
archebakterijas (Rad50 — Mrell). HsRad50/ScRad50 aminoriigi¢iy panasumas — 51 proc., o
HsMrel1/ScMrell — net 61 proc. Dél didelio evoliucinio Mrel1/Rad50 komplekso konservatyvumo
galima manyti, kad §is pirminis DGT aptikimo/reparacijos veiksnys galéjo evoliucionuoti kartu su
rekombinacijos procesais. TreCiasis Mrell komplekso subvienetas — NBS1 (arba jo funkcinis
homologas kepimo mielése — Xrs2) maziau konservatyvus ir aptinkamas net ne visuose eukariotuose
(D‘Amours ir Jackson, 2002). Pavyzdziui, augaluose (A. thaliana) aptikti RAD50 ir MREII genuy
homologai, taciau nerasta XRS2/NBS1 homology. Savo strukttira Nbsl ir Xrs2 baltymai, matyt, néra
homologiski. A. thaliana rad50 mutanto lastelés yra gyvybingos, jose padidéjes rekombinacijos
daznis, jautrios MMS. Toks augalas yra sterilus.

Gyvy organizmy evoliucijos metu Nbs1/Xrs2 baltymai prie Mrel1/Rad50 komplekso prisijungé
galbut tada, kai eukariotuose susiformavo lastelés ciklo kontrolés mechanizmai ir §is kompleksas tapo
svarbus genomo vientisumui palaikyti. Nustatyta, kad Mrel1 kompleksas saveikauja su daugeliu kity
baltymuy, svarbiy reparacijos ir lastelés ciklo valdymui.

Pati DGT prigimtis ir ypatybés leidzia suprasti, kad $iuy trukiy Salinimas reikalauja tam tikry tiek
struktiiriniy, tiek fermentiniy savybiy. Kad biity galima sugauti ir suartinti nutritkusius DNR molekulés
galus, bitini tam tikra sandara turintys baltymai. Fermentinis aktyvumas bitinas tuos galus paruosiant
sujungimui. Mrell kompleksas turi visas tam reikalingas savybes. Mrell1/Rad50 darinio tyrimai

elektroninés mikroskopijos metodais atskleideé labai savita struktiira, leidZiancia nesunkiai isivaizduoti
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Siy baltymy struktiirini vaidmeni suartinant laisvus dgDNR galus. Mrell komplesas yra bipoliarinés

sandaros, susideda 18 rutulio pavidalo ,,galvos* ir dviejy ilgu ,,uodegu* (42 pav.)

Zn kablys Zn kablys

Spiraliné uodega
Spiraliné uodega

DID
GRS

Rad50 ABC domenai

42 pav. Mrel 1,/Rad50,/Nbs1, baltymy komplekso struktiiros modelis. Mrel1 jungiasi prie Rad50
spiraliniy “uodegy” netoli Rad50 ABC domeny. Rad50 spiralinés ,,uodegos® kysSo i§ ABC dome-
ny. ,,Uodegos* virSuje turi cinko kablius, kuriais Mrel 1 kompleksas dalyvauja molekuliy saveiko-
je (Assenmacher ir Hopfner, 2004)

Mrell komplekso ,,galva®, kurig sudaro sudaro Rad50 ABC ATPazés domenai ir Mrell dimeras,
turi nukleazés aktyvuma. Nors tiesiogiai nejrodyta, ta¢iau mutagenezés rezultatai rodo, kad Nbs1/Xrs2
jungiasi prie Mrel1,:Rad50,, sudarydamas kompleksa (Lee ir kt., 2003). I$skirtiniausia Mrell kom-
plekso savybé — antiparalelinés 60 nm ilgio spiralés pavidalo ,,uodegos®, kySancios i§ Rad50 ABC
ATPazés domenu. ,,Uodegu‘ virSuje yra kablio pavidalo struktiiros, kurios, dalyvaujant cinko atomui,

gali sudaryti tiltelius: kablys/Zn/kablys (43 pav).

O, Zn kabliai

43 pav. Mrell komplekso saveikos su DNR ir ATM baltymu modelis. TeoriSkai vienas
Mrel1,/Rad50,/Nbs1, baltymy kompleksas gali suartinti dvi seserines chromatides. Kita galima
alternatyva: vienas Mrel 1 kompleksas jungiasi prie vieno DNR molekulés galo ir §iuo atveju skir-
tingy DNR galy susijungimas vyksta dél tarpmolekulinés saveikos, kurioje dalyvauja kablio pavi-
dalo struktiiros (Assenmacher ir Hopfner, 2004)
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Pagristas eksperimenty duomenimis vienas i§ Mrell komplekso veiklos modeliy teigia, kad sa-
veikoje dalyvauja du Mrel1,/Rad50, kompleksai. Kiekvienas i$ ju turi po ,,galva®“, kurios i§ pradziy
jungiasi prie skirtingy DNR galy ar seseriniy chromatidziy, po to cinko kabliai sukabina jas tarpusavy-
je. IS visy Mrell komplekso baltymy Nbs1/Xrs2 funkcijos ir struktiira maziausiai istirtos. Nbs1 fosfo-
rilinamas, kai DNR molekuléje atsiranda DGT. Jo fosforilinima, matyt, atlicka ATM kinazé. Nbs1 bal-
tymas MRN komplekse tikriausiai atlieka reguliacing funkcija, kuri susijusi su komplekso lokalizacija
branduolyje, signalo perdavimu ir katalizine aktyvacija. Sis baltymas taip pat reguliuoja nuo ATP pri-
klausoma DNR i§vyniojima bei egzonukleazini komplekso aktyvuma ir yra svarbus subrandinant ,,seg-
tuko* pavidalo struktiiras (Lee ir kt., 2003). Taip pat nustatyta, kad mieliy Xrs2 jungiasi prie antriniy
DNR struktiiry bei padeda Mrell/Rad50 surasti DGT. Taigi minéti baltymai galbtit atsakingi uz
Mrell komplekso gebéjima aptikti DNR pazaidas. Be to, Nbs1/Xrs2 veikia Mrel 1 komplekso saveika
su kitais baltymais DGT vietoje.

Neseniai nustatyta, kad Mrell komplekso homologai SbcC ir SbeD, aptinkami E. coli, gali pasa-
linti prie DNR molekuliy galy kovalentiskai prisijungusius baltymus (Connelly ir kt., 2003). Remiantis
tokiu giminisky baltymy aktyvumu, galima manyti, kad ir Mrel1 kompleksas geba paSalinti kovalen-
tiSkai prisijungusi Spoll baltyma nuo DNR molekuliy galy. Tokiam DNR galy subrandinimui reika-
lingas ATP ir Mrel1 komplekso endonukleazinis aktyvumas. Prisijunges Spol1 paSalinamas kartu su
nedideliu DNR fragmentu, susidaro ,,Svariis“ 3’-OH galai, tinkami mainy reakcijai. Rad50 vykdomos
ATP hidrolizés reikSmé néra visiskai aiski. Manoma, kad ATP hidrolizé reikalinga DNR prisijungimui
prie Mrell komplekso. Be DNR galy atpazinimo, ATP sukelti Rad50 ABC domeno struktiiriniai po-
ky¢iai gali skatinti DNR grandiniy atsiskyrima, kartu palengvindami Mrell vykdoma DNR galy bran-

dinima.
2.3.2.4.2. Grandinés jterpimas ir DGT istaisymas

Kepimo mielése genai, dalyvaujantys HR, priklauso RADS52 epistazinei grupei. | ja ieina: RADS50,
RADS51, RAD52, RAD54, RADS55, RADS57, RAD59, RDH54/TIDI1, MREI11 ir XRS2. Lastelés, kuriose
pazeisti Sie genai, yra jautrios JS, bet ne UV. Jyu DNR kaupiasi DGT, yra sutrikusi mitoziné ir (ar) me-
joziné rekombinacija. Pagal fenotipa Siy geny mutantus dar galima suskirstyti | mazesnes grupes.
Rad51, rad54, rad55 ir rad57 pavieniai mutantai yra vienodo fenotipo, todé¢l jie jungiami { RADS5I
Seima. Sios $eimos nariai reikalingi ne visuose HR ivykiuose. Be to, ju jautrumas JS ne taip isreikstas
kaip rad52 mutanto. Rad50, mrell ir xrs2 mutantai fenotipiskai taip pat vienodi, todél jie sudaro kita
grupe. Dél funkcinio savitumo homologinéje rekombinacijoje RADS59 ir RDH54/TID1 galima priskirti
dar vienai atskirai grupei. Kaip rodo mutanty tyrimai, R4AD5?2 reikalingas beveik visiems HR keliams
kepimo mielése. Siuo poziiiriu jis unikalus. Pavienio Rad52 mutanto jautrumas JS toks pats kaip ir

dvigubo Rad5?2 ir bet kurio kito minéto geno mutanto. Literatiros duomenimis, kepimo mielése re-
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kombinacija gali vykti bent dviem keliais — Rad51 ir RADS2 keliu, kuris jau nepriklauso nuo RADS51
geno (Symington, 2002).

Anksciau iSvardytus mieliy HR genus arba jy homologus turi ir Zinduoliai, taciau Zinduoliy laste-
lés HR dalyvauja daugiau genu. Pavyzdziui, vietoje dvieju ScRADS51 paralogy — RADS55 ir RADS57 zin-
duoliy lastelése veikia bent penki RADS! tipo genai: XRCC2, XRCC3, RADS5IB (RADS5IL1; hREC2;
R51H2) RAD51C (RADS51L2) ir RAD51D (RADS5SI1L3).

Daugeli mety HR aukstesniuosiuose eukariotuose laikyta nelabai svarbia Salinant DGT. Manyta,
kad DGT reparacija atlieka iSimtinai NGS baltymai. Taciau §i nuomoné buvo klaidinga, tai jrodé¢ eks-
perimentai, kuriy metu buvo i$jungti HR genai vis¢iuko B limfocity Iasteliy linijoje DT40. Be to, gau-
tos peliu ir peliu embrioniniy kamieniniy Iasteliy linijos, kuriose HR genai neveikliis. Tokie
organizmai ar lasteliy kultiiros dazniausiai ztidavo, arba ju gyvybingumas buvo labai sumazéjes.

S. cerevisiae lastelése grandinés jterpimo { nepazeista DNR dupleksa stadijoje veikia keletas geny
(44 pav.). Kai kurie 18 ju (ScRADS51, ScRADS55, ScRADS57, ScDMCI) yra homologiski E. coli recA.
Mutacijos Siuose genuose sutrikdo DGT iStaisyma. ScRad51 baltymas katalizuoja in vitro
viengrandziy DNR galy iterpima i vientisa dgDNR molekulg. Su vgDNR jis sudaro nukleoproteinini
kompleksa, panasu i RecA-DNR filamenta. ScRad51 vykdomiems grandiniy mainams reikia mieliy
baltymo savo savybémis panaSaus i E. coli SSB. Tokia funkcija atlieka heterotrimerinis RPA baltymas
(angl. replication protein A). Sis baltymas apsaugo viengrandzius DNR galus nuo nukleaziy, neleidzia
tokioje molekuléje susidaryti antrinéms struktiiroms (pavyzdziui, ,,segtukams®) ir galbtit koordinuoja
baltymy, saveikaujanciy su viengrandziais DNR galais, veikimo eiliskuma (Kowalczykowski, 2000).
RPA sudarytas i§ trijy subvienety: RPA70, RPA32 ir RPA14. Toks stabilus kompleksas jungiasi prie
vgDNR 5°—3’ kryptimi. RPA baltymas saveikauja su daugeliu baltymy (RADS51, RADS52, Werner‘io
ir Bloom‘o sindromy helikazémis, BRCA2, MRX kompleksu ir kt.) (Fanning ir kt., 2006). Jo
pasalinimui nuo vgDNR ir ScRad51 filamento susidarymui reikalingi Rad52, Rad55 ir Rad57.
Kadangi, iterpiant granding, susidaro baltymy kompleksas, tai tokia struktiira vadinama

rekombinosoma, kuria sudaro Rpa, Rad51, Rad52, Rad55, Rad57.
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44 pav. Homologinés rekombinacijos somatinése lastelése eiga (Gill ir Fast, 2007). DvigrandZzius
DNR galus, susidariusius dé¢l DGT, subrandina dar iki galo neiSaiSkintos nukleazés (apie galima
MREI11 baltymy komplekso vaidmeni Siame procese raSyta 2.3.2.4.1. skirsnyje). Susidariusius
viengrandzius galus padengia RPA baltymas. Po to susidaro Rad51 filamentas ir RPA paSalinamas
nuo DNR. Rad52p ir Rad55p/Rad57p skatina filamento susidaryma. Rad54p taip pat dalyvauja
Siame etape. Tuo pat metu vyksta homologijos paieSka visame genome. Kai surandamos homolo-
giskos sekos, galy subrandinimas baigiasi. Siuo metu ant donorinés vgDNR randami Rad51p,
Rad52p ir Rad54p. Toliau seka grandinés jterpimas ir Rad51p nukleoproteininio filamento iSiri-
mas. Pastarajj skatina helikazé Srs2p. Siame etape gali vykti tam tikras DNR skaldymas nuo 3’-
OH galo. Toliau seka DNR sintezé ant donoro DNR ir atkuriama dgDNR biisena. Vyksta neteisin-
gai suporuoty nukleotidy reparacija. Sudaromos kovalentinés jungtys DNR molekuléje. Siame
etape taip pat reikalingi Rad55p ir Rad57p. Mielése visas procesas nuo DGT susidarymo trunka
apie 1 val.

2.3.2.4.3. Holidéjaus jungciy migracija ir skaldymas. Netaisyklingai suporuoty nukleotidy

reparacija heteroduplekse

Rekombinacijos metu susidaranti hibridiné DNR molekulé su dviem Holid¢jaus jungtimis i§ tikry-

ju egzistuoja ir buvo aptikta atlikus 2-D elektroforez¢. HJ migracija mielése, manoma, vykdo

ScRad54, Sgs1 baltymai. Kad biity baigta DGT reparacija, HJ turi buti suskaldytos. Kadangi bakterijo-

se tai atlieka specialtis baltymai (RuvABC, RecQG), tai panasiy buvo ieSskoma ir eukariotuose. Susido-

meéta Rad51 paralogais XRCC3 ir Rad51C, kurie, atrodo, turi rezolvazés aktyvuma. Pavyzdziui,

Rad51C -/- lastelés neturi $io aktyvumo (Liu ir kt., 2004). Taip pat manoma, kad, subrandinant HJ, gali
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dalyvauti ir RecQ Seimos helikazés bei topoizomerazés. Be to, vieno ar kito baltymo, pasizyminc¢io
rezolvazés aktyvumu, dalyvavimas priklauso nuo situacijos (Wyman ir Kanaar, 2006). Netaisyklingai
suporuotus nukleotidus, esancius heteroduplekse, mieliy lastelése iStaiso E. coli MutS ir MutL homo-
logai. Eukariotuose aptikta ne maziau septyniy MutS homology (MSH1-MSH7) (Kang ir kt., 2005).
MSH2/MSH6 (MutSa) ir MSH2/MSH3 (MutSp) heterodimerai, judédami DNR, atpazista netaisyklin-
gai suporuotus nukleotidus ir jungiasi prie ju. MSH4-MSHS atpazista HJ ir jungiasi prie ju mejozés
metu. Siy baltymy vaidmuo néra iki galo istirtas, tadiau manoma, kad ju heterodimeras gali dalyvauti
DGT reparacijos tarpiniy produkty stabilizacijoje (Snowden ir kt., 2004). MutL homology daug rasta
kepimo mieliy ir Zmogaus lastelése. Kepimo mielése — tai baltymai: Mlhl, Pms1, Mlh2, Mlh3, Zmo-
gaus lastelése: Mlhl, Pmsl, Pms2, kurie veikia taip pat kaip heterodimerai MutLo. (MLH1/PMS2) ir
MutLp (MLH1/PMS1).

2.3.2.5. Rekombinaciniai mazgeliai

Rekombinacijos metu veikiantys baltymai dazniausiai sudaro didesnius ar mazesnius kompleksus.
Vienas i§ sudétingiausiy §io tipo dariniy yra rekombinaciniai mazgeliai. Tai mazos, tamsiy taskeliy pa-
vidalo strukttiros, matomos elektroniniu mikroskopu ant chromosomy mejozés metu (45 pav.). Juy ap-
tikta beveik visuose tirtuose organizmuose (Zickler ir Kleckner, 1999). Mazgeliai yra dviejy tipy. Pir-
mojo tipo mazgeliai labai jvairaus dydzio (30—200 nm skersmens). Jie matomi ant aSiniy elementy dar
pries sinaps¢ bei ant naujai susidariusiy SK zigotenos ir ankstyvos pachitenos stadijose. Mazgeliy
skaicius priklauso nuo SK segmento ilgio. Antrojo tipo mazgeliai vienodesni (100 nm). Aptinkami ant
SK vidurinés pachitenos stadijoje. Pirmojo tipo mazgeliai vadinami mejoziniais, zigotenos arba anks-
tyvaisiais. Antrojo tipo — rekombinaciniais arba vélyvaisiais. Tiek vieni, tiek kiti mazgeliai yra fermen-
tiniu aktyvumu pasizyminc¢iy baltymy kompleksai. Manoma, kad ankstyvieji mazgeliai svarbiis homo-
logijos paieskai, chromosomuy poravimuisi. Sie {vykiai vyksta prie§ sinapse. Antrojo tipo mazgeliai
svarbiis reciprokinei rekombinacijai. Tiriant rekombinaciniy mazgeliy sandara imunocitocheminiais
metodais, paaiSkéjo, kad { ju sudéti jeina rekombinacijos procese dalyvaujantys baltymai: Rad51,
Dmcl, RPA, Blm, Mlhl, Atm (angl. Ataxia Telengiectasia Mutated) ir Atr (angl. ATM and RAD3 re-
lated). Ankstyvuju mazgeliy skaiCius vélyvoje zigotenoje 4—10 karty virsija vélyvyju mazgeliy skaiciy
pachitenos gale. Juose aptinkami Rad51-Dmcl baltymy kompleksai (Moens ir kt., 2007), susij¢ su be-
siformuojanc¢iu chromosomy Serdine dalimi. Kiekviena Siy baltymy telkini supa YH2AX histona turin-
tis modifikuotas chromosomos domenas. Pelés lasteliy branduolyje biina 250-300 ankstyvyju mazge-
liy, tadiau ju skaicius maze¢ja chromosomoms kompaktizuojantis. Eksperimentais nustatyta, kad dalis
ankstyvyju mazgeliy virsta vélyvaisiais, tac¢iau tuo metu juos sudaranc¢iy baltymy sudétis kinta. [ juos
isijungia RPA, Blm, Msh4 ir topoizomerazés. Sie baltymai dalyvauja HJ skaldyme ir netaisyklingai
suporuoty nukleotidy reparacijoje. Tiriant rekombinacinius mazgelius pastebétas dar vienas idomus

désningumas. Nustatytas priklausomumas tarp mazgeliy vélyvojoje pachitenoje ir chiazmy skaiciaus.
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Chiazmai — tai fiziniai neseseriniy chromatidziy persikryziavimai homologinése chromosomose (46
pav.). Pagal chiazmy skaiCiy nustatomas krosingoverio daznis lastelés branduolyje. Krosingoveriy
skaiCius viename branduolyje mejozés metu jvairiuose organizmuose gana panasus. Pavyzdziui, pelés
lastelese — 20, lelijos — 50. Taciau DNR molekuliy tarpusavio saveiky, apie kurias sprendZiama i§
RADS1/DMCI1 sankaupy, aptinkamuy imunocitochemiskai, skaiciai gerokai skiriasi (250 — pelés,
2000 — lelijos lasteléje).
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45 pav. Susiformave SK segmentai su ankstyvaisiais rekombinaciniais mazgeliais zigotenos stadi-
joje nustatyti penkiose augaly riisyse (Anderson ir kt., 2001). Rodyklémis parodyti kai kurie re-
kombinaciniai mazgeliai. SK vietos be mazgeliy pazymétos intarpo zenklais (*).A — Cyphoman-
dra betacea; B —Tradescantia edwardsiana; C — Psilotum nudum; D — Allium cepa; E — Lilium
longiflorum; F — Pilnas zigotenos bivalentas i§ Lycopersicon esculentum
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46 pav. Chiazmai susidaro mejozés pirmoje profazéje (www.igh.cnrs.fr/equip/demassy/meiosisl. gif)

Tai rodo, kad ne visos DNR-DNR saveikos perauga i reciproking rekombinacija. Siy saveiky skai-
¢ius Siek tiek koreliuoja su SK ilgiu (pelés — 200 um, lelijos lastelese — 3000 um). Tod¢l galima many-
ti, kad Sios baltymy sankaupos dalyvauja SK susidaryme. SPO/ I-/- pelése Rad51/Dmcl telkiniy nenu-
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statyta, todél manoma, kad rekombinaciniai mazgeliai svarbus sinapsei. DNR-DNR saveikos, kurios
nepereina | reciproking rekombinacija, greiCiausiai paSalinamos baltymy, kurie turi helikaziy-
topoizomeraziy aktyvumus. Jie sugeba atskirti panaSias susivijusias ar net susimazgiusias molekules.
Sia funkcija gali atlikti topoizomerazinis kompleksas RPA/Msh4/Blm, kuriame gali dalyvauti ir topoi-
zomerazé IIla. Ji atskiria DNR-DNR jungtis Rad51/Dmcl sankaupy vietose.

Vélyvyju rekombinaciniy mazgeliy skaicius (11-22 viename Ziurkes lastelés branduolyje) ir pasi-
skirstymas atitinka Mlh1 baltymo telkiniy pasiskirstyma. Tai patvirtina ju svarba homologingje re-

kombinacijoje.
2.3.2.6. Rekombinacija ir chromosomy pasiskirstymo j dukterines 1asteles sutrikimai

1968 m. Henderson ir Edvards iskélé hipotezg, kad egzistuoja rySys tarp homologinés rekombina-
cijos ir chromosomy atsiskyrimo sutrikimy (ang. non-disjunction). Pastebéta, kad rekombinacijos daz-
nio mazéjima, stebima didéjant moters amziui, galima susieti su trisomija (Henderson ir Edwards,
1968). Jie mané, kad vyresnio amziaus motery mejozines chromosomas tarpusavyje laiko maZiau
chiazmy, dél to sutrinka chromosomuy atsiskyrimas pirmojoje mejozéje. Si hipotezé paskatino intensy-
vius citogenetinius reiSkinio tyrinéjimus. Didzioji dalis rezultaty gauti tiriant pelés oocitus. Vélesni
tyrimai buvo atliekami ir su Zmogaus oocitais. Hipotez¢ i§ esmés nebuvo nei patvirtinta, nei paneigta.
Pavyzdziui, 1987 m. iStyr¢ 34 Seimas, turin€ias palikuoniy, serganc¢iy Dauno sindromu, Werner ir kt.
nustaté, kad yra rySys tarp sumazéjusio rekombinacijos daznio ir zmogaus trisomijos. Nors gauta ir
priesingy duomeny.

Daznai stebima, kad tarp 21-os poros chromosomy chiazmy nesusidaro arba jie susidaro tik dista-
linése Siy chromosomy srityse. Distaliniai chiazmai taip pat sukelia chromosomy pasiskirstymo sutri-
kimus. Nustatyta, kad rekombinacijos sumaz¢jimas gali lemti ir kity chromosomy trisomijas (¢ — 15,
16,18, X; & - 21, X, Y).

Irodyta, kad, nepriklausomai nuo rasés, socialinés padéties ar turimy palikuoniu skaiciaus, ketu-
riasdeSimtmetés moters palikuoniams trisomijos rizika yra apie 15 karty didesné nei dvideSimtmetés,
taciau Sio reiskinio priezastys néra iki galo iStirtos. Matyt, itakos tam turi daugelis su organizmo sené-

jimu susijusiy veiksniy, tarp kuriy ir rekombinacijos poky¢iai.
2.3.3. Eukarioty homologinés rekombinacijos baltymai ir jy savybés

Tiek virusy ir bakterijy, tiek Zmogaus ir kity organizmy genai, dalyvaujantys HR, yra konservaty-
viis. Ypac¢ konservatyvi genetiniy mainy reakcija, kuri vyksta dalyvaujant RecA/Rad51 Seimos balty-
mams. Taciau ir kiti rekombinacijos etapai pasizymi gana dideliu juose dalyvaujanciy baltymy konser-

vatyvumu. 4 lenteléje pateikiamos S. cerevisiae ir zmogaus pagrindiniy HR baltymy savybés.
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4 lentelé. Baltymai, dalyvaujantys homologinéje rekombinacijoje kepimo mieliy (Sacharomyces
cerevisiae) ir zmogaus (Homo sapiens) lastelése

S. cere- |H. . .. .. . ..

visige sapiens Biocheminis aktyvumas/funkcija Baltymai—partneriai

Rad 50 |Rad50 |ATPazinis aktyvumas; jungiasi prie DNR Mieliy lastelése: Mrel 1;
esant ATP Zmogaus lastelése: Mrel 1,

Nbsl1, Brcal, BLM ir kt.

Mrell Mrell |3_ 4 dgDNR egzonukleazinis ir veDNR en- Mieliq l.a(stelése: Rad50, Xrs2,
donukleazinis aktyvumai; iSvynioja DNR du- Zip2, Zip3; .
pleksus ir skaldo segtukus Zmogaus lastelése: Mlh1, Trf2,

Ku70, BLM.

Xrs2 Nbsl1 Zmogaus lastelése valdo DNR duplekso Mieliy lastelése: Mrel1;
iSvyniojima ir MRN komplekso nukleazinj Zmogaus lastelése: Sp100,
aktyvuma; mobilizuoja MRN kompleksa | Trfl, Trf2, E2f1
DNR pazaidy vietas

Rad51 Rad51 |Nuo DNR priklausomas jungimosi prie DNR | Mieliy lastelése: Rad52,
aktyvumas; nuo ATP priklausomas homolog- |Rad54, Rad55, Rdh54/ Tidl,
iniy DNR molekuliy poravimo ir mainy akty- |Sgsl, Zip3, Dmc1, Mlhl, ir kt.
vumas Zmogaus lastelése: Rad51C,

Rad52, Rad54, Rad54b, WNR,
Xrec3, c-Abl, p53, Breal,
Brca2 ir kt.

- Rad51B |Jungimosi prie DNR aktyvumas (sustipréja Zmogaus lastelése: Rad51C
komplekse su Rad51C); proteinkinazinis akty-
vumas; ATPazinis aktyvumas, skatinamas
DNR

- Rad51C |Jungiasi prie DNR (geriau, kai yra komplekse |Zmogaus lastelése: Rad51,
su Rad51B); DNR skatinamas ATPazinis ak- |[Rad51B, Rad51D, Xrcc3
tyvumas; nuo ATP nepriklausomas DNR
grandiniy mainy aktyvumas; nuo ATP neprik-
lausomas, Mg”" reikalaujantis homologisky
DNR grandiniy poravimas; suformuoja fila-
mentines struktiiras komplekse su Xrcc3

— Rad51D |Jungimosi prie DNR aktyvumas pavieniui arba | Zmogaus lastelése: Rad51C,
komplekse su Xrcc2; DNR skatinamas ATP- | Xrcc2
azinis aktyvumas; nuo ATP nepriklausomas,

Mg®* reikalaujantis homologisky DNR grand-
iniy poravimas; suformuoja filamentines struk-
tiras komplekse su Xrcc2; suformuoja fila-
mentines struktiiras komplekse su Xrcc2

Rad52 Rad52  |Jungimosi prie DNR aktyvumas; vgDNR su- |Mieliy lastelése: Rpa, Rad51,
lipima (renatiracija) sukeliantis aktyvumas;  |Rad52, Rad59;
silpnas grandiniy mainy aktyvumas; silpnas Zmogaus lastelése: Rpa,
poravimo pagal homologija aktyvumas Rad51, Rad52, Ube2l/Ubc9,

Ubl1, Xpb, Xpd, c-Abl

Rad54 Rad54  |Jungimosi prie DNR aktyvumas; nuo dgDNR |Mieliy lastelése: Rad51,
priklausomas ATPazinis aktyvumas; dgDNR | Mus81;
i$vyniojimas; dgDNR topologija modifikuo- |Zmogaus lastelése: Rad51,
jantis aktyvumas MusS81

Rdh54/ |Rad54B |Jungimosi prie DNR aktyvumas; nuo dgDNR |Mieliy lastelése: Rad51,

Tidl priklausomas ATPazinis aktyvumas Dmcl;

Zmogaus lastelése: Rad51
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4 lentelés tgsinys

S. cere- |H. . .. .. . ..

visige sapiens Biocheminis aktyvumas/funkcija Baltymai—partneriai

Rad55 Xrec2 Mielése: ATPaze; Zzmogaus lastelése: jungi- Mieliy lastelése: Rad51,
mosi prie DNR aktyvumas tiek pavienio Rad57;

baltymo, tiek komplekse su Rad51D; nuo ATP |Zmogaus lastelése: Rad51D
nepriklausomas, Mg®" reikalaujantis ho-
mologisSky DNR grandiniy suporavimas balty-
mui veikiant komplekse su Rad51D; komplekse
su Rad51D sudaro filamentines struktiiras
Rad57 Xrce3  |Mielése: ATPaze; zmogaus lastelése: jungi- | Mieliy lastelése: RadSS5, Zip3;
mosi prie DNR aktyvumas tiek pavienio Zmogaus lastelése: Rad51,
baltymo, tiek komplekse su Rad51C; nuo ATP [Rad51C

nepriklausomas, Mg** reikalaujantis ho-
mologiSky DNR grandiniy suporavimas tiek
dalyvaujant Siam baltymui, tiek veikiant kom-
plekse su Rad51C; komplekse su Rad51C su-
daro filamentines struktiiras

Rad59 - Jungimosi prie DNR aktyvumas; vgDNR Mieliy lastelése: Rad52, Rad51
molekuliy renatiiravimo aktyvumas

2.3.3.1. Rad51 ir Dmc1 rekombinazés

Jau irodyta, kad E. coli ir kity bakterijy lastelése RecA baltymas vaidina pagrindini vaidmeni ho-
mologingje rekombinacijoje, tod¢l, atsiradus techninéms galimybéms, panasiy baltymy ir ju geny pra-
déta ieskoti eukariotuose. 1992 m. klonuoti du mieliy genai, kurie kodavo baltymus, homologiSkus
RecA baltymui. Pirmiausia, 1§ S. cerevisiae klonuotas RAD51 genas, o netrukus i§ mieliy mejoziniy
transkripty klonotekos iSskirtas DMC1 (angl. disrupted meiotic cDNA) genas. S. cerevisiae RADS51 ge-
nas buvo klonuotas beveik vienu metu iSkart trijose laboratorijose. Jo koduojamas baltymas yra struk-
turinis ir funkcinis RecA homologas. Abu baltymai turi 54 proc. panasiy aminoriigs¢iu. ScRad51 bal-
tyme skiriami trys rajonai: N galo domenas (1-154 aminoriigStys); konservatyvus centrinis (,,Serdinis)
rajonas (155 — 374 a. r.); C galo sritis ( 375 — 400 aminortigstys). Konservatyviajame rajone, kuris turi
A ir B Walker motyvus, aminorig§¢iy sekos panasumas siekia 61 proc. ScRad51 neturi C gale 112
aminorig§¢iy, buidingy RecA, taciau turi papildomai 120 aminoriigs¢iy N gale. Be to, ScRad51 turi
numanoma leucino “uztrauktuka® tarp 296 ir 317 aminoriig§¢iy. Paaiskéjo, kad pirmieji S. cerevisiae
rad51 (angl. radiation) mutantai buvo gauti dar 1974 m. Juose sumazéjgs mitozinés ir mejozings re-
kombinacijos daznis bei padidéjes jautrumas JS, cisplatinai, bleomicinui, MMC, MMS. Nepaisant Siy
sutrikimy, mieliy S. cerevisiae RAD5 1 nuliniai mutantai yra gyvybingi. Mejozés metu tokiose lastelése
kaupiasi DGT, sutrinka sporuliacija.

Dmcl ir Rad51 baltymai turi biocheminiy panasumy ir skirtumy, tiek tarpusavyje, tiek palyginti
su RecA (5 lentel¢). Pavyzdziui, ScRad51, HsRad51 kaip ir RecA turi nuo DNR priklausoma ATP-
azini aktyvuma. Polimerizuojasi ant vgDNR ir dgDNR molekuliy sudarydamas spiralés pavidalo
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filamentus. Taciau tik ScRad51-vgDNR nukleoproteininis filamentas tinkamas substratas genetiniams

mainams. Tarp ScRad51 bei RecA yra ir keletas skirtumy. RecA DNR grandiniy mainus vykdo 5'—3'
kryptimi vgDNR, ant kurios susidargs filamentas. ScRad51 tokius mainus vykdo abiem kryptimis: tiek
5'=3', tiek 3'=5'. Yra ir daugiau Siy baltymuy biocheminiy savybiy skirtumuy. Palyginti su RecA,
ScRad51 vykdomy mainy apimtys labai ribotos. ScRad51 efektyvuma Sioje reakcijoje galima padidinti

pridéjus ScRpa ir Rad51 paralogus (Rad55 ir Rad57).

5 lentelé. E. coli RecA ir zmogaus Rad51 ir Dmc1 baltymy savybiy palyginimas

Savybés RecA Rad51 Dmcl
Molekuliné masé (Da) | 37842 36966 37707
Natyvi forma Heksameriniai ziedai Ziedas Oktamerinis ziedas
Reikalavimai sub- vgDNR>>dgDNR vgDNR>dgDNR vgDNR>dgDNR
stratinei DNR
Jungiasi prie vgDNR Spiralinis nukleopro- Spiralinis nukleo- Ziedy pavidalo dariniai
teininis filamentas proteininis filamen-
tas
Jungiasi prie dgDNR Spiralinis nukleopro- Spiralinis nukleo- Spiralinis
teininis filamentas proteininis filamen- | nukleoproteininis
tas filamentas tam tikromis
salygomis
Stechiometrija 1 monomeras : 3 nt 1 monomeras : 3 nt | Nenustatyta
Grandinés perneSimas | 2-10 bp/s, > 6 kbp Létas, < 1,5 kbp Létas
PernesSimo kryptis 5’—3’ 35 1ir5’—-3’ 3’ —>5’r 5’—3’

1993 m. buvo klonuoti zmogaus ir pelés RADS51 genai. HsRad51 sudarytas i§ 339 aminortigsciy,
molekulinis svoris — 36.9 kDa. HsRad51 ir EcRecA panaSumas siekia 55-56 proc. ScRad5l1 ir
HsRad51 aminortigsiy panaSumas yra 83 proc., 67 proc. i§ ju — identiskos. Taigi RADS51 yra
konservatyvus eukariotuose. Jo homology aptikta grybuose, augaluose, vabzdZiuose, pauksciuose,
zinduoliuose (6 lentel¢). Nors ir didelis Siy baltymy panasumas, Zmogaus baltymas nekomplementuoja

mieliy rad5 I mutantinio fenotipo.

6 lentelé. [vairiy organizmy Rad51 ir jo pagalbiniai baltymai (Modesti ir Kanaar, 2001)

. Rad51 asistuojantys  baltymai
Organizmas Rads1 Rad52 Rad51 paralogai
S. cerevisiae + + Rad55, Rad57
C. elegans + — —
D. melanogaster | + — Rad51C, Rad51D
Visc¢iukas + + Xrce2, Xree3, Rad51B, Rad51C, Rad51D
7mo gus + + Xrcc2, Xree3, Rad51B, Rad51C, Rad51D

Zinduoliy RAD51 baltymas gaminamas dideliais kiekiais kiaugidziy, seklidziy ir limfoidiniuose

audiniuose.
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Manoma, kad penki anks¢iau minéti HsRADS51 tipo genai (RADS51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2
ir XRCC3) galéjo atsirasti dél RADS51 duplikacijos. Véliau jie, matyt, igijo nauju savybiy ir gali biiti
vadinami HsRADS5 I paralogais.

Mieliy RADS51™ nuliniai mutantai yra gyvybingi, ta¢iau nepavyko gauti gyvybingy RADS5I™
kamieniniy pelés embriono lasteliy ir vis¢iuko B limfocity. NeiSgyvena zinduoliy RADS51 -/-, RAD51B
-/-, RAD5 1D -/- mutantai. Jie ziiva embriono stadijoje. XRCC -/- genotipo peliukai ztiva gimdami. Tai
rodo $iy geny svarba lasteliy dalijimuisi ir (ar) genomo stabilumo palaikymui. IS Sio tipo baltymu,
apraSytuy zmogaus lastelése, didziausiu funkciniu konservatyvumu RecA atzvilgiu issiskiria HsRad51.
Jis kaip ir RecA turi nuo DNR priklausoma ATPazini aktyvuma, polimerizuojasi ant vgDNR ir
dgDNR molekuliy, sudarydamas spiralés pavidalo filamentus. Taciau HsRad51, palyginti su RecA,
néra labai efektyvus DNR grandiniy mainuose. Jam reikalingi papildomi baltymai (HsRpa, HsRad52 ir
kt.) mainams vykdyti.

Viena svarbiausiy eukarioty Rad51 baltymuy savybiy — jy saveika su daugeliu kity baltymy (4 len-
tele). Pavyzdziui, — nustatyta, kad ScRad51 tiesiogiai saveikauja su kitais Rad52 epistazinés grupés
baltymais (Rad52, Rad54, Rad55, Rdh54/Tid1) ir Sgs1 (WRN ir BLM homologas). Kaip minéta, su
kai kuriais i$ ju Rad51 sudaro rekombinosoma ir aptinkamas DGT vietose mejozinés rekombinacijos
metu. HsRad51 saveikauja su dar daugiau baltymuy. Jis taip pat sudaro jvairius kompleksus su savo pa-
ralogais, pavyzdziui, HsRad51-Rad51C-Xrcc3.

Rad51 paraloguy savybés dar tik pradedamos tirti. Pavyzdziui, Rad51B turi proteinkinazés akty-
vuma. Jis saveikauja su daugeliu svarbiy lastelés baltymy (p53, ciklinu E, Cdk2 ir kt.). Galbiit Rad51B
del savo kinazinio aktyvumo veikia lastelés cikla, todél jis véluoja G1 stadijoje. Rad51B ir Rad51C
sudaro kompleksa, gali saveikauti su jvairios sandaros DNR molekulémis, ypa¢ su dgDNR, turincia
viengrandi 3'gala. Unikalus Rad51B gebéjimas specifiskai jungtis prie HJ. Be jungimosi prie DNR,
Rad51B, C, D turi nuo DNR priklausoma ATPazinj aktyvuma. Rad51C (skirtingai nuo Rad51B) gali
vykdyti grandiniy mainus panagiai kaip ir Rad51. Siam vyksmui nereikalingas ATP, nes Rad51C gali
denatiiruoti DNR. Tai tikriausiai unikali §io baltymo savybé. Ziurkéno lasteliy linija, kurioje paZeisti
XRCC2 ir XRCC3 genali, yra jautri JS. Joje stebimas chromosomuy nestabilumas, kuris greiciausiai yra
sutrikusios HR pasékmé.

Taigi Rad51 paralogai atlieka ne perteklines funkcijas, kaip manyta anksciau, bet turi unikaliy sa-
vybiy. Ju vaidmuo HR labai specifiskas. Jie veikia tik tam tikromis salygomis, tam tikro tipo lastelése
arba tik tam tikrose lastelés ciklo stadijose. Pavyzdziui, XRCC?2 ir XRCC3 genai veikia smegenyse, ku-
riy lastelése Rad51 raiska labai maza. Vis délto né vienas i§ Siy Zmogaus baltymu negali pakeisti
ScRad51 DGT sukeltoje rekombinacijoje, o HsRad51 paralogai negali pakeisti HsRad51. Tai rodo $io
baltymo svarba zinduoliy DNR metabolizme ir organizmo raidoje. Tiriant Zmogaus Rad51 transgena
vis€iuko lasteliy kultiiroje, irodyta, kad jeigu Sis genas iSjungiamas, tai lastelése, esanciose G2 ir M

stadijose, kaupiasi chromosomy triikiai ir jos ztiva. HsRad51 baltymo vaidmuo organizmo raidoje pa-
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mazu émé aiskeéti, kai buvo nustatyta jo saveikos su p53 ir BRCA baltymais. Dar vienas HR baltymy
dalyvavimo organizmo raidoje pavyzdys — vaisinés muselés spindle (spnB) genas. Jeigu Sis genas is-
jungiamas, patelés organizme sutrinka oogenezé. IS tokiy oocity besiformuojanciame embrione paZzei-
dziamas bendrojo kiino plano susidarymas. Oocitams biidinga ryski ventralizacija, kuria, matyt, suke-
lia signaliniy molekuliy paskirstymo sutrikimai. Kai spindle genas buvo klonuotas, pasirodé, kad jo
seka giminiSka recA/ RADS51 Seimai. Vaisinés muselés lervos, turin¢ios mutacija spindle gene, nepasi-
zyméjo padidéjusiu jautrumu DNR pazaidas sukeliantiems veiksniams, taciau jose buvo susilpnéjusi
mejoziné rekombinacija ir sutrikgs chromosomy atsiskyrimas.

Eukarioty lastelése be Rad51 yra ir kita panasy aktyvuma turinti rekombinazé — Dmcl. Jeigu
Rad51 labai svarbus DNR triikiy reparacijai mitozés metu, nors veikia ir mejozeje, tai Dmc1 reiskiasi
tik mejozés metu ir reikalingas mejozinei rekombinacijai. Mieliy Dmc/ mutantai nesudaro sporuy.
Rad51 ir Dmcl baltymy aminortigs§¢iy panasumas siekia 54 proc.

Abi rekombinazés veikia mejozéje, todel idomi jy tarpusavio saveika. RySys tarp Siy baltymy bu-
vo nustatytas atradus mejozei specifini baltyma Hed1, kuris, nesant Dmcl, slopina Rad51 aktyvuma.
Mutacijos HEDI gene panaikina mejozés slopinima dmcl mutantuose ir aktyvuoja Rad51 mejozei
specifiSky DGT iStaisymui (Tsubouchi ir Roeder, 2006). Imunocheminiai tyrimai rodo, kad Hed1 ir
Rad51 tiesiogiai saveikauja vienas su kitu. Tai patvirtina §iuo metu vyraujancia nuomong, kad kepimo
mielése mejozés metu dauguma grandiniy mainy atlieka Dmc1 baltymas. Vis délto tam tikromis saly-
gomis ji gali pakeisti Rad51 (Sheridan ir Bishop, 2006; Tsubouchi ir Roeder, 2006). Rad51 aktyvumo
valdyme mejozés metu dalyvauja ir su aSiniais elementais susij¢ baltymai (Xu ir kt., 1997; Niu ir kt.,
2005). [rodyta, kad trys tarpusavyje susij¢ asiniy elementy baltymai (Red1, Hopl ir Mek1) reguliuoja
rekombinacijos procesa, slopindami nuo Dmc1 nepriklausoma rekombinacija. Taciau skirtingai nei jie
Hed]1 slopina Rad51 labiau tiesiogiai ir specifiskai.

Dmcl panasumas i RecA ir Rad51 nustatytas iStyrus mutantus ir atlikus klonuoto geno sekos ana-
lizg. Tam tikry Dmcl ir Rad51 skirtumy aptikta tiriant baltymus EM. Dmcl tirpale linkgs sudaryti as-
tuoniy subvienety ziedo pavidalo struktiiras. PanaSius darinius jis sudarydavo ir saveikaudamas su
DNR. D¢l Sios priezasties i§ pradziy manyta, kad baltymas genetinius mainus vykdo kitaip nei Rad51,
taciau véliau nustatyta, kad tam tikromis salygomis Dmcl1 taip pat sudaro nukleoproteininius filamen-
tus, iprastus RecA tipo rekombinazéms (Sehorn ir kt., 2004; Bugreev ir kt., 2005). Netikéta tai, kad
ilgy Sio baltymo nukleoproteininiy filamenty ant vgDNR susidaryma skatina ne Mg®", bet Ca’" jonai.
Jie taip pat skatina ir Dmc1 vykdomus grandiniy mainus.

Savo funkcijoms Iastel¢je atlikti Dmc1 ir Rad51 naudoja skirtingus papildomus veiksnius. Rad51
polimerizacija DGT vietoje skatina Rad52 ir Rad55-Rad57. Tuo tarpu Dmcl Ziedo susidarymas bent i$
dalies priklauso nuo Rad51, o jo aktyvumas — nuo Sae3-Mei5 baltymo (Tsubouchi ir Roeder, 2003).
Rad54 ir Tid1/Rdh54 baltymai skatina abiejy rekombinaziy aktyvumus, taciau in vivo Rad54 paprastai
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veikia su Rad51, o Tidl/Rdh54 su Dmcl. Dmcl vykdoma rekombinacija dar skatina Hop2-Mnd1
(Henry ir kt., 2006).

Abi rekombinazés daznai veikia kartu. Tai jrodyta daugeliu eksperimenty. Chromosomy imunolo-

ginis dazymas atskleidé, kad tiek Rad51, tiek Dmcl sudaro nuo DGT priklausomus telkinius, kuriy

lokalizacija, vykstant grandiniy mainams mejozéje, dazniausiai sutampa. Tai patvirtina ir tyrimai, at-

likti EM (Tarsaunas ir kt., 1999). Sie baltymy telkiniai susidaro tuo pat metu kaip ir DGT ir pradeda

nykti tuojau po to, kai chromosomose ivyksta sinapsé (47 pav.). Tai dar karta patvirtina, kad pagrindi-

nis rekombinacijos kelias eukariotuose priklauso nuo abiejy rekombinaziy, bet neatmetama ir jy vei-

kimo atskiruose rekombinacijos keliuose galimybe.

i
-

- 16nm

CEN

47 pav. RADS1 ir DMCI baltymy lokalizacija ziurkés spermatocituose nustatyta imunoaukso EM
metodu. DMCI1 isrySkina antiktinai, susije¢ su 5 nm dydzio aukso dalelémis; RADS1 — antikiinai,
sujungti su 10 nm dydzio aukso dalelémis. Centromeros nudazytos su zmogaus CREST serumu
bei 15 nm dydzio aukso dalelémis. Paveiksle matomi RADS51/DMCI baltymy telkiniai ant homo-
loginiy chromosomy visiskos sinapsés metu pachitenos stadijoje (pagal Tarsounas ir kt., 1999)

7 lentelé. Pagrindiniy mejozés geny eukariotuose ir juy prokariotiniy homology filogenetinis papli-

timas (pagal Ramesh ir kt., 2005)

EUKARIOTAI Spoll [Mrell | Rad50 |Hopl|Hop2| Mndl | Rad52 | Dmcl | RadS51 | Msh4, MshS Msh2, Msh6 | Mlhl MIh2 Mh3 Pmsl
Giardia +5 +5 +s +5 +p +5 +s *+52) - - = +s, t +s +s - +s
»
2| Trypanosoma/
§ Leishmania *p *p * *p o *n *p * s o B [l *p
& |Entamoeba +5 +» +n *+n +n +a +p +p +n, tn +n, tn +n L)
Plasmodium *p p p *p *p *p - *p p T p2), Fp *p - - p
Homo T ) ) ot T ) T ) Tt Fo o S N B
5 Mus s +p +p || s +p i +p A +ps T
IS Drosophila T *p *p T - - - - *p - T T T - - T
]
Anopheles 1 +p +» e = - - _ + o T + _ +p
Caenorhabditis S +p +p S - - - = +5 iy +p, T +p - - +p
Saccharomyces T * * T "o T * "o * oty oty +p +p +p *
;.; Schizosaccharo. R + + = +» + + +p *p == +p +p - - *p
& |Neurospora Ay +p +p + | - = +p = +p (+n)s Tp ot ot ()
Encephalitozoon +5 +» +» = 5 +5 +p = +p == T +p - - +p
g Arabidopsis e | e +p W || + - +p *p ot . - h H
on
=
<|Oryza/Zea 6) * * T o T - o ) e B +a
ij TopoVI - - - - RadA
Arche‘?akteruos p SbeD | SbeC MutS MutL
Bakterijos — — — — — RecA

Molekuliniai evoliucijos tyrimai rodo, kad Rad51 ir Dmc1 baltymy geno-protévio duplikacija tu-

réjo ivykti labai anksti eukarioty evoliucijoje (Ramesh ir kt., 2005). Matyt, kad Sie baltymai eukario-

tuose yra daznai aptinkami, nes buvo iSskirti ne tik i§ kepimo mieliy, bet i§ daugelio kity organizmuy,
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tarp ju ir zmogaus (7 lentel¢). Tiesa, iki Siol Dmc1 homology neaptikta Diptera biirio atstovuose ir
nematoduose. Manoma, kad Sio geno delecija minétose organizmy grupése ivyko daug véliau evoliuci-
jos eigoje ir abiem atvejais nepriklausomai. Kitas krastutinumas — A. thaliana lastelése Dmc1 yra biti-
nas krosingoveriui tarp homologiniy chromosomu. Sio augalo Dmc! mutantuose diplotenoje nesusida-
ro chiazmai. Tuo tarpu Rad5] mutante chiazmai susidaro. Dmcl baltymo geno inaktyvacija tiek A.
thaliana, tiek pelése sukelia steriluma. Dmcl -/- mutantuose sutrinka sinapsé mejozéje. Ji netgi prade-

da vykti tarp nehomologiniy chromosomuy.

2.3.3.2. Rad51 nukleoproteininio filamento susidarymo tarpininkai

Ivairiy organizmy genomy sekoskaitos duomenys rodo, kad evoliucijos eigoje kito baltymuy, tarpi-
ninkaujanc¢iy Rad51 vykdomoje DNR grandiniy mainy reakcijoje, sudétis (Modesti ir Kanaar, 2001) (8
lentelé). Nuo Rad51 priklausomi DNR grandiniy mainai in vitro labai blogai vyksta, jeigu i reakcijos
misinj prie§ ar kartu su rekombinaze jterpiamas RPA baltymas. Sj, mainus slopinantji RPA poveiki,
galima pasalinti su Rad52 baltymu. Tyrimai rodo, kad Rad52 baltymas saveikauja su Rad51 ir RPA.
Rad52 skatina Rad51 nukleoproteininio filamento susidaryma ant vgDNR, paSalindamas nuo jos RPA
(44 pav.). Mutacijos, dél kuriy pasalinamas Rad52 C-galinis rajonas, arba 409 — 412 aminortgstys, at-
sakingos uz saveika su Rad51, blokuoja Rad52 kaip nukleoproteininio filamento susidarymo tarpinin-
ko funkcija. Galbiit Rad52 reikalingas ne tik Rad51 ,,pakrovimui* ant RPA padengtos vgDNR, bet ir
Rad51 lokalizacijai DGT vietoje.

8 lentelé. Rekombinazés ir pagalbiniai veiksniai

Organizmai Rekombinaze Ssb funkcinis homologas | Tarpininkai

T4 UvsX Gp32 UvsY

E. coli RecA SSB RecO, RecR, RecF, RecBCD

S. cerevisiae Rad51 RPA Rad52, Rad55, Rad57

Stuburiniai Rad51 RPA Rad52, Rad51B, Rad51C, Rad51D,
Xrec2, Xrec3, [Breal, Brea2]

Rad55 ir Rad57 taip pat yra Rad51 nukleoproteininio filamento susidarymo tarpininkai (44 pav.).
Rad55 ir Rad57 yra Rad51 paralogai, turintys 20—30 proc. identisky su Rad51 aminortigsciy. Nuliniai
rad55 ir rad57 mutantai yra jautriis JS. Tyrimai rodo, kad Sie du baltymai tikriausiai skatina Rad51
filamento susidaryma ir ji stabilizuoja. Jie sudaro stabily heterodimera, kuris jungiasi prie vgDNR ir
turi silpna ATPazés aktyvuma. Sustiprinta Rad51 raiska arba mutacijos, didinancios Sio baltymo gimi-
niSkuma vgDNR, supresuoja rad55 ir rad57 mutantini fenotipa. Rad55 saveikauja su Rad51, tadiau
nesaveikauja su RPA. Tai rodo, kad Sio baltymo kaip tarpininko vaidmuo skiriasi nuo Rad52. [domu ir
tai, kad Rad52 mieliy mutantai pasiZzymi daug didesniais sutrikimais nei mutantinés pagal §i gena Zin-
duoliy lasteliy linijos. PrieSingai — mieliu Rad55/Rad57 mutantai neiSsiskiria didesniais rekombinaci-
jos sutrikimais, nors zinduoliy lastelés, kuriose nuslopinti Rad51 paralogai, yra negyvybingos. Taigi

galima daryti iSvada, kad galbiit Zinduoliy lastelése dali svarbiy Rad52 funkcijy perémé Rad51 paralo-
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gai. Gana netikéta ir tai, kad, remiantis sekoskaitos duomenimis, C. elegans lastelése neaptikta Rad51
vykdomoje mainy reakcijoje tarpininkaujanciy baltymy. D¢l didelio nematodo CeRad5! geno pana-
Sumo su HsRADS51 (59 proc. identiSky aminoriig§¢iy) negalima teigti, kad jo koduojamas baltymas ga-
1¢jo igyti papildomy savybiy. Tikétina, kad C. elegans Rad51 tarpininkai yra kiti baltymai, neturintys
panasumo | Rad52 ar Rad51 paralogais. Kad negiminiski baltymai gali atlikti panasSias funkcijas, rodo
E. coli homologinés rekombinacijos tyrimai. Siame organizme RecA baltymo prisijungima prie
vgDNR skatina tieck RecBCD, tiek RecFOR baltymai. Jy struktiira nepanasi nei tarpusavyje, nei su
Rad52 ar Rad51 paralogais.

Rad54 baltymas priklauso chromatina permodeliuojanciy baltymy Swi2/Snf2 Seimai. Jis skatina
Rad51 jungimasi prie vgDNR in vitro esant RPA bei stabilizuoja nukleoproteininj filamenta. Vis délto
genetiniai rad54 mutanty tyrimai nepatvirtina in vivo tokios $io baltymo funkcijos. Siuose mutantuose
susidaro Rad51 telkiniai ir jie egzistuoja ilgiau nei laukinio tipo kamienuose. Vélgi in vitro eksperi-
mentai rodo, kad Rad54 ir jam giminiSkas Rdh54 skatina D-kilpos susidaryma. Abu Sie baltymai yra
nuo dgDNR priklausomos ATPazés, galinCios sukelti superspiralizacijos pokycius. Ju vykdomas gran-
diniy atskyrimas DNR molekuléje gali skatinti homologijos paieska bei naujy vandeniliniy jungciy su-
sidaryma homologijos vietoje. Taip pat manoma, kad Rad54 baltymas gali pakeisti nukleosomas ar
baltymus, slopinancius grandinés iterpima { DNR molekulg. Mieliy rad54 mutantuose vyksta DNR i$§
MAT ir HML lokusy poravimasis, taciau nevyksta DNR sintezé nuo 3°galo. Tai rodo, kad $is baltymas
ypa¢ svarbus ir posinapsingje stadijoje. Yra duomeny, patvirtinan¢iy Rad54 gebéjima skatinti
heteroduplekso plétimasi.

Manoma, kad stuburiniuose gyviinuose Rad51 padeda ir BRCA baltymai (Powell ir Kachnic,
2003). BRCAI vaidmuo HR pradéjo aiskéti tiriant mutanty lasteliy kultiiras. Lasteliy linijos, kuriose
néra BRCA1 baltymo, jautresnés jonizuojamajai spinduliuotei. Tokiose lastelése HR daznis sumazéjes
keleta karty. Daugiau zinoma apie BRCA2 vaidmeni HR. BRCA2 baltymas labai didelis, ji sudaro
3418 aminortigstys (385 kDa). Bene vienintelé¢ abejoniy nekelianti §io baltymo funkcija, HR skatini-
mas. Sis baltymas saveikauja su keletu HR baltymuy, tarp jy ir RAD51. Pastarasis jungiasi su BRCA2
pasikartojan¢iomis sekomis, vadinamomis BRC, kurias koduoja labai didelis BRCA2 11-tas egzonas.
Nors yra astuonios tokios BRC sekos, RADS]1 stipriausiai saveikauja su dviem i§ ju (BRC3 ir BRC4).
Manoma, kad BRCA?2 skatina RADS51 nukleoproteininio filamento susidaryma lastelés ciklo S fazgje,
neleisdamas jvykti chromosomos persitvarkymams. BRCA2 -/- lastelése Sioje stadijoje stebimos re-
kombinacijos klaidos, dél kuriy susidaro chromosomu aberacijos. Dar vienas galimas teigiamas
BRCA2 poveikis HR yra RPA pasalinimas nuo vgDNR. BRCA?2 nebiuidingas tik Zinduoliams. Jo homo-
loguy taip pat aptinkama augaluose ir grybuose (Kowalczykowski, 2005). Vienas toks baltymas pava-
dintas BRH2 (angl. BRCA2 homologue), i$skirtas i§ Ustilago maydis. Dél mazesnés savo molekulinés
masés bei paprastesnés sandaros (turi tik vienag BRC seka) Sis baltymas daug patogesnis eksperimen-

tuose in vitro nei BRCA2. Panaudojus BRH2, nustatyta, kad jis ,,uzkrauna®“ RADS51 ant DNR toje vie-
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toje, kur jungiasi vg ir dgDNR. Taigi jis eukariotuose veikia kaip bakterijy RecFOR baltymy funkci-
nis homologas. Sie ir kiti tyrimy duomenys rodo, kad BRCA?2 ir jo homologai kitose organizmy grupé-

se veikia kaip RADS1 tarpininkai HR btidu Salinant DGT.

2.3.3.3. Nuo RADS5I nepriklausoma rekombinacija

Nuo RADSI priklausomas rekombinacijos kelias yra pagrindinis biidas $alinti DGT mitozinése
mieliy lastelése ir geno konversijai vykti, taciau kai kuriais atvejais rekombinacija gana efektyviai
vyksta ir rad51 mutantuose. Tai rodo papildomo rekombinacijos kelio egzistavima. Pastarasis reika-
lauja RADS52 ir galbit RADS59. Kaip minéta, RAD52 geno delecija mielése sukelia labai didelius
rekombinacijos sutrikimus: visiSkai iSsiderina geno konversija, sutrinka viengrandziy DNR galy
susijungimas, telomery atstatymas, rekombinacija tarp invertuoty homologiskuy seky. O mutacija
RADS51 gene neturi itakos vgDNR galy susijungimui, tik 5-10 karty sumaZzéja rekombinacija tarp
invertuoty homologisky seky, telomery rekombinacija taip pat ne visiskai sutrinka. Tiek Zmogaus, tiek
mieliy Rad52 baltymas, kaip rodo EM, i§ monomery sudaro zZiedo pavidalo strukttras. ISvalytas Rad52
jungiasi prie vgDNR ir skatina komplementariy DNR grandiniy susijungima (48 pav.). Sia reakcija
palankiai veikia ir RPA baltymas, kuri RADS52 véliau pasalina nuo vgDNR. HsRad52 skatina grandi-

niy mainus ir D-kilpy susidaryma.

> g
| . B
DNR galy ¢
subrandinimas
| . '

«— <
RPA jungiasi prie 'L
vgDNR

ORI prppppg—
RADS52 pakeicia ‘L
RPA

——-000000 —

— DOO000—=
RADS2 skatina
vgDNR galy ¢
sujungima /

4_

3" heterologiniy 'L
galy pasalinimas
RAD 1710 — >

|

48 pav. RADS52 vykdomas vgDNR galy susijungimas (pagal Symington, 2002). Po susijungimo
likusius nesuporuotus vgDNR galus pasalina RAD1-RAD10 nukleaze, kuri skelia jungti tarp vg ir
dgDNR

RADS59 buvo nustatytas mutantuose, kuriuose sutrikusi nuo RAD51 nepriklausoma rekombinacija
tarp invertuoty homologisky seky. RAD59 svarbus vgDNR galams susijungti. Jeigu viengrandziai galai
yra trumpi, sujungima vykdo Rad52. I§valytas Rad59 jungiasi prie vgDNR ir dgDNR bei skatina kom-
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plementariy vgDNR molekuliy susijungima. Taciau Rad59 negali pakeisti Rad52 nuo Rad51 nepri-

klausomoje rekombinacijoje. Taigi §is baltymas vertinamas kaip Rad52 aktyvuma skatinantis veiksnys.

2.3.4. Homologiné rekombinacija augaluose

HR augaluose tirti verta dél keleto svarbiy priezas¢iy. Pirma, augaluose skirtingai nei gyviinuose,
svarbiausiy HR genu i$jungimas neduoda letalaus fenotipo. Todél, tiriant gautus mutantus, galima
daugiau suzinoti apie $iy geny funkcijas. Antra, augaluose generatyvinés lastelés susidaro i§ somatiniy
veélyvoje organizmo raidos stadijoje. Tod¢l pokyc¢iy, ivykusiy somatiniuose audiniuose, perdavimo ki-
toms kartoms galimybé yra didesné (Schuermann ir kt., 2005).

Augaly HR tyrimai stipriai pasistiméjo i prieki dél naujy transpozoninés, T-DNR bei iRNR
mutagenezés metody panaudojimo ir A. thaliana genomo sekos nustatymo (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000). Augaluose mejoziné rekombinacija taip pat prasideda DGT susidarymu. Skirtingai
nei daugelis kity organizmy Arabidopsis turi net tris Spol1 baltymo paralogus. A. thaliana SPOI11-1
geno mutante beveik nevyksta sinapsé, labai sumazéjes chiazmy skaicius. Tolesniame etape daugelyje
organizmy svarbus vaidmuo tenka MRX (MRN) baltymu kompleksams. Gauti vairenio Mrell ir
Rad50 ortology mutantai. Juose vyksta chromosomuy fragmentacija, sutrinka sinapsé. Tai rodo, kad
vairenio MRE11-RAD50 kompleksas dalyvauja ankstyvuosiuose HR etapuose. Iki Siol augaluose ne-
rasta tre¢iojo MRX (MRN) komplekso komponento homologu. Tolesniame mainy etape dalyvauja A.
thaliana DMCI ir RADS51 genai. Skirtingai nei gyviny augaly RADS51 -/- mutantai i§gyvena. Be to,
Sios rekombinazés augaluose saveikauja su dviem BRCA?2 paralogais, kuriy mutanty augaluose fenoti-
pas labai panasus { Rad51 -/- ar Dmc1 -/- paralogy mutantus: vyksta chromosomy fragmentacija, néra
sinapsés. Augaluose aptikta ir RADS51 bei XRCC3 giminiSky geny. Augaly XRCC3 geno mutantai yra
steriliis, pazeistos vélyvosios ju mejozés stadijos. Taciau mejozés metu susidarantys bivalentai atrodo
normaliai. Iki §iol neaiSku, ar augaluose yra RAD52 geno homology.

Manoma, kad kai kurie bakterijy MutS ir MutL baltymy homologai skatina HJ migracija ir sukar-
pyma. Arabidopsis MLH1 mutantas neturi mejozés sutrikimy. Mutacija AtMSH4 gene mazina chiazmy
skaiCiy, létina ir sutrikdo sinapsg. Galbiit augaly MSH4 kaip ir Zmogaus veikia kartu su MSHS, palai-
kydami greta viena kitos homologines chromosomas, sujungtas HJ (Snowden ir kt., 2004). Arabidopsis
genome aptiktas ir ATM homologas. Jo mutanty fenotipas panasus { XRCC3 mutanty.

Homologiné rekombinacija vyksta ir augaly mitochondrijy bei chloroplasty genomuose. Sie orga-
noidai turi savas homologinés rekombinacijos sistemas. [domiausia tai, kad mitochondrijose ir plasti-
dese, kaip ir bakterijy lastelése, homologiné rekombinacija yra pagrindinis genetiniy mainy btidas. Nu-
statyta, kad chloroplastuose vyksta vidumolekuliné ir tarpmolekuliné homologiné rekombinacija. Pa-
vyzdziui, dél rekombinacijos tarp toje pacioje molekuléje esanciy vienos krypties pasikartojanciy seky

gali susidaryti kvie¢iy ir mieziy, regeneruoty i§ mikrospory lasteliy kultiiros, al/bino mutantai.
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Nepaisant to, kad augaly HR jau labai seniai naudojama praktikoje (kryzminimui ir atrankai hibri-
dy, kurie, kuriant naujas veisles, iSsiskiria naujais pozymiy deriniais) ir to, kad jau padaryta pazanga
augaly genomikoje, dar lieka nemazai neatsakyty klausimy apie HR mechanizmus $ioje organizmy
grupéje.

2.3.5. Chromatino vaidmuo $alinant DGT homologinés rekombinacijos baidu

DGT $alinimo mechanizmai in vitro daZniausiai tiriami naudojant ,,nuogas‘“ DNR molekules ir
tvairius rekombinacijos baltymus, taciau tokia DNR labai skiriasi nuo DNR, egzistuojancios lasteléje
fiziologinémis salygomis. Lastel¢je DNR yra organizuota | chromating ir glaudziai susijusi su balty-
mais. Tokia organizacija leidzia suglausti ir apsaugoti DNR nuo nukleaziy poveikio. Chromatino
struktiiros vienetas yra nukleosoma. Jos Serding dalj sudaro ~146 bp DNR atkarpa, dukart apvyniota
aplink histony oktamera, kurj sudaro po dvi keturiy raiiy histony molekulés: H2A, H2B, H3 ir H4. Siy
baltymy molekulés turi domenus, kurie dalyvauja baltymy tarpusavio saveikoje bei ju saveikoje su
DNR. Tokios saveikos lemia nukleosomos Serdinés dalies susidaryma. Be to, Sie histonai turi laisvus
NH; galus, vadinamus histony ,,uodegomis®, kurios i$sikiSusios i§ nukleosomos. H2A bei H2B dar turi
ir karboksilinio galo ,,uodegas®. Eukariotuose aptinkama ir keletas retesniy histony, kuriy aminorigs-
¢iy sudétis Siek tiek pakitusi. Tokie histonai daro itaka tiek pacios nukleosomos struktirai, tiek chro-
matino organizacijai. Chromatino sandara stipriai veikia ir jvairts fermentai, kurie gali kovalentiskai
modifikuoti histonus bei pakeisti, permodeliuoti paties chromatino organizacija. Histonus modifikuoti
kovalentiSkai gali daug baltymuy: histony acetiltransferazés (HAT), histony metiltransferazés, protein-
kinazés, ubikvitinproteinligazés ir SUMO proteinligazés.

Didelis chromatino suglaustumas trukdo aptikti ir iStaisyti DGT. Taciau jau seniai zinoma, kad
DGT sukelia chromatino persitvarkyma. Véliau buvo iSaiskinta, kad DGT sumazina chromatino gijy
kompaktiskuma, keic¢ia nukleosomu padéti ir sukelia histony oktamery atsipalaidavima. Dél Siy poky-
¢iy pazaidos labiau prieinamos pazaidu ,,jutikliams®. DGT taip pat sukelia histony ,,uodegy* potran-
sliacines modifikacijas. Svarbiausia modifikacija yra histono H2A (zinduoliuose H2AX) iSsikiSusios
karboksilinio galo dalies [KATQAS*QEY- COOH] motyvo fosforilinimas — tai vadinama vy fosforili-
nimu. Fosforilinama 139 serino liekana. Per keleta minuciy fosforilintas H2ZAX (vadinamas y-H2AX)
iSplinta per tiukstancius baziy pory, supanc¢iy DGT. H2AX néra zemesniuosiuose eukariotuose. Taciau
motyvas, kuris fosforilinamas Siame histone, aptinkamas kituose H2A Seimos nariuose.

Yra du alternatyviis DGT $alinimo keliai: HR ir NR, kuriy pasirinkima, matyt, lemia lastelés bii-
sena. Zinduoliy lastelése NR vaidina svarbiausia vaidmeni $alinant DGT lastelés ciklo G1 stadijoje, o
HR — S stadijoje, nes tuo metu atsiranda papildoma genetinés medZziagos kopija, kurig galima panaudo-
ti kaip Sablong Salinant DGT. Lastelés atsakui { DGT labai svarbios PIK kinazés: ATM (Tell S. cerevi-
siae), ATR (Mecl S. cerevisiae) ir DNR-PK. Sie baltymai jungiasi prie trikusiy arba jau subrendusiy

DNR galy dazniausiai per adapterinius baltymus. Siuo metu vyrauja nuomoné, kad dvigrandzius trii-
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kius pirmiausia aptinka MRN/MRX arba Ku70-Ku80 (Downs ir kt., 2007). Siy baltymy savybé — sa-
veika su DGT. Jie pritraukia PIK kinazes, o pastarosios fosforilina H2AX. DGT efektorinis baltymas
MDC1, mobilizuojamas | DGT vieta nepriklausomai nuo H2AX ir atpazjsta Sio histono fosforilinima.

ATM baltymas — vienas svarbiausiy lastelés atsake { DGT susidaryma. Sis baltymas daZniausiai
aptinkamas besidalijanciy lasteliy branduoliuose, kur { DGT susidaryma energingai reaguoja. ATM —
350 kDa oligomerinis baltymas, kuris turi kinazés aktyvuma. Si aktyvuma skatina medziagos, suke-
lian¢ios DGT in vivo ir linijinés DNR molekulés in vitro. Atominés jégos elektroninis mikroskopas
parodé, kad ATM monomerai jungiasi prie DNR galy. ApSvitinus lasteles jonizuojamaja spinduliuote,
ATM fosforilina H2AX, Chk2, p53, NBS1, BRCAL1 ir kt. baltymus, vykdo autofosforilinima. Pastara-
sis sukelia baltymo per¢jima i§ oligomerinés biisenos i monomering, kuri svarbi DGT $alinimui. Taigi
ATM veikia ir kaip DGT jutiklis, ir kaip signalo neSiklis. Intensyvus H2AX histono ,,uodegos* fosfori-
linimas (YH2AX susidarymas) aplink atsiradusi triki, manoma, sutelkia i ta vieta MRN kompleksa,
RADSI1, BRCA1 ir kt. baltymus, dalyvaujan¢ius DGT Salinimo procese (Shiloh, 2003).

Matyt, chromatino dekondensacija yra viena pirmyjy DGT atsiradimo pasekmiy. Ji sukelia toles-
nius {vykius, kuriy vienas pirmyjy — histono H2AX fosforilinimas. Ji gali vykdyti visos trys PIK kina-
z¢s, bet svarbiausias vaidmuo tenka ATM. Apie DGT susidar¢ YH2AX zidiniai sutampa su 53BP1
sankaupomis bei véliau atsirandanc¢iais BRCA1 ir MRN baltymy telkiniais. Mutanty tyrimai parodeé,
kad YH2AX reikalingas ne $iy baltymy sutelkimui { DGT vieta, o ju palaikymui DGT saituose. Kai
YyH2AX i$plinta i abi trikio puses, prie jo jungiasi MDC1 baltymas. Pastarasis tiesiogiai saveikauja su
MRN kompleksu, kuriame esantis NBS1 saveikauja su ATM ir ji aktyvuoja. Taigi i DGT reaguojantys
baltymai gali jungtis prie chromatino tokia tvarka: MDC1, MRN ir ATM. ATM kinaz¢ vykdo histono
fosforilinimg ir pagamina daugiau YH2AX vis didesniu atstumu nuo trukio vietos. Prie modifikuoto
histono vél jungiasi nauji, jau minéti, baltymai. H2AX mutantai, kurie gali biiti fosforilinami, taciau
deél mutaciju ,,uodegos® rajone negali prisijungti MDC1, nesukelia 53PB1 ir NBS1 telkiniy susidarymo
bei negali aktyvuoti ATM (Su, 2006). Zmogaus lastelése, kuriose neveikia MDCI genas, sutrinka
YH2AX gaus¢jimas. Manoma, kad MDC1, prisijunggs prie YH2AX, ji apsaugo nuo fosfatazés ir (arba)
padeda islikti ATM aktyvios blisenos. Pelése su neveikliu H24X genu pastebima daug anomalijy: jos
jautrios JS, linkusios sirgti onkogeninémis ligomis, ju kamieninése lastelése sumazejes HR daZnis.
Matyt, viena i§ H2AX funkcijuy — skatinti efektyvy DGT Salinima HR bidu.

Jau minéta, kad, atsiradus DGT, ATM jvyksta Zymiis poky¢iai: dimery/oligomery monomerizaci-
ja, Ser1981 autofosforilinimas. Daugeliu atveju ATM aktyvacijai butinas MRN/MRX kompleksas, ku-
ris, kaip rodo naujausi tyrimai, skatina ATM autofosforilinima ir monomerizacija. Tai vyksta, kai
MRN/MRX suriSa DNR galus arba galbiit padidina DGT koncentracija tam tikroje lastelés branduolio
vietoje. Esant dideliam DGT kiekiui, ATM aktyvuojasi savaime. Be to, yra nustatyta, kad NBS1 bal-

tymas reikalingas ATM autofosforilinimui.
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Apibendrinus galima daryti iSvada, kad dvigrandziai trikiai chromatine sukelia keleta ,,signaly®.
Vienas juy — chromatino dekondensacija, kuri skatina ATM aktyvacija, chromatino ir 53BP1 saveika
bei RADSI reparacijos komplekso sutelkimg. Kitas signalas — MRN/MRX komplekso jungimasis prie
DNR galy, esan¢iy DGT. Jis vyksta nepriklausomai nuo ATM/ATR ir sukelia ATM aktyvacija. Ma-
noma, kad MRN gali kooperuotis su BRCAT, kuris taip pat sugeba jungtis prie pazeistos DNR. Trecia-
sis signalas — vgDNR atsiradimas. Prie jos jungiasi RPA ir po to ATR ir Rad17 kompleksai. Nors Sie
keliai nepriklausomi, jiems visiems reikalingas MRN/MRX, kuris padeda susidaryti vgDNR-RPA
kompleksui. Taciau iki Siol néra tiksliai Zinoma, kaip Rad51 ir jam asistuojantys baltymai sutelkiami {
DGT vieta.

Chromatino permodeliavimas tikriausiai palengvina reparacijos ir kontrolés baltymy pri¢jima prie
DNR pazaidos vietos. Kaip minéta, pats chromatino atpalaidavimas DGT vietoje gali aktyvuoti ATM
ir panaSius baltymus. Todél dar viena atsako ypatybé — daugelio baltymy kaupimasis apie DGT. Be
anksciau minéty, aptinkama {vairiy baltymy kompleksuy, kurie sudaryti i§ skirtingy subvienety. Dauge-
lio ju kataliziniai subvienetai yra ATPazés. RSC (angl. remodels the structure of chromatin) komplek-
so katalizinj subvieneta mielése koduoja STHI genas. Sis subvienetas in vivo jungiasi prie DGT ir gal-
bt tiesiogiai dalyvauja reparacijoje. Nuo RSC aktyvumo priklauso nukleosomy padéties DGT vietoje
poky¢iai. Mieliy kamienai, neturintys veiklaus RSC komplekso, yra jautriis jonizuojamajai spinduliuo-
tei. Kitas baltymy kompleksas — SW1/SNF — taip pat lokalizuojasi DGT vietoje, tik daug 1é¢iau nei
RSC. S. cerevisiae lastelése, kuriose pazeisti Siy baltymy genai, sutrinka sinapsé tarp sveikos ir DGT
turin¢ios homologisky seku.

Jau Zinoma, kad Zinduoliy ir daugelio kity eukarioty lastelése, skirtingai nei bakterijose, genai,
koduojantys baltymus, veikian¢ius Salinant DGT, valdomi ne tik transkripcijos, bet ir potransliacinia-
me lygmenyje. Daugialas¢iuose organizmuose p53 ir jo homologai sukelia reparacijai reikalingy fer-
menty geny transkripcija. Svarbis ivykiai, susij¢ su Siuo reiskiniu, valdomi potransliaciniame lygme-
nyje: vyksta baltymy fosforilinimas, ju migracija lastelés viduje, naujy kompleksy susidarymas bei ski-

limas.

2.3.6. Rekombinacijos ,,karstieji” taskai

Mainy daznis mejozés metu {vairiose genomo vietose nevienodas. Jo skaitmening iSraiska, tenkan-
ti fizikinio atstumo vienetui, gali skirtis keliomis eilémis net toje pacioje chromosomoje. Tame pacia-
me genome yra vietos, kur rekombinacijos daznis daug didesnis uz vidutini lygi (,,karstieji taskai*) ar-
ba mazesnis uz ji (,,Saltieji taSkai). ,,Karstieji“ HR taSkai labai svarbiis genetinés jvairovés susidary-
mui ir taisyklingam chromosomuy paskirstymui i dukterines lasteles mejozés metu (Nishant ir Rao,
2005). Zmogaus ir kity organizmy tyrimais jrodyta, kad mejozinio krosingoverio_daznio skirtumai pri-
klauso nuo raiSies, individo ir lyties. HR daznis buvo nustatomas mikroskopu pagal chiazmus tarp ho-

mologiniy chromosomy arba pagal rekombinantiniy palikuoniy skaiciy atliekant kryZminimus ir nau-
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dojant fenotipinius Zymenis. Dabar, kai Zinomos Zmogaus ir kai kuriy svarbiausiy modeliniy organiz-
muy genomo sekos, kai sudaryti tiikstan¢iy molekuliniy Zymeny genolapiai, galima daug tiksliau nusta-
tyti rekombinacijos dazni ir jo svyravimus. Gautas vaizdas labai sudétingas ir jame sunku surasti ben-
druosius désningumus, galiojancius jvairioms rasims.

Teoriniai modeliai teigia, kad HR lygis gali turéti itakos genetiniam kintamumui. Pavyzdziui, ge-
nomo vietose, kur rekombinacija labai maza arba visiSkai nevyksta, galima tikeétis neatsitiktiniy aleliy
deriniy. Tokiose vietose turi biiti ir daug mazesnis DNR polimorfizmo lygis.

Bene daugiausia $is reiSkinys tiriamas mieliy, vaisinés muselés ir Zmogaus genomuose. S. cerevi-
siae ,karstieji taskai koreliuoja su DGT vietomis, kurios paprastai yra promotoriuy sekose, taciau DGT
atsiradimui transkripcija nebttina. Naudojant nukleazes, nustatyta, kad ,,karStiesiems taskams” budin-
ga mazai kondensuota chromatino struktiira. Gerai istirtas S. pombe , karStasis taskas” yra ade6 lokuse,
turinéiame mutacija M26. Sioje vietoje pastebétas rekombinacijos daznio priklausomumas nuo DNR
sekos 5'-ATGACGT-3' (Schuchert ir kt., 1991). Si seka yra heterodimerinio baltymo Mts1/Mts2
jungimosi vieta. Dél mutacijos poveikio atsiranda chromatino erdvinés struktiiros pokyciy, kurie
nulemia didesni jautruma nukleazei. Anks¢iau HR daznis Zmogaus genome buvo nustatomas
palyginant tévy ir palikuoniy fenotipus genealoginiuose medziuose. Dabar yra sukurtas metodas, kuri
naudojant galima jvertinti rekombinacijos dazni, Zmogaus spermatozoiduose. Nustatant HR daznj
genetiniai atstumai lyginami su fiziniu atstumu tarp zymeny. Ta imanoma padaryti, kai Zinomos
genomy sekos.

ISsamiis genetiniai ir fiziniai vaisinés muselés genolapiai buvo zinomi dar prie§ genomikos era.
Tikslts fiziniai genolapiai buvo sudaryti panaudojus Zymeny in situ hibridizacija ant politeniniy
chromosomuy, kuriy vienos juostos dydis yra apie 21 kbp. Remiantis gautais duomenimis, apskaiciuota,
kad HR daznis visame genome yra =~ 1,5 cM/Mbp. Moteriskosios lyties individuose jis vidutiniskai
lygus 3,0 cM/Mbp, o vyriskosios lyties individy genomuose normaliomis salygomis HR visiskai
nevyksta. Daznio svyravimo ribos nuo 0 cM/Mbp iki 5 cM/Mbp. HR beveik nevyksta vaisinés muselés
patelése 4-oje homologiniy chromosomy poroje ir yra labai sumaZzéjusi prie metacentriniy (2-os ir 3-
os) chromosomy centromery. Akrocentringje X chromosomoje HR daznio sumaZzéjimas prie
centromeros nezymus. Rekombinacijos sumaz¢jimas labiau pasireiskia prie telomery.

1996-1998 m. buvo sudarytas pirmas iSsamus Zmogaus genolapis. Jis sudarytas naudojant
mikrosatelitinius Zymenis vadinamose CEPH (pranc. Centre d‘Etude du Polymorphisme Humain)
Seimose. Panaudoti 5264 mikrosatelitai (Dib ir kt., 1996). 2001m., palyginus genetinius ir fizinius
(nukleotidy seku) zmogaus genolapius, apskaiciuotas vidutinis rekombinacijos daznis — 1,3 ¢cM/Mbp
(Yu ir kt., 2001). Si skaitiné reik§mé labai artima nustatytai vaisinéje museléje. Vidutinis HR daznis
skirtingy ly€iy individuose nevienodas. Vyriskosios lyties jis sieke apie 0,9 cM/Mbp, o
moteriSkosios — 1,7 cM/Mbp. Aptikti rajonai, kuriuos galima vadinti ,Saltaisiais® HR rajonais,

kuriuose HR daznis keleto megabaziy intervale buvo <0,3 cM/Mbp, taip pat genomo vietos, kuriose jis
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buvo neiprastai didelis (> 3,0 cM/Mbp). Panasus, tik didesnés apimties darbas atliktas dar karta. Kong
ir kt. (2002) sudaré genolapi iStyrg 146 Islandijos Seimas ir panaudoj¢ 5136 mikrosatelitus, — tai atitiko
1257 mejozes. Pastarojo genolapio skiriamoji geba buvo penkis kartus didesné nei ankstesnio.
Nustatytas vidutinis HR daZnis buvo Siek tiek mazesnis = 1,1 cM/Mbp. Krastutinés reikSmés svyravo
nuo 0 cM/Mbp iki 5 cm/Mbp. Mazas rekombinacijos daznis nustatytas prie metacentriniy chromosomy
centromery. Taip pat pastebétas atvirkstinis priklausomumas tarp chromosomos ilgio ir vidutinio HR
daznio joje. Todél galima manyti, kad butinas tam tikras krosingoveriy skaiCius taisyklingam
homologiniy chromosomy poravimuisi ir pasiskirstymui. Ryskiis rekombinacijos daznio skirtumai
pastebéti net tos pacios chromosomos skirtinguose petyse.

Iki Siol neistirtos priezastys, lemiancios HR daznio skirtumus. AiSku, kad tam jtakos gali turéti
nukleotidy seka, tac¢iau tuo paaiskinti visko neimanoma. Pavyzdziui, motery autosomose rekombinaci-
jos daznis yra apie 1,65 karto didesnis nei vyruy. IslandiSkame genolapyje krosingoverio daznis vyry
chromosomose didesnis prie telomery, o motery — prie centromery, taciau autosomose iki siol neaptik-
ta DNR seky skirtumy, kurie priklauso nuo lyties. Tod¢l, remiantis prielaida, kad rekombinacija turi

itakos evoliucijai, motery ,,indélis* §iam procesui turéty biiti didesnis.
2.3.7. Ektopiné rekombinacija

2.3.7.1. Ektopinés rekombinacijos mechanizmai

Daugelis rekombinacijos tyrimy buvo atlieckama su genais, kurie haploidiniame genome sutinkami
viengkart, tac¢iau nereikéty pamirsti, kad organizmuose, ypa¢ eukariotuose, yra daug pasikartojanciy
geny ir daugybe pasikartojanciy seky. Kartais pakanka net nedideliy homologisky seky gabaliuky, kad
rekombinacija vykty nejprastoje vietoje (gr. ektopos — nutolgs). Dél to ilgesnés pasikartojancios
struktiiros turéty labai iSplésti homologinés rekombinacijos galimybes, o tai galéty paveikti genomo
stabiluma.

Intensyviausiai tyrin¢jama mieliy S.cerevisiae, S. pombe ektopiné rekombinacija. Siems darbams
sukuriamos {vairios genetinés konstrukcijos, kuriomis galima dirbtinai padidinti konkretaus geno
kopiju skaiciy genome. Ektopiné rekombinacija gali vykti tiek vienos chromosomos ribose
(tarpchromatidiné, viduchromatiding), tiek tarp skirtingy chromosomy (49 pav.). Jos pobidis
priklausys nuo pasikartojanciy seky iSsidéstymo (pratégiui, iSbarstytai) bei krypties (vienakryptés,
invertuotos). Kadangi mielése yra daug disperguoty genu Seimuy, didelis heterochromosominés
ektopinés rekombinacijos daznis turéty sukelti daznas chromosomuy aberacijas. Pavyzdziui, diploidiniai
mieliy kamienai turi apie 70 kopiju 6 kb dydZio retrotranspozono 7y. Taliau tiesioginiai
rekombinacijos daznio tarp $iy elementy tyrimai parodeé, kad jis yra kur kas mazesnis nei reikéty tiketis
remiantis gautais tyrimy su dirbtinémis sistemomis duomenimis. Jeigu natiraliai esancios

pasikartojancios sekos rekombinuoty tuo paciu dazniu kaip ir dirbtinai iterptos, tai sunku isivaizduoti,
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kaip organizmui pavykty i§vengti letaliy genomo persitvarkymy. Siam priestaravimui paaiskinti

sukurtos bent dvi hipotezés.

A

49 pav. Rekombinacijos tarp pasikartojan¢iy genu atvejai (Petes ir Hill, 1988). A — rekombinacija
tarp eukarioty chromosomy. Chromatidés pavaizduotos po DNR replikacijos. B — ektopiné
rekombinacija prokarioty chromosomoje, kurioje ivykusi daliné replikacija. Pasikartojantys genai
pavaizduoti staciakampiais. Rekombinacijos metu (A) gali ivykti geno konversija (1, 2), delecijos
(3, 4, 6), duplikacijos (3, 6), translokacijos (5); susidaryti dicentrinés chromosomos (3, 5, 6) ir
acentriniai fragmentai (3, 5, 6)

Viena ju teigia, kad lastelése yra mechanizmas, kuris specifiSkai slopina ektoping natiiraliy
pasikartojan¢iy seky rekombinacija. Manoma, kad Sig funkcija atlicka RecQ Seimos helikazés ir
topoizomerazés. Pavyzdziui, mutacija mieliuy 7OP3 gene didina rekombinacijos dazni tarp &
pasikartojanciy seky, sulétina mutantiniy kamieny augimo tempus. SGS/ geno mutantuose padidéja
rekombinacija tarp homeologiniy (panasiy) seky. Svarbus gali biiti ir chromosomy poravimasis, nes jis
privercia rekombinuoti tik alelines sekas. Ne vieno eksperimento rezultatai parodé, kad rekombinacija
tarp vienodu seky, esanc¢iy homologinése chromosomose, yra 10—100 karty daznesné nei tarp ty paciy
seky, esaniy heterologinése chromosomose. Rekombinacija tarp arg4 seku nehomologinése
chromosomose buvo 10-20 karty retesné, nei joms esant homologinése chromosomose alelinése
padétyse. Pastebéta, kad padéties poveikis pradeda mazéti, kai genas yra nutolgs > 20 kbp nuo alelinés
padéties homologinéje chromosomoje. Todél chromosomy i$sidéstymas greta viena kitos poravimosi
metu, sinapsé¢ bei aleliné homologiné rekombinacija mazina ektopinés rekombinacijos galimybg
(Goldman ir Lichten, 2000).

Gali biti, kad natiiraliai esanciy pasikartojanciy geny sekos specifiSkai slopina tarpusavio
saveikas. Siuo pozitiriu lemiamos reik§més gali turéti pasikartojanéiy seky homologijos laipsnis bei ju
kopiju dydis. Eksperimentais nustatyta, kad mielése mejozés metu vykstantiems reciprokiniams
mainams reikalingi 150-250 bp homologiSki fragmentai. Jeigu jie trumpesni, arba homologija tarp ju
néra 100 proc., rekombinacijos daznis labai sumazéja. Panasi homologija reikalinga ir mitoziniams
mainams.

Zmogaus genome taip pat vyksta pasikartojanéiy seku, geny segmenty, geny ir geny sankaupy
ektopiné rekombinacija. Kai kuriais atvejais tai sukelia zalingus genetinés medziagos persitvarkymus

ir gali buiti ligy priezastis. Nustatyta nemazai tokiy atvejy. PavyzdZziui, o talasemija susergama dél a
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globino geno delecijos, atsirandancios dél netolygaus pasikartojanciy Sio lokuso segmenty
krosingoverio. Mazdaug pusés hemofilija A serganciy pacienty gene koduojanc¢iame VIII faktoriy, yra
tvykusi inversija. Tai nulemia rekombinacija tarp dviejy pasikartojanciy ir prieSingai viena kitai
orientuoty seky, kuriy viena yra gene, o kita — 5’ padétyje nuo jo. Ektopiné rekombinacija yra kai kuriy
daltonizmo, augimo hormono geno (GHI) praradimo, periferinés neuropatijos, vadinamos Charcot-
Marie-Tooth liga, ir kity ligy priezastis. Ektopinei rekombinacijai galima priskirti ir kai kuriuos
specifinius homologinés rekombinacijos atvejus: pavyzdziui, antigeny ivairovés susidaryma

Trypanosoma ir Neisseria.

2.3.7.3. Pasikartojanc¢iy seky evoliucija

Ji susijusi su reiSkiniu, pavadintu bendra arba suderinta geny Seimos evoliucija. Geny Seima yra geny,
kilusiy i§ bendro protévio ir todél panasiy savo DNR seka bei funkcijomis, grupé. Geny Seimos evoliu-
cija bei jos mechanizmai nuo seno yra diskusijy objektas (Nei ir Rooney, 2005). Apie 1970 m. buvo
1SaiSkinta, kad Xenopus rRNR koduoja didelis skaicius pratégiui i$sidésciusiy pasikartojanciy geny. X.
laevis ir X. mulleri TRNR geny Seimas sudaro 450 pasikartojanciy seku. Kiekviena juy sudaryta i§ 18S,
5,8S ir 28S genuy, iSoriniy transkribuojamy tarpikliy (E7S/ ir ETS?2), vidiniy transkribuojamy tarpikliy
(ITS1 ir ITS2) ir tarpgentinio tarpiklio /GS. Panaudodami DNR ir RNR hibridizacija, Braunas ir kt. nu-
state, kad /GS nukleotidy sekos labai panasSios toje pacioje rusyje, taciau labai (apie 10 proc.) skiriasi
X. laevis ir X. mulleri rasyse (Brown ir kt., 1972). Sj reiskinj buvo sunku paaiskinti tuo metu populia-
riu “divergencinés evoliucijos” modeliu, kuriuo remiantis Sios sekos abiejose riiSyse turéty biiti pana-
Sios. Be to, abiejy riiSiy 18S ir 28S geny sekos buvo beveik vienodos. IS tikryjy jos labai panasios net
labai nutolusiuose evoliuciniu poZitiriu organizmuose (pavyzdziui, augaluose ir gyviinuose). Tam pa-
aisSkinti Braunas pasiiilé nauja modeli, kuris pavadintas ,,suderinta geny Seimos evoliucija“ (angl. con-
certed evolution). Pagal ji visi geny Seimos nariai tam tikros riiSies genome evoliucionuoja kartu. Mu-
tacija, atsiradusi vienoje ar kitoje sekoje, po to iSplinta po visus Seimos narius, o naujai atsiradgs alelis
paplinta po visa geny Seima. Jo plitima, Brauno nuomone, lemia netolygus krosingoveris. Jis vyksta
atsitiktinai tarp jvairiy geny Seimos nariy. Todél suvienodina (homogenizuoja) juos. Geny skaicius gali
padidéti ir sumazéti atsitiktinai, bet juy atliekamy funkcijy svarba islaiko ji daugmaz pastovy. Tokios
evoliucijos mechanizmas aiSkinamas ir geno konversija (Jeffreys 1979) (50 pav.). Jos vaidmuo pana-
Sus 1 netolygaus krosingoverio, i$skyrus tai, kad netolygus krosingoveris gali padidinti ar sumazinti
geno kopiju skai¢iy, o geno konversija — negali. Pagal §i modeli galima paaiskinti rRNR geny evoliuci-
ja, jis imtas taikyti ir kitoms geny Seimoms. Vis délto véliau jo universalumu suabejota ir pasitlytas
kitas, vadinamas ,,gimimo ir mirties evoliucijos* modelis (angl. birth and death evolution) (Nei &
Hughes, 1992). Pagal §i modeli, vieni nauji genai, atsirade dél duplikacijy, iSlieka genome ilga laika, o
kiti prarandami arba dél mutacijy tampa neveikliis. Daug geriau $is modelis tinka daugeliui multigeni-

niy Seimy: imunoglobuliny, atsparumo ligoms geny, MHC geny, MADS ir homeosekas turin¢iy geny.
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»Suderintos evoliucijos modelis visiskai neatsizvelgia i stabilizuojancios atrankos poveiki. Jau irody-
ta, kad $i atranka Salina nesinonimines pakaitas DNR molekulése. Todél evoliucijos metu veikia neto-
lygus krosingoveris, stabilizuojanti atranka ir mutacijos. Nepaisant to, kad ,,gimimo ir mirties* evoliu-
cijos modelis yra naujesnis ir universalesnis, tenka pripaZinti, kad tais atvejais, kai analizuojamy geny

sekos labai mazai skiriasi, geny Seimos evoliucija galima paaiskinti tiek vienu, tiek kitu modeliu.

50 pav. Suderinta geny Seimos evoliucija geno konversijos buidu. Pasikartojantys geno (e) konver-
sijos ciklai pavercia pasikartojancius genus vis labiau homogeniskais kiekvienoje chromosomoje

2.4. Homologinés rekombinacijos panaudojimas

I[lgus tukstantmecius zmogus, to nezinodamas, naudojo homologing rekombinacija, iSvesdamas
gyviny ir augaly veisles. Naudingomis savybémis pasizyminciy individy atranka daZzniausiai biidavo
tam tikry rekombinanty atranka. 20 a. pabaigoje, suktirus molekuliniy Zymeny technologijas, atsirado
galimybé atlikti selekcija ne tik fenotipo, bet ir genotipo lygmenyje. Molekuliné selekcija,
panaudodama klasikinius rekombinogenezés désningumus bei geny inZinerijos metodus, turi placias
perspektyvas iSvedant naujas veisles.

Pradedant Morgano ir jo mokiniy darbais, genetiné rekombinacija buvo panaudojama dviem prak-
tiniams tikslams:

1) genetiniy lokusy kartografavimui chromosomose;

2) genetiniy kamieny konstravimui.

Ir Siandien tai yra pagrindinés homologinés rekombinacijos praktinio pritaikymo sritys, taciau

plétojama ir tre¢ioji — geny terapija.
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2.4.1. Geny kartografavimas eukariotuose

1911 m. Morganas i8kélé hipoteze, kad sankiba ir rekombinacija rodo geny i$sidéstymo chromo-
somose tvarka. 1913 m. jo mokinys Sturtevantas (A.H. Sturtevant) sukiiré pirmaji (D. melanogaster)
genolapi.

Ypac svarbi — zmogaus geny sankibos analizé. Pirma, ji naudojama pagal geneologinius duomenis
nustatyti genams, atsakingiems uz paveldima liga. Informacija apie sankiba yra biitina tuomet, kai néra
zymeny, rodanciy liga sukeliancius alelius. Tai svarbu tiksliai diagnozei bei genetinei individy ir Seimy
konsultacijai. Antra, ji gali buti panaudojama klonuojant genus. PavyzdZziui, sankibos analizé buvo
panaudota nustatant CFTR (angl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) baltyma

koduojancio geno padéti kity zymeny atzvilgiu ir ji klonuojant.

2.4.1.1. Eukarioty genolapiy sudarymo principai

Tam tikros ruSies genolapio sudarymas yra santykinio genetinio atstumo tarp jai biudingy genuy
(zymenuy) apskaiciavimas, ju tarpusavio iSsidéstymo tvarkos nustatymas bei paskirstymas i atskiras
sankibos grupes. Sankibos grupe sudaro visi vienoje chromosomoje esantys genai (Zymenys). Geny
iSsidéstymo tvarka bei juy lokalizacija tam tikrose chromosomose dazniausiai nustatoma pagal rekom-
binacijos (krosingoverio) tarp Siy geny dazni. Norint sukurti tikslesni genolapi, reikia rekombinacijos
dazni apskaiciuoti kiek galima didesniam Zymeny pory skaiciui. Vertéty prisiminti, kad genolapiai gali
biti sudaromi naudojant ir kitus metodus: delecijas, restrikcing analizg, molekulinius ir florescuojan-
&ius zondus, heteroploidija ir kt. Sie metodai daznai naudojami kartu su miisy aptariamu rekombinaci-
jos daznio apskaiciavimo principu, nes jis iki Siol tebéra svarbiausias sudarant genolapius.

Norint geriau suprasti genolapiy kiirimo metodika, reikéty prisiminti rekombinacijos ir geny pasi-
skirstymo mejozéje désningumus, kuriuos nustaté Mendelis ir Morgano mokyklos atstovai. Mejozés
metu du to paties lokuso aleliai, esantys skirtingose chromosomose, patenka i gametas vienodu dazniu.
Jeigu Siuos alelius pavadinsime a ir A4, tai diploidinis heterozigotinis pagal §i lokusa individas (jo geno-
tipas aA) sudarys gametas, i§ kuriy puse turés aleli 4, o kita pus¢ — a. Kito lokuso aleliai B ir b { game-
tas pateks taip pat santykiu 1:1 (50 proc. gamety turés aleli B, o kitos 50 proc. — aleli b). Jeigu Sie du
lokusai (a/A4 ir b/B) nesukibg (yra skirtingose chromosomose), tai ju aleliai | gametas pateks nepriklau-
somai vieni nuo kity ir diheterozigotoje (4aBb) susidarys keturiy tipy gametos: AaBb — AB, Ab, aB,
ab. Dabar uzraSykime pagal Siuos du lokusus homzigotiniy, tac¢iau genetiskai skirtingy individy (P1 ir

P2) kryzminima, kurio metu turéty susidaryti diheterozigotiniai F1 palikuonys:
P1 AABB x P2 aabb
F1 AaBb.

UzrasSykime F1 hibrido analizuojamaji kryzminima, kuris daznai atliekamas norint nustatyti, ar

genai yra sukibg:
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F1 AaBb x P2 aabb.

F1 individe susidarys keturiy riisSiy gametos (AB, Ab, aB, ab). Eksperimente apie Siy gamety ge-
notipa galime spresti i§ analizuojamojo kryzminimo palikuoniy fenotipo:

Fa
AaBb — tévinis fenotipas;
Aabb — rekombinantinis fenotipas;
aaBb — rekombinantinis fenotipas;
aabb — tévinis fenotipas.
Visos keturios palikuoniy grupés bus vienodo dydzio (skilimo santykis — 1:1:1:1). Du fenotipai Ab

bei aB skiriasi nuo tévy ir yra rekombinantiniai. Jie, esant nepriklausomam pozymiy paveldéjimui, su-
daro 50 proc. analizuojamojo kryzminimo palikuoniy. Jeigu genai 4 ir B yra sukibg (jeigu yra toje pa-
¢ioje chromosomoje), rekombinantai susidarys tik ivykus krosingoveriui tarp $iy geny, o jy daznis bus
mazesnis nei 50 proc. Tai galima paaiskinti tuo, kad krosingoveris jvyksta keturiy chromatidziy stadi-
joje (kiekviena homologin¢ chromosoma dukart didesné ir sudaryta i§ dviejy chromatidziy) ir jame da-
lyvauja dvi neseserinés chromatidés. Tod¢l didziausias krosingoverio daznis, kuris gali biiti tarp dviejy
sukibusiy geny, yra 50 proc. Bet toks jis gali buti tik tuo atveju, jeigu lokusai bus toli vienas nuo kito,
pavyzdziui, skirtinguose chromosomos galuose. Tuo atveju tarp juy visada ivyks bent vienas krosingo-

veris (51 pav.).

A B AB
A B Ab
a k aB
a t ab

51 pav. Bivalento keturiy chromatidziy stadijoje diagrama (mejozés diplotenos stadija). Krosin-
goveris tarp dviejy 1§ keturiy chromatidziy gali duoti maksimaly 50 proc. rekombinacijos dazni
tarp geny, esanciy skirtinguose chromosomu galuose (Ab ir aB — rekombinantai). Kai genai yra
ar¢iau vienas kito, perkryza tarp ju susidarys ne visada ir rekombinacijos daznis bus mazesnis nei
50 proc. (pagal Jones ir kt., 1997)

Krosingoverio metu susidaro nauji tévy geny ar Zymeny deriniai. Jie gali susidaryti dvejopai (kaip
minéta anksciau): nepriklausomai pasiskirstant dvieju nesukibusiy lokusuy aleliams arba ivykus krosin-
goveriui tarp sukibusiy lokusy. Rekombinantiniy palikuoniy procentiné dalis bendrajame palikuoniy
skai¢iuje yra rekombinacijos arba krosingoverio daznis. Sis dydis mums parodo santykini atstuma tarp
dvieju lokusy chromosomoje. Rekombinacijos daznis (K) tarp dvieju lokusy gali biiti nustatomas 18

analizuojanciojo arba griztamojo kryzminimo palikuoniy skaiciaus fenotipinése grupése:
K =n;/n x 100 proc., n — visas palikuoniy skaicius; n; — palikuoniy krosovery skaicius.

Jeigu i$ 200 palikuoniy 12 yra rekombinantiniai, tai rekombinacijos daznis tarp 1 ir 2 lokusy yra 6

proc. (12 : 200 x 100 proc. = 6 proc.). Tarkime, kad rekombinacijos daznis tarp A ir B lokusy lygus 6
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proc.; tarp B ir C — 20 proc.; o tarp A ir C — 24 proc. Turédami Siuos duomenis, galime iSdéstyti loku-

sus vienas kito atzvilgiu chromosomoje tokia tvarka: A, B, C.

A B C
1
6% 20%

Rekombinacijos daznis 1 proc. pavadintas centimorgana (cM) Morgano garbei. Reikéty atkreipti
démesi i tai, kad miisy sudarytame genolapyje genetiniai atstumai nesutampa (néra adityvis): 6 + 20 =
26 yra tikslesnis atstumas tarp lokusy A ir C (auksciau pateiktame pavyzdyje jis lygus 24 ¢cM). Netiks-
lus rekombinacijos daZnis tarp minéty lokusy gaunamas deél dvigubo krosingoverio, kurio metu susida-
re palikuonys kaip rekombinantai nejvertinami (todé¢l realus rekombinacijos daznis gaunamas mazesnis
nei yra i8 tikryju) (52 pav.).

B AB

Pagal fenotipa

A
A)< >< AB neimanoma atskirti
a t ab rekombinantus nuo
a

p ab nerekombinanty

=

52 pav. Bivalento diagrama keturiy chromatidziy stadijoje (diplotenoje) rodo, kaip dvigubi kro-
singoveriai toje pacioje chromatidziy poroje duoda rekombinantinius palikuonis, fenotipiskai nesi-
skirian¢ius nuo tévini (nerekombinantinj) fenotipa turin¢iy individy. D¢l Sios priezasties apskai-
¢iuotas genetinis atstumas yra mazesnis (pagal Jones ir kt., 1997).

Todél genolapiai sudaromi sudéjus atstumus tarp zymeny, nutolusiy nedideliais intervalais. Taip
pat tenka pripazinti, kad genetiniai atstumai ne visada koreliuoja su fiziniais, nes kai kuriose genomo

vietose krosingoveris vyksta dazniau nei kitose.

2.4.1.2. Molekuliniy Zymeny panaudojimas genolapiuose

Dabar genolapiai sudaromi dazniausiai naudojant molekulinius Zymenis, kurie turi nemazai priva-
lumy, palyginti su tradiciniais morfologiniais. Pastaruosius pirmasis panaudojo Mendelis. Genola-
piams juos pritaiké Sturtevandtas, kuris ir buvo pirmojo genolapio autorius. 1913 m. jis sudaré vaisinés
muselés (Drosophila melanogaster) X chromosomos genolapi ir §i darba paskelbé ,,Eksperimentinés
zoologijos* zurnale (Journal of Experimental Zoology) (Sturtevandt, 1913). Morfologiniai Zymenys
yra labai negausiis, palyginti su molekuliniais. Tod¢l, naudojantis tik jais, sukurti tikslius genolapius
neimanoma. Molekuliniai Zymenys gali biiti skirstomi i dvi grupes: biocheminius ir DNR Zymenis.
Biocheminiai Zymenys pradéti naudoti 20 a. antrojoje pus¢je. Placiausiai naudojami biocheminiai zy-
menys yra izofermentai. Jie naudojami ir sudarant genolapius. Taciau izofermenty, kaip ir morfologi-
niy Zymeny, jvairové nedidelé. Zinoma tik kelios de§imtys skirtingy izofermentiniy sistemy. DNR Zy-
menys sukurti ir pradéti naudoti daug véliau — 20 a. astuntajame deSimtmetyje. DNR Zymenimis lai-
komi polimorfiniy lokusy aleliai, besiskiriantys nukleotidy seka ir dazniausiai neutraliis fenotipo at-
zvilgiu, t.y. Sie Zymenys nepasireiSkia fenotipe ir yra tik tam tikros DNR skirtingi variantai, kuriuos

galima aptikti naudojant jvairius molekulinés biologijos metodus: DNR skaldyma restrikcijos endo-
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nukleazémis, molekuling hibridizacija, polimerazing grandining reakcija ir kt. DNR Zymenys turi kele-
ta savybiuy, dél kuriy jie nepakeiciami sudarant genolapius:

e jie zymiai maziau veikiami aplinkos salygu nei morfologiniai ar biocheminiai Zymenys;

¢ informatyvis bet kurioje organizmo raidos stadijoje;

e juynustatymas gali biiti automatizuotas;

e nepaprastai didele jvairové leidzia kartografuoti chromosomy sritis, turin¢ias mazai geny;

e dazniausiai fenotipiskai neutrals;

e vienodi bet kurioje organizmo dalyje;

e nesaveikauja tarpusavyje.

Panagrinékime vienos i§ molekuliniy DNR zymenu grupés, vadinamos RFLP (angl. restriction
fragment length polymorphism), nustatyma ir panaudojima sudarant genolapius. Kaip sako pats pava-
dinimas, ¢ia naudojamos restrikcijos endonukleazés — tai fermentai, kurie atpazista DNR specifines
sekas ir skaldo jas (II klasés restrikcijos endonukleazés). Ivykus mutacijai tam tikro fermento atpazi-
nimo sekoje, DNR toje vietoje neskaldoma. Kadangi mutacijos retas, ta¢iau neiSvengiamas reiskinys,
tai netgi giminiSky individy genomo DNR seky, kurias atpaZista tam tikros restriktazés, iSsidéstymas
gali skirtis — tai yra DNR polimorfizmas. Todél, suskaldZius ta pacia restrikcijos endonukleaze dvieju
skirtingy individy DNR, susidarys daugybé DNR fragmenty ir kai kurie i$ ju skirsis savo dydziu. Pa-
vyzdziui, daugelio augaly genomas sudarytas i§ 10® — 10° nukleotidy. [vykus net nedaugelio i§ ju mu-
tacijoms, naudojant jvairias restriktazes, galima gauti nemazai potencialiy molekuliniy Zymeny. Su-
skaldzius genoming DNR restriktazémis, susidaro toks didelis DNR fragmenty skaicius, kad net is-
frakcionavus juos elektriniame lauke agarozes ar poliakrilamido gelyje, matomas beveik vientisas Slei-
fas (53 pav.). Didesni DNR fragmentai gelyje sutelkti ar¢iau neigiamo elektrodo, o0 mazesni — arciau
teigiamo. Jeigu klonuoti vieng toki fragmenta ir ji pazymeti radioaktyvia ar florescuojancia Zyme, tai
galime gauti molekulini zonda, su kuriuo galima nustatyti tam tikra DNR lokusa. Toks hibridizuoja-

mas zondas jungsis prie jam homologiSkos DNR sekos fragmento.

1234M56789

HHNTHHH!”

53 pav. Restrikcijos endonukleaze suskaldyty genominés DNR pavyzdziy (1-9) vaizdas po elek-
troforezes agarozes gelyje. M — DNR fragmenty  dydzio standartas;
www.mun.ca/.../scarr/Southern_Blot analysis.html

93



54 paveiksle matome vaizda, kuri galima iSgauti, atlikus triju giminisky individy genomo DNR,
suskaldytos tam tikra restriktaze, hibridizacija pagal Sautherna su turimu hipotetiniu zondu. Pirmojo
individo (aa) genominés DNR autoradiogramoje matoma viena léta juosta. Taip yra tod¢l, kad tiriamas
individas yra homozigotinis §io lokuso atzvilgiu, o zondu nustatomi du vienodo dydZio DNR fragmen-
tai, esantys homologinése chromosomose. Homozigotinis individas turi du vienodus to lokuso alelius.
Siuo atveju abejose diploidinio organizmo chromosomose restriktazés atpazinimo sekos yra identisko-
se vietose. Todél po restrikcijos, elektroforezés, Sautherno blotingo ir autoradiografijos Si biisena ma-
toma kaip viena juosta fotoploksteléje. Kitas individas (a'a’) gali duoti kitokio dydzio juosta, nes jo
DNR sekoje, kuria atpazZista restriktazés, ivykusi mutacija taip pat gali biiti homozigotinés biisenos.
Mutacija gali arba panaikinti restriktazés atpazinimo seka, arba sukurti nauja kitoje vietoje. D¢l to pa-
kis zondu nustatomo DNR fragmento dydis (gali pakisti ir nustatomy fragmenty skaicius) ir judéjimo
elektriniame lauke agarozes gelyje greitis. Treciasis individas yra pirmyjy dviejy hibridas (aa’) ir turi
dvi skirtingo dydZzio juostas, atitinkanc¢ias pirmojo ir antrojo individy juostas. Taigi €ia jau turime tam
tikro RFLP lokuso heterozigota. Kadangi Siame lokuse yra du skirtingi aleliai, jis yra polimorfiskas.
Lokuse matomas restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas. Du skirtingo dydzio DNR fragmentai,
matomi treCiame takelyje, yra to paties RFLP lokuso aleliai. Kadangi lokusa identifikuoja Zymétas mo-

lekulinis zondas, todél lokusui suteikiamas zondo pavadinimas.

?

aa a’a’ aa

54 pav. Hibridizacija pagal Southern’a su radioaktyviu molekuliniu zondu leidzia nustatyti RFLP
lokuso alelius individuose. Pirmajame takelyje: homozigota aa pagal didesniji RFLP aleli; antra-
jame: homozigota a'a’ pagal mazesniji RFLP alelj; treCiajame: heterozigota aa’. Kodominuojantis
RFLP Zymeny pobitdis leidzia nustatyti visus tris galimus vieno lokuso genotipus

Svarbus RFLP Zymeny pozymis — ju kodominuojantis paveldéjimo pobitdis, kurj atspindi galimy-
bé nustatyti tiksly konkretaus individo genotipa aa, a'a’ ar aa’ duotajame lokuse. D¢l Sios priezasties
RFLP Zymenys daug informatyvesni uz morfologinius Zymenis, kuriems dazniausiai biidingas visiskas
dominavimas, t. y. galimybé atskirti tik du fenotipus, kuriuos nulemia (44 ar Aa) ir aa genotipai.

Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas atsiranda dél mutacijy. Kadangi griztamyjy mutacijy
tikimybé tame paciame lokuse labai maza, todél RFLP zZymenys labai pastoviis ir patikimi. Be to, ju
vairove keliomis eilémis didesné nei standartiniy morfologiniy ar biocheminiy Zymeny.

RFLP aleliai, kurie aptinkami naudojant Zymétus molekulinius zondus, dazniausiai paveldimi pa-
gal tuos pacius Mendelio désnius kaip ir morfologiniai Zymenys (pavyzdziui, Ziedy spalva, stiebo for-
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ma ir kt.). Siuo atveju taip pat galima atlikti kryzminima tarp téviniy individy, kurie turi skirtingus to
paties lokuso alelius. F1 hibridai bus heterozigotiniai ir turés abu RFLP alelius (54 pav.). Tarpusavyje
kryZzminant F1 hibridus, gaunama F2 palikuoniy populiacija. Analizuojant Siuos palikuonis pagal ivai-
riy lokusy aleliy pasiskirstyma, galima nustatyti, ar du konkretiis RFLP lokusai paveldimi nepriklau-
somai vienas nuo Kkito, ar jie yra sukibe. Esant lokusy sankibai, kaip ir morfologiniy Zymeny atveju ap-
skai¢iuojami rekombinanty susidarymo dazniai. Nustatytas rekombinacijos daznis rodo atstuma tarp
dviejy tarpusavyje sukibusiy RFLP lokusy.

Paprasciausias biidas RFLP zymeny genolapiui sudaryti — sukryZzminti homozigotines linijas, ku-
rios skiriasi viena nuo kitos RFLP lokusuy, nustatomy naudojant tam tikrus zondus, aleliais. Po to auga-
Iy F1 hibridai gali buti ivairiai panaudojami vadinamosioms genolapio populiacijoms (angl. mapping
population) gauti.

3) Kai kuriais atvejais i§ F1 hibridy galima gauti dvigubus haploidus. Augalai §iuo atveju regene-
ruojami 1§ Ziedadulkiy, kurios yra haploidinés. Po to atkuriamas diploidiSkumas. Todéel gautuo-
se dvigubuose haploiduose kiekvienas lokusas yra homozigotinis.

4) Gali buti atliekamas F1 hibridy griztamasis kryzminimas su vienu i$ tévu.

5) F1 hibridai dauginami savidulkos btidu ir taip gaunama F2 populiacija.

6) Rekombinantinés inbred-linijos gaunamos i§ F1 hibridy. Siuo atveju sukuriama ilgaamz¢é geno-
lapio populiacija.

Genolapio populiacija paprastai sudaro téviniai individai, F1 hibridai ir vienu i§ aprasyty budy
gauti F1 palikuonys. Tévai ir F1, F2 karty individai analizuojami naudojant daug skirtingy molekuliniy
zondy. Naudojant molekulinius zondus nustatomi visy genolapio populiacijos individy genotipai ir ap-
skaiiuojamas rekombinacijos daznis tarp RFLP Zymeny lokusy. Taigi pirmiausia iSskiriama tiriamo
genomo DNR, o tada, naudojant zondus, analizuojami RFLP Zymeny paveld¢jimo désningumai $ioje
grupéje. Zymeny skai¢ius priklauso nuo tévy giminingumo laipsnio (kuo maziau giminiski, tuo dides-
né skirtumy tikimyb¢), zondy skaiciaus ir kokybés.

Paprastai vienai rusiai naudojami keli zondy ir restrikcijos endonukleaziy deriniai ir gaunama
daug RFLP molekuliniy zymeny.

Turint zondus ir genolapio populiacija, galima pradéti jos individy RFLP Zymeny analizg (55
pav.).
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P, x F, griztamojo kryzminimo populiacija

P, P, F, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
[ ] | | s | e | D | N | D | D | S | D | O | e | .
aala’a’ aa’ aa |aa’|laa |aa’laa|aa’laa|aa’laa |aa’| aa |aa’
1-as zondas
[ | [ | | N | S | S | S | D | SN | N | D | O | S | .
bb |b’b’ bb’ bb|bb’|bb’lbb’] bb] bb| bb|bb’|bb’]bb’] bb|bb
2-as zondas P P R P P R P P R P P R

a b
_— ab aabb tévinis 4
F ab’ aabb’ rekomb 2 :| o
! > < a’b aa’bb rekomb 2 33%
- a’b’ aa’bb’ tévinis 4
a’ b’

55 pav. Supaprastinta RFLP lokusy kartografavimo, naudojant griztamaji kryzminima, schema.
Genolapio populiacija sudaro tévai (P1 ir P2), F1 ir P1xF1 palikuonys. Dviejy skirtingy lokusy
aleliai nustatyti molekuliniais zondais 1 ir 2. Rekombinantai yra individai, kurie dvejose autora-
diogramose (kiekvieno zondo atskirai) turi i$ viso tris juostas. Paveikslo apacioje paaiSkinta, kaip
susidaro rekombinantai tarp Siy dvieju lokusu (a lokusas nustatomas zondu 1, o b — zondu 2) (pa-
gal Jones ir kt., 1997)

Diagrama, pateikta 55 paveiksle, labai supaprastinta, nes joje analizuojama tik 12 individy ir nau-
dojami tik du molekuliniai zondai — 1 ir 2. [vairiis zondai duoda skirtingus RFLP juosty vaizdus indi-
vidy genominéje DNR. Paveikslo apacioje paaiskinta, kaip vertinami gauti rezultatai pagal juostu pasi-
skirstymo tvarka, kaip atpazistami rekombinantai ir tévini fenotipa turintys individai, kaip apskai¢iuo-
jamas rekombinacijos daZnis tarp dvieju lokusy. Siame pavyzdyje rekombinantai yra individai (3, 6, 9,
12), kurie dvejuose geliuose (su dviem zondais) turi tris juostas. Taigi i§ 12 griztamojo kryZminimo
palikuoniy keturi yra rekombinantai. Todél rekombinacijos daznis tarp RFLP lokusu bus 33 proc.
Naudojant daugiau zondy, rezultaty analiz¢ atliekama pagal ta pati principa: dvi autoradiogramos, gau-
tos naudojant skirtingus zondus, lyginamos tarpusavyje, nustatoma, kokia dali tarp visy palikuoniy su-
daro rekombinantai (56 pav.). Jeigu panaudoti 80 zondy (n = 80), tai gausime 3160 galimy lokusy pory
[(n — 1) x (n/2)] ir §iu duomeny pagrindu galima sukurti tiksly genolapi. Taciau Siuo atveju skaiciavi-
mai atliekami naudojant kompiuterines programas. Genolapio populiacijos analizés duomenys iraSomi
pasinaudojant paprastu binariniu kodu ir kiekvieno zondo indikatoriumi. Vienos chromosomos geno-
lapis galéty atrodyti kaip linija, suskaldyta statmeny briik§neliy, kuriy kiekvienas Zymi tam tikro loku-

so padéti. Lokusai dazniausiai pavadinti ju nustatymui naudoty zondy pavadinimais.
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56 pav. Rekombinacijos dazniy reikSmiy panaudojimas genolapiams sudaryti (Jones ir kt., 1997).
Norint sukurti RFLP genolapi, bitina apskai¢iuoti rekombinacijos dazniy reikSmes dideliam loku-
sy pory skaiciui, po to nustatyti lokusy iSsidéstymo tvarka, geriausiai atitinkancia ju paskirstyma i
sankibos grupes. Tai gali biiti atlikta tik naudojant kompiuterines programas

Po to, kai panaudojus molekulinius Zymenis sudaromas genolapis, toliau kartografuojami morfo-

loginiai, biocheminiai ir kiti Zymenys jame. Molekuliniy Zymeny genolapis pranasesnis uz sudarytus

tik morfologiniy ar biocheminiy Zymeny pagrindu, nes jis yra daug tikslesnis ir i§samesnis. Jame be-

veik néra tusciy viety, nes daugelis molekuliniy zymeny (RFLP, AFLP, RAPD, SNP ir kt.) tolygiai

pasiskirsto genome.
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57 pav. Sankibos tarp molekuliniy, biocheminiy ir genetiniy Zymeny nustatymo schema (pagal

Paterson ir kt., 1991). Pavyzdziui, nustatant, ar lokusas, lemiantis sékly spalva, sukibgs su tam tik-
ru RFLP lokusu, atlieckami individy, besiskirian¢iy sékly spalva ir RFLP lokuso aleliais, kryzmi-
nimai. Genolapio populiacijoje (Siuo atveju F2) nustatomi tévinj ir rekombinantinj fenotipa turin-
tys individai. Matyti, kad 12 ir 17 individai turi naujus poZymiy derinius, todel i§ 20 tirty palikuo-

niy du yra rekombinantai



Norint sukurti jungtini genolapi, kuriame be molekuliniy zymenuy bty kartografuoti ir morfologi-
niai, biocheminiai zymenys, reikia nustatyti pastaryjy padéti molekuliniy zymeny atzvilgiu. Toks ge-
nolapis labai perspektyvus, nes gali biiti panaudotas svarbiems genams, nulemiantiems, pavyzdziui,
atsparuma biotiniam ar abiotiniam stresui, adaptyvuma, klonuoti. Taigi norint kartografuoti morfologi-
nius ar kitokius Zymenis molekuliniame genolapyje, reikia turéti mus dominancio poZymio alternaty-
vias iSraiSkas, t.y. biitinas pozymio fenotipinis kintamumas. Pavyzdziui, populiacija gali biiti polimor-
fiska aleliy, lemiané¢iy sékly spalva, atzvilgiu. Sie aleliai pasiskirstys | gametas su tam tikrais RFLP
zymenimis (57 pav.). Apskai¢iavus rekombinacijos daznio tarp Sio ir RFLP lokuso aleliy reikSmes,
galima nustatyti pigmentacijos geno vieta genolapyje. Ta pati principa galima panaudoti ir lokusams,

nulemiantiems atsparuma ligoms, kenkéjams, sausrai ir kt.

2.4.1.3. Kiekybiniy pozymiy lokusy kartografavimo principai

Dauguma augaly ir gyviiny pozymiy, turin¢iy prakting reikSme, yra kiekybiniai. Nuo kokybiniy
juos skiria variacinis kintamumas, kuris pastebimas ir homozigotinése, genetiskai grynose linijose (58

pav.).

80
60
40
20

20 40 60 80 100 120
60 F 1

40
20

20 40 60 80 100 120

58 pav. Dviejy tabako linijy, besiskirian¢iy vainiklapiy ilgiu, kryZminimo rezultatai. Abscisiy asy-
je — vainiklapiy ilgis (mm); ordinaciy — augaly, turiniy tam tikra vainiklapiy ilgi, skaicius gryno-
joje linijoje

Kiekybiniy pozymiy pavyzdziu gali biti derlingumas, atsparumas stresui, aukstis, svoris. Geny
kurie lemia Siuos fenotipus, paprastai biina keli ar keliolika. Jie i§sklaidyti jvairiose genomo vietose,
tarpusavyje susij¢ tik fiziologiSkai ir vadinami poligenais. Naudojant molekulinius Zymenis, galima
nustatyti, kiek ir kokiose genomo vietose esantys vadinamieji kiekybiniy poZzymiy lokusai (angl. quan-
titative trait loci — QTL) veikia sudétingo pozymio pasireiskima.

Kiekybiniy lokusy kartografavimas tapo imanomas tik atradus molekulinius Zymenis. Naudojant
juos, buvo sukurti labai i§samis genolapiai, o pagal juos nustatoma ir kiekybiniy lokusy padétis. Tar-
kime, mus dominantis kiekybinis poZzymis yra augalo aukstis. Siuo atveju genolapio populiacija gau-
nama sukryzminus dvi tévines linijas, kurios skiriasi tiek savo auksciu, tiek RFLP lokusy aleliais (59 A
pav.). RFLP aleliai ir kiekybiniy pozymiy lokusai (KPL), lemiantys augalo aukstj, pasiskirsto palikuo-

niy kartose. Paprastumo délei jsivaizduokime, kad turime viena KPL, kuris susideda i§ tam tikro skai-
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Ciaus greta esanciy genetiniy determinanty. Sie, tarpusavyje saveikaudami, ir valdo kiekybinio pozy-
mio (augalo aukscio) pasireiSkima. Taigi Sis KPL gali biiti paveldimas labai jvairiai daugybés moleku-
liniy Zymeny atzvilgiu, kurie gali biiti greta jo, labiau nutolg arba visai kitoje sankibos grupéje. Taigi
apie Sias situacijas iSsamiau (59 pav.).

1. RFLP lokusas a yra glaudziai susijes su KPL. Tarkime, F1 RFLP alelis a yra toje pacioje homo-
loginéje chromosomoje, kaip ir Zema augalo auksti lemiantys KPL aleliai, o RFLP alelis a” yra toje
pacioje homologinéje chromosomoje, kaip ir auksta augalo Tigi lemiantys KPL aleliai. Tada F1 augalai
bus tarpinio auks$cio ir heterozigotiniai aa'. Griztamojo kryzminimo palikuonyse RFLP alelis a pavel-
dimas kartu su Zemesni tigi lemianciais augalo KPL aleliais, o alelis a’ paveldimas kartu su kiekybiniy
pozymiy lokuso aukstatigiSkumo aleliais. Jeigu nustatysime augaly, turinéiy a bei a’ alelius, aukstj ir ji
pavaizduosime koordinaciy sistemoje, tai gausime dvi atskiras individy grupes, kuriy auksciai grupuo-
sis apie tam tikrag modaling klase (59 B 1 pav.).

2. RFLP lokusas b artimai susijes su KPL, lemen¢iu augalo auksti. Siuo atveju F1 palikuonys bus
heterozigotos bb’ ir kaip ir ankstesniu atveju — tarpinio aukscio. Taciau juose ivykus krosingoveriui
tarp aukscio ir RFLP lokusy, susidarys nedidelis skaic¢ius rekombinanty, turin¢iy naujus aukscio aleliy
ir RFLP aleliy derinius. Nors tarp palikuoniy dauguma b alelj turinciy palikuoniy bus Zematigiai, o b’ —
aukstaiigiai, tatiau keletas rekombinanty turés kitus §iy aleliy derinius. Si situacija grafiskai pavaiz-
duota 59 B 2 pav. Dvi kreivés jau Siek tiek persidengia.

3. RFLP lokusas ¢ nutolgs nuo KPL toje pacioje chromosomoje dar didesniu atstumu. Didelis kro-
singoverio daznis F1 nulems S$ioje situacijoje, naujy deriniy tarp RFLP ir auk§¢io aleliy susidaryma, o
dvi kreivés beveik sutaps (59 B 3 pav.).

4. RFLP lokusas d nesusij¢s su KPL. Jeigu molekulinis Zzymuo ir KPL yra skirtingose chromoso-
mose, tai jie bus paveldimi nepriklausomai ir bus kreiviy visiskas persidengimas (59 B 4 pav.).

Taigi KPL kartografavimo logika gana paprasta. Mes siejame tam tikra KPL su turimais kartogra-
fuotais molekuliniais Zymenimis, analizuojame ju tarpusavio paveld¢jimo désningumus ir nustatome
KPL padéti genolapyje. Ji Zymima kaip tam tikras intervalas, o ne pavienis taskas, nes toje chromoso-
mos dalyje gali buti sutelkta jvairus skaicius genetiniy determinanty, daranciy itaka pozymio ekspre-
syvumui. Eksperimentiniame darbe su KPL efektu biina siejamas labai jvairus skai¢ius RFLP lokusy.
Taigi mes galime atidéti efekto tikimybe lokuso padéties atzvilgiu ir po to kartografuoti KPL arciausiai
esan¢iy zymeny atzvilgiu. Griztant prie 59 paveiksle pateiktos situacijos galime teigti, kad turime vie-
na KPL, esantj tarp 1 ir 2 RFLP lokusy. Taciau realioje situacijoje kiekybiniy pozymiu lokusy, daran-
Ciy itaka tam tikram kiekybiniam pozymiui, biina daugiau. Naudojant Siag metodika, sudétinga poZymi
galima genetiSkai iSskaidyti, o turimus konkre¢ius molekulinius Zymenis, susijusius su svarbiausiais

pozymi veikian¢iais KPL, panaudoti molekulinéje selekcijoje.

99



a et a
P= = x = P,
a l a
A a’ ______
Fl — — X — —
a a ~ T
Grjztamasis
kryZminimas su P,
Genolapio populiacija

B
Lokusas| F1 sankiba Fenotipas ISvada
aa’ a’a’
a 1-as lokusas yra arti
. e+ /\ KPL
P — = poveikis
bb’ b’b’
b At 2-as lokusas sukibgs
2 ﬁ’ su KPL
= poveikis
cc’ ¢’
3 b& 3-as lokusas sukibes
¢ su KPL, bet yra nuo
- poveikis jo toli
d dd’/d’d’
ottt
4 -
T — /\ 4-as lokusas
P poveikis nesukibgs su KPL
Visi lokusai
C
A
Didziausia tikimybe,
kad KPL yra tarp
airb

Lygis, kuriam esant,
stebimas atsitiktinis

\\_l\poveikio pasireiskimas

I I T T N N N | >
a b ¢ d

Lokuso padétis

Tikimybé pagal poveiki

59 pav. Kiekybinio pozymio lokuso (KPL) kartografavimo metodika (pagal Jones ir kt., 1997).
A — genolapio populiacija gaunama sukryZminus tévines linijas, besiskirian¢ias savo RFLP Zyme-
nimis ir kiekybinio pozymio (aukscio) iSraiska. Heterozigotinis F1 augalas kryZminamas su vienu
1§ tevy (P2) (griztamasis kryZminimas) ir gaunama palikuoniy, besiskirianc¢iy analizuojamais po-
zymiais, populiacija; B — KPL ir jvairiy molekuliniy Zymeny lokusy sukibimas gali bati jvertina-
mas pagal tai, kaip augalo aukstis susijgs su vienu i§ dviejuy kiekvieno molekulinio Zymens lokuso
aleliu.; C — KPL padétis genolapyje nustatoma pagal didziausia tikimybés reikSmg, apskaiciuota
kiekvienam lokusui. Si reik§mé — tai santykis tarp tikimybés, kad stebimas efektas yra dél KPL ir
zymens lokuso sankibos ir tikimybés, kad stebimas efektas yra atsitiktinis

100



2.4.2. Bakterijy geny kartografavimas

Kartografavima bakterijose sunkina tai, kad jos yra haploidinés ir nesidaugina lytiniu biidu. Ta¢iau
Sios problemos sékmingai sprendziamos naudojant ivairius DNR perkélimo i§ vienos bakterijy lastelés
1 kita budus. Vienas i§ ju — konjugacija, yra labiausiai panasi | eukarioty kryZminimasi: laste-
lé—donoras (F") kryzminama su lastele—recipientu (F"). F plazmideé, aptinkama lastelése donoruose, yra
butina kryzminimuisi ir chromosominés DNR pernasai | recipiento lastele. Bakterijos chromosoma
perneSama tik tuo atveju, kai F plazmidé yra integruota i ja. Tai labai retas atvejis, bet yra atrinkti ka-
mienai, kuriuose F jau yra chromosomoje. Siuo atveju DNR perna$a yra zymiai daznesné. Tokie ka-
mienai vadinami Hfr (angl. high frequency of recombination). Kryzminant Hfr su F~ kamienu, { pasta-
raji (recipienta) plazmidé gali pernesti didelius donoro chromosomos fragmentus (netgi visa chromo-
soma). Kartografuojant naudojami du metodai. Pirmasis — nutrauktas poravimasis. Siuo atveju Hfi-xF~
konjugacijos procesa tam tikrais laiko momentais nutraukia terpés su antibiotikais supurtymas arba
antibiotiky, slopinangiy DNR replikacija, pridéjimas. Zymenys, esantys i§ vienos F plazmidés isijun-
gimo | chromosoma pusés, perneSami pirmiausia, o i§ kitos — véliausiai, todél ju i8sidéstyma galima
nustatyti pagal konjugacijos laika, reikalinga genui pernesti i recipienta. Labiau nutolusiems genams
pernesti reikés daugiau laiko (60 A pav.). Antrasis metodas remiasi rekombinacijos daznio tarp Zyme-
nuy nustatymu (60 B pav.). Konjugacija tinka apytiksliam mutacijy kartografavimui, taciau nelabai
naudinga arti esanciy geny iSsidéstymo tvarkai nustatyti. Tam naudojamas bendrosios transdukcijos
metodas. Jo esmg sudaro bakterinés chromosomos fragmenty ipakavimas i bakteriofago galvutes ir to-
kios DNR pernesimas i recipiento lastelg, kurioje DNR rekombinuoja su Seimininko chromosoma.
Svetima DNR i savo galvute bakteriofagas gali ipakuoti per klaida. Kadangi | galvute telpa nedaug
DNR (pvz., 100 kb i E. coli bakteriofago P1 galvute), todél tik tokio dydzio fragmente esantys Zyme-

nys gali biiti perneSami kartu (61 pav.). Tai vadinama kotransdukcija.
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60 pav. Geny iSsidéstymo tvarkos bakterijos chromosomoje nustatymas konjugacijos biidu: A —
konjugacijos nutraukimas. Konjugacija nutraukiama stipriai supurcius paimtus (po 15, 20, 30
min.) besikryzminanciy bakterijy méginius ir iSs¢jus lasteles ant selektyviy tiriamiems zZymenims
(a*, b, ¢") terpiy. Per 10 min. perneSamas a”, per 17 — b", per 25 — ¢*. Todél $iy geny issidéstymo
tvarka: a, b', ¢'. a" yra ar¢iausiai F plazmidés perne§imo pradzios tasko oriT. B — pernesty geny
rekombinacija su recipiento chromosoma. Donoro ir recipiento lastelés sumaiSomos, tarp ju vyksta
konjugacija. Po to bakterijos paséjamos ant selektyvios mitybinés terpés, kur gali daugintis tik re-
cipiento lastelés, gavusios ¢ gena. Tai rodo, kad i $ias bakterijas buvo pernestas donorinés DNR
fragmentas nuo o7iT iki ¢*. Po to pagal rekombinacijos tarp a, b, c aleliy daznj (pagal rekombinan-
tinius genotipus) nustatomas atstumas tarp Siy geny (pagal Leach, 1996)
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61 pav. Kartografavimas kotransdukcijos btidu. Metodas naudojamas gretimy geny i$sidéstymo
tvarkai chromosomoje nustatyti. Kotransdukcijos daznis, rodantis atstuma tarp geny, priklauso
nuo dvieju procesu: pakavimosi i fago galvute ir rekombinacijos su recipiento chromosoma. A —
pakavimasis: tikimybé, kad du genai ipakavimo metu pateks i fago galvute kartu, priklauso nuo at-
stumo tarp ju. Paveiksle pavaizduoti genai « ir b kartu ipakuojami tris, b ir ¢ — SeSis, a ir ¢ — vieng
karta. B — rekombinacija: ant transdukuoto fragmento yra trys genai ir keturi intervalai (1-4), ku-
rie gali dalyvauti rekombinacijoje su chromosoma (pagal Leach, 1996)

Kuriant genetinius kamienus, dazniausiai reikia pakeisti tik nedidele DNR sriti nepakeiciant aplin-
kui esanc¢ios DNR. Tod¢l biitina jterpti tik nedidel; donoro DNR fragmenta. Dél Sios priezasties ben-

droji transdukcija yra labai patogus metodas bakterijy rekombinantiniams kamienams sukurti.

2.4.3. Nepusiausvira sankiba

Nepusiausvira sankiba — tai neatsitiktinis rySys tarp skirtingy lokusy aleliy (62 pav.). Pastaruoju
metu susidoméjimas nepusiausvira sankiba (angl. linkage disequilibrium, LD) labai padidéjo dél dvieju
priezasciy:

1) patobulinti genomo tyrimo metodai leidzia greitai nustatyti haplotipus (chromosomai btidingus
aleliy rinkinius) daugelyje genetiniy lokusy. Tokiy metody pavyzdziu gali biti vieno nukleotido
polimorfizmo (angl. single nucleotide polymorphism, SNP) nustatymas, DNR sekoskaita ir kt.;

2) atlikus iSsamig tam tikros populiacijos individy genomo analizg, patikima nepusiausvira sankiba
(keliy desimc¢iy kbp ir daugiau) leidzia nustatyti genetinius rajonus, susijusius su tam tikru feno-
tipu (poZymiu), pavyzdziui, atsparumu vienai ar kitai ligai. Ir prieSingai, tuo atveju, kai nepu-
siausvira sankiba sparciai sumaz¢ja uz tam tikro geno riby, atsiranda galimybé identifikuoti uz
pozymj atsakinga gena, iStyrus nedidelj kandidatiniy geny skai¢iy (Rafalski ir Morgante, 2004).
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Nepusiausvira sankiba atspindi bendraja chromosomy kilmg. Jeigu chromosomoje yra bent keli
polimorfiniai lokusai, tai kiekviena nauja mutacija visada yra nepusiausviroje sankiboje, nes i$ pradziy
ji aptinkama tik vieninteliame haplotipe. Bégant laikui, rekombinacija maZzina nepusiausviros sankibos
apimti. Nepusiausviros sankibos tarp aleliy egzistavimas atspindi tam tikro haplotipo populiacijoje vy-
kusios rekombinacijos istorija.

Nepusiausviros sankibos tyrimy pradzia galima biity laikyti 1909 metus, kai Weinberg’as pastebeé-
jo ir aprasé dviejy gretimy lokusy aleliu sasajos désningumus populiacijoje (Xiong ir Guo, 1997).
Daugiausia nepusiausviros sankibos tyrimy atlikta dirbant su Zmogaus populiacijomis. Individualiis
SNP haplotipai konkreciame gene metodiskai yra analizuojami ieSkant sasajos su dominuojanciuoju
fenotipu. Didelés apimties nepusiausvira sankiba gali sumazinti SNP lokusy skaiciy, kuris turi bati i$-

analizuotas siekiant apibudinti genotipus kaip visuma.

1-as lokusas 2-as lokusas

T T e __'> __'> ___>
T T T e e

Rysys tarp sukibusiy aleliy

62 pav. Nepusiausvira sankiba tarp aleliy dviejuose lokusuose. Esant nepusiausvirai sankibai, nu-
staCius alelj viename lokuse, kartu gaunama informacija ir apie atitinkama alelj kitame lokuse

Populiacijoje randama nepusiausvira sankiba yra daugelio veiksniy saveikos padarinys. Ypac
svarbu yra naujy mutacijy daznis ir rekombinacijos greitis (daznis). Naujos mutacijos sukuria naujus
haplotipus. Bégant laikui, nepusiausvira sankiba maz¢ja. Rekombinacija suardo haplotipus ir mazina
nepusiausvira sankiba. Tai vyksta tuo grei¢iau, kuo didesnis rekombinacijos daznis. DaZniausiai, bet
ne visada, nepusiausvira sankiba palaipsniui mazéja tolstant nuo tam tikro pasirinkto alelio. Tai rodo
didesng rekombinacijos tikimybg platesniame chromosomos intervale. Kur nevyksta rekombinacija,
ten yra visiSka nepusiausvira sankiba. Be to, nepusiausvira sankiba veikia ir dauginimosi budas. Pa-
vyzdZiui, augalai skirtingai nei Zinduoliai gali daugintis savidulkos btidu ir kryZmiskai. O tai lemia di-
delius nepusiausviros sankibos skirtumus ju chromosomose. RiiSyse, kuriose vyrauja savidulka (vaire-
nyje, sojoje, miezyje), rekombinacija del didelio Siy rusiy individy homozigotiskumo vyksta tarp iden-
tisky haplotipu. Todél Siuo atveju ji nesumazina nepusiausviros sankibos. Tokiose riiSyse nepusiausvi-
ra sankiba gali siekti nuo deSim¢iy iki Simty kbp (9 lentel¢). KryZzmadulkése augaly rusyse (kukuri-
zuose, daugumoje spygliuoc¢iy) stebima daug mazesné nepusiausvira sankiba. Kai kuriose kukuriizy

populiacijose nepusiausvira sankiba tesiekia keleta Simty bp (Tenaillon ir kt., 2001).

9 lentelé. Nepusiausviros sankibos dydis ivairiose organizmy riasyse (Tenaillon ir kt., 2001)
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Risis NS

Zmogus 5 — 60 kbp

Galvijai > 10cM

Baltaziedis vairenis 50 — 100 kbp

Soja > 50 kbp

Paprastoji eglé ~ 100 bp ir ~ 200 bp
Vynmedis > 500 bp

Kukurtizas ~ 400 bp

Kukuriizo imbredlinijos (JAV) ~ 1 kbp

Siekiant nustatyti rysj tarp genotipo ir fenotipo, individai i$ {vairiy populiacijy genotipuojami pa-
gal daugeli lokusy, atskirty nedideliais intervalais vieni nuo kity. Po to ieSkoma rySio tarp nustatyty
polimorfizmy lokusuose ir tam tikro fenotipo. Kiek lokusy reikia istirti vienam genomo ilgio vienetui,
norint surasti tokia koreliacija, labai priklauso nuo nepusiausviros sankibos lygio konkrecioje populia-
cijoje. UZuot tyrus visa genoma, galima nustatyti keleta konkreciy geny, remiantis jy genetinémis ypa-
tybémis ar genolapio duomenimis. Tada konkretaus geno SNP arba haplotipai sujungiami ir lyginami
su individy, turinCiy ta ar kita haplotipa, fenotipu. Taip ieSkoma statistiSkai reikSmingu skirtumy tarp
polimorfizmo pasiskirstymo skirtingo fenotipo individuose.

Kuriant genolapius, daZzniausiai naudojamos i§ F1 gautos palikuoniy genolapio populiacijos. Per-
spektyvi alternatyva — kartografuoti genus sasajos analizés (angl. association analysis) metodu gamti-
nése populiacijose. Nepusiausvira sankiba yra svarbiausias sasajos analizés veiksnys. Atstumas, kuriuo
pasireiskia nepusiausvira sankiba, nulems, kiek reikés Zymeny ir kokiu daznumu jie turi buti pasiskirs-
te genome (63 pav.). Sasajos analizé, dar vadinama nepusiausviros sankibos kartografavimu (angl. LD
mapping), pirmiausia pradéta naudoti kai kuriy Zmogaus ligy, pvz., Alzheimerio, cistinés fibrozes ir
kity ligy prigimciai nustatyti. Sasajos metodas tiria, ar tam tikras alelis daZniau randamas serganc¢iuose
ar sveikuose individuose. Koreliacijy paieska vykdoma populiacijos lygmenyje (Lander ir Schork,
1994). Neseniai metodas pradétas taikyti ir kituose organizmuose, tarp jy ir augaluose. Naudojant gam-
tines populiacijas kartografavime imanoma Zymiai padidinti genolapiy skiriamaja geba. Potencialiai
sasajos analiz¢é gali nustatyti gene vieninteli polimorfizma, kuris atsakingas uz fenotipo pokyti. Galbiit
pirmakart nepusiausvira sankiba kartografavimui panaudojo Fisheris 1947 m. Jis lokusy iSsidéstymo
tvarka nustaté naudodamas rezus faktoriaus (Rh) aleliy daznius (Cardon ir Bell, 2001). Genetinés sasa-
jos ir sankibos analizés pagristos tuo paciu désningumu — tai greta esanciy DNR sekuy paveldéjimas
kartu. Sankibos analizéje toks sukibusiy geny paveldé¢jimas tiriamas tik keliose kartose. Sasajos analizé
remiasi tokiy gretimy DNR seky i§saugojimu draugéje daugybe karty. Didelése ir sparciai auganciose
populiacijose (pvz., Zmogaus) rekombinacija yra svarbiausia jéga, kuri, kei¢iantis kartoms, suardo san-
kiba ir sasajas tarp DNR seky (ar geny aleliy). Kadangi sankibos analiz¢ apima tik nedidel;j laikotarpi
(keleta karty), todél rekombinacijai tam tikrame genomo rajone jvykti néra daug galimybiy. Rajonai,
siejami su tam tikra anomalija (ar poZymiu), kurios tikra priezastis yra mutacija. Daznai jie labai dideli
ir gali apimti Simtus ar net tikstancius genu. O sasajos analizé remiasi rekombinacijos istorija tam tik-
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roje populiacijoje, todél tokie su liga susij¢ rajonai kryzmiskai besidauginanciy individu populiacijoje
teoriskai gali buti labai mazi (genas ar jo dalis). I$ kartos i karta mutantinis alelis atskiriamas nuo ori-
ginaliam haplotipui btidingo aleliy rinkinio. Taciau tam tikros DNR sekos buidingos senoviniam geno-

tipui gali i8likti. Tai ir yra nepusiausvira sankiba, suteikianti genetini pagrinda sasajos metodui.

NS

A B

63 pav. Nepusiausviros sankibos (NS) dydZzio ir skiriamosios gebos priklausomumas ieSkant sasa-
ju tarp DNR polimorfizmo ir fenotipo (Rafalski, 2002): A — kai nepusiausvira sankiba didele, ji
pamazu mazéja did¢jant atstumui nuo geno, atsakingo uz fenotipa (genas — ovalas Sviesiai pilkoje
zonoje); B — kai nepusiausvira sankiba maza, ir ji dar staigiai mazéja uz priezastinio geno ribuy, tai,
norint rasti susijusi su pozymiu zymeni (rodyklé), reikia nustatyti Zymiai daugiau ir daZniau i8si-
désciusiy Zymeny
Nepusiausvirai sankibai jvertinti daZniausiai naudojami statistiniai metodai yra ¢ ir D'. Tarkime,
turime aleliy pora A4 ir a viename lokuse ir B bei b — kitame. Juy dazniai atitinkamai yra 74, 7, g, 7p.
Tada galimy haplotipy dazniai bus 74, 4, 7as, T4p. Nepusiausviros sankibos statistikos esme — skir-

tumas tarp stebimy ir teoriSkai laukiamy haplotipy dazniy: Dab = (mAB — nAnB). Abieju metody savi-
tumas — Siy skirtumy matavimo specifika (Flint-Garcia ir kt., 2003):

2

7"2= (Dab)
T 470, TC g7,
2
pf-—Lul o

min (7,7, 7,75

2
D =— (Das) , D, >0.
min (7 7,7,7, )

Nustatyti molekulinj Zymenj, esanti nepusiausvirinéje sankiboje su tam tikru kiekybiniy poZymiy
lokusu, yra tas pats kaip rasti adata Sieno kupetoje. Todél pirmasis zingsnis — nustatyti konkrecius
(kandidatinius) genus, dalyvaujancius $iy poZymiy genetinéje kontroléje. Taigi pirmiausia genolapyje
reikia nustatyti sankiba tarp konkretaus geno (ar jo Zymens) ir kiekybinio pozymio lokuso. Toliau, pa-
sitelkiant sasajos analizg, ieSkoti rySio tarp konkretaus geno polimorfizmo ir mus dominancio pozymio
kintamumo. Konkretus genas gali buti keliy rusiy. Funkcinis konkretus genas — tai Zinomas genas, ku-
ris galbiit veikia pozymio iSraiska. Jis gali biiti numanomas a priori remiantis zZiniomis apie mus domi-
nancio pozymio biocheminius ir raidos kelius. Raiskos konkretus genas buina tada, kai geno raiskos

poky¢iai sutampa su streso poveikiu ar organizmo raidos poky¢iais ir susij¢ su atitinkamy kiekybiniy
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pozymiy kintamumu. Padéties konkretiis genai — tai genai, kurie genolapyje patenka i konkretaus KPL
intervala. Genai, atitinkantys visus Siuos tris kriterijus (funkcija, raisSka ir padéti), yra patikimi kandida-
tiniai genai, kurie gali biiti patvirtinti kartografuojant nepusiausvira sankiba gamtinése populiacijose
arba genetinés transformacijos biidu. Tik tada bus galima sukurti instrumenta molekulinei sudétingy
pozymiy selekcijai.

Svarbiausiu 20 a. genetikos laiméjimu butuy galima laikyti iSaiSkinima, kaip genas kontroliuoja
elementary pozymi, o, zifirint i§ Siandienos perspektyvos, svarbiausia, ka genetika gali duoti 21 a., ga-
léty buti geny ir aleliy, valdan¢iy sudétingus (kiekybinius) poZymius, nustatymas ir praktinis ju naudo-
jimas.

2.4.4. Genetiniy kamieny kiirimas homologinés rekombinacijos bidu modifikuojant

recipiento genoma

Homologiné rekombinacija, pritaikyta kei¢iant chromosomoje esantj gena modifikuota kopija,
pirmakart pritaikyta E. coli genome. Tam panaudoti i§ fago A sukurti vektoriai, kurie buvo jterpiami i
bakterijos chromosoma homologinés rekombinacijos biidu, pries tai panaikinus fago gebéjima vykdyti
sait-specifing rekombinacija. Nauja postimi panasaus pobudzio darbams davé sékmingi bandymai,
atlikti su mielémis S. cerevisiae, o véliau pritaikyti ir peliy genetikoje. Szostakas ir kt. jrode, kad DNR,
iterpta 1 S. cerevisiae, gali transformuoti mieliy lasteles, vykstant homologinei rekombinacijai su
chromosominiais genais (zr. 2.3.2.4.skirsnji). Jie taip pat nustaté, kad §ia rekombinacija skatino dvi-
grandis trikis DNR homologijos vietoje. Nustatyta, kad toks triikis iStaisomas nukopijuojant chromo-
somoje esandia informacija. Sie darbai davé pradzia panasiems eksperimentams su zinduoliais, pir-
miausiai pelémis, ir ju lasteliy kultiromis. Pelés savo anatomija ir fiziologija panasios { Zmogy. Kaip
zinduoliy modeliné sistema pelés labai tinka dél mazo dydzio ir didelio vislumo. 80 proc. pelés genu
turi vieninteli gena ortologa Zmogaus genome. Daugiau kaip 90 proc. zmogaus ir pelés genomo gali
biiti sugrupuota 1 chromosomuy segmentus, kuriuose ryski sintenija (Waterston ir kt., 2002).

Kryptinga genomo modifikacija homologinés rekombinacijos biidu pelés kamieninése embriono
lastelése dabar yra iprastas metodas, leidziantis modifikuoti bet kurj pasirinkta genomo lokusa. Pra-
dzioje metodo panaudojima pelés ir kity zinduoliy lasteliy kultiirose sunkino tai, kad nedésninga re-
kombinacija Sioje sistemoje yra 1000—10000 karty daznesné uz homologing. Pavyzdziui, kai pirmakart
1 zmogaus B-globino lokusa buvo iterptas vektorius homologinés rekombinacijos biidu, tai nustatytas
Sios rekombinacijos daznis transformuotose lastelése buvo lygus 0,001 (Smithies ir kt., 1985). Todél
bitina griezta rekombinanty po homologinés rekombinacijos atranka. Reikéjo sukurti biidus, kuriais
galima jveikti §ig problema. Vienas i§ tokiy — PGR metodas. Naudojant PGR metoda galima aptikti
retus homologinius rekombinantus transformuoty lasteliy maséje ir padidinti ju kieki. Embriono ka-
mienings lastelés gaunamos i pelés blastocisto (Evans ir Kaufman, 1981; Martin, 1981). Lasteles ima-

noma auginti sintetin¢je terpeje, kurioje galima sékmingai atrinkti rekombinantus. Po genetinio per-
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tvarkymo tokios lastelés vél iSvirkS¢iamos i pelés blastocista ir i$ ju gali formuotis visy tipu lastelés.
Gaunamas individas—mozaika (chimera), sudarytas i$ lasteliy, turin¢iy tévini ir rekombinacini genoti-
pus. Jeigu 1§ transformuoty embrioniniy Iasteliy susiformuoja bent Siek tiek mozaikines pelés genera-
tyviniy lasteliy, tai kai kurie ju palikuonys visose savo lastelése gali turéti pakitusj gena. 1987 m. gauta
homologiné rekombinacija | pazeista pelés hipoksantino fosforiboziltransferazés (HPRT) gena (Doet-
schman ir kt., 1987; Thomas ir Capecchi, 1987).

Dar vienas svarbus aspektas Siuose eksperimentuose — genotipas, kuriame galima bty tirti gautas
mutacijas. Vienas dazniausiai naudojamy yra 129 peliy kamienas. IS jo lengviausia gauti kamieniniy
lasteliy linijas.

Modifikuojant peliy genoma homologinés rekombinacijos biidu, naudojami dviejy tipy vektoriai:

pakeitimo ir iterpimo (64 pav.).

A F1
-
| | 3 tk Vektorius
| /
/
I/
|7
_.._ﬁ_n Genomo lokusas
—>
F2
FP1
- )
. Pakeistas lokusas
F2
L |
PGR produktas
B
Vektorius
4
_H_.._>< Genomo lokusas
2 neo 4 2 3 4 Pakeistas lokusas

64 pav. Homologinés rekombinacijos vektoriy, naudojamuy genams modifikuoti, klasifikacija
(Miiller 1999): A — pakeitimo vektorius. Antrasis tikslinio geno egzonas modifikuojamas, i ji iter-
pus atsparumo neomicinui (neo) gena, esanti linijiniame vektoriuje. HSV timidino kinazés genas
(tk) prarandamas homologinés rekombinacijos metu. Juodi sta¢iakampiai — egzonai; iStisin€s X pa-
vidalo figiiros — krosingoverio vieta; punktyrinés linijos — kai kurios homologiskos sekos. P1 ir
P2 — PGR pradmenys, naudojami rekombinanty, gauty HR biidu, atrankai; B — jterpimo vektorius,
kuris suskaldytas homologijos rajone tarp 2-ojo ir 3-0jo egzony. Neo genas — zymuo atrankai.
Homologiné rekombinacija sukelia vektoriaus seky isiterpima ir daling genomo seky duplikacija.
Plona linija — plazmidés kontiirai

Dauguma pelés nuliniy mutanty gauti panaudojant pakeitimo vektorius (Miiller, 1999). Nustatyta,
kad tokiuose geny pakeitimo ar iSjungimo eksperimentuose homologinés rekombinacijos dazniui ita-

kos turi keli veiksniai:
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1) rekombinacijos daznis didéja, kai didéja homologijos saito tarp vektoriaus ir tikslinio lokuso il-
gis mazdaug nuo 0,5 kbp iki 10 kbp. 0,5 kbp yra minimalus homologijos saito dydis Sioje sis-
temoje;

2) rekombinacijos daznis didesnis naudojant i$ to paties organizmo genomo paimtag DNR;

3) absoliutiis rekombinacijos dazniai, matyt, priklauso nuo paties lokuso savybiu. Tai gali nulemti
jo chromatino organizacija.

Dabar, kai atliekamos sudétingos manipuliacijos genetiniams peliy kamienams sukurti, vis placiau
taikomos sait-specifinés rekombinacijos sistemos. Jy konstravimo ir panaudojimo principai bus aptarti
3.1.7. skirsnyje.

Zinduoliy geny i§jungimo metody, panaudojant homologing rekombinacija embriony kamieninése
lastelése, suktirimas turé¢jo didziule reikSme visiems zinduoliy biologijos tyrimams. Todél nenuostabu,
kad trys daugiausia Sioje srityje nusipelng mokslininkai (M.R. Capecchi, M.J. Evans ir O. Smithies)
2007 m. jvertinti Nobelio premija.
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3. Sait-specifiné rekombinacija

Tai Siek tiek pasengs terminas. Istoriskai Siai reiSkiniy grupei buvo priskiriami gana jvairts re-
kombinacijos vyksmai, pavyzdZiui, fagy integracija ir ekscizija ar judriyjy elementy transpozicija. Da-
bar apie transpozicija ir taip vadinamaja konservatyviaja sait-specifing rekombinacija (KSSR) kalbama
atskirai. Vis délto Sioms reiskiniy grupéms budingi kai kurie bendri bruozai, skiriantys juos nuo homo-
loginés rekombinacijos ir nedésningos rekombinacijos, ir bent i§ dalies pateisinantys senojo termino
vartosena. Sait-specifinéje rekombinacijoje dalyvaujancios baltymy molekulés (rekombinazes) atpazis-
ta specifines sekas ir saveikauja su jomis. Sio tipo persitvarkymai nukleoriig§¢iy molekulése vyksta
nepriklausomai nuo rec4 (Rad51) geno veiklos. Nepaisant iy panaSumy, egzistuoja dideli skirtumai
tarp transpozicijos ir KSSR. Skiriasi $iy reiskiniy mechanizmai bei galutiniai rezultatai, todél apie juos

kalbésime atskirai.

3.1. Konservatyvioji sait-specifiné rekombinacija

1962 m. A. M. Campbell atrado konservatyvigja sait-specifing rekombinacija (KSSR). Moksli-
ninkas, aiSkindamas §i reiskini, i§kélé hipoteze, kad fagas A gali isiterpti ir iSsikirpti i$ E. coli genomo
(Campbell, 1962). Pagrindiné KSSR savyb¢ yra ta, kad ji vyksta tarp ivairaus dydZio specifiniy seky.
DNR triikiai ir sujungimai labai tiksliis, juose nevyksta DNR sintezé, nesusidaro deleciju ar duplikaci-
ju. KSSR — reciprokiné rekombinacija. Saveikoje dalyvaujan¢ios DNR molekulés turi jvairaus dydzio
(priklausomai nuo sistemos) identiskas sritis. Be to, KSSR metu susidaro laikina kovalentiné jungtis
tarp suskaldytos DNR molekulés galo ir rekombinazés baltymo. Taip yra laikinai iSsaugoma fosfodies-
terinés jungties energija. O transpozicijoje dalyvaujanc¢ios DNR molekulés dazniausiai neturi jokios
homologijos, DNR triikis ir sujungimas susije su didesne ar mazesne DNR sinteze. Si rekombinacija
nereciprokiné. Tarp transpozazés (ar integrazes) ir DNR nesusidaro laikina kovalentiné jung-
tis.Vykstant KSSR, du skirtingi replikonai gali biiti sujungiami i viena, replikonai gali biti atskirti, taip
pat gali vykti DNR rajono inversija. Pagal tai KSSR sistemos skirstomos i integracijos-ekscizijos, at-

skyrimo-ekscizijos bei inversijos sistemas.

3.1.1. Integracijos-ekscizijos sistemos

Bene geriausiai istirti Sio tipo reiSkiniai —fagy integracija ir ekscizija. Kaip minéta, Campbell, tir-
damas liamboidinius fagus, atrado Sio tipo rekombinacijos mechanizma. Campbell teisingai numaté,
kad lizogeninés biisenos metu fagas A yra integravesis i bakterijos chromosoma. Integracijos metu
vyksta sait specifiné-rekombinacija tarp fago a#tP ir bakterijos attB saity (65 pav.). Rekombinacijai
reikalingi du baltymai: fago koduojamas Int baltymas ir E. coli baltymas IHF (angl. Integration host
factor). Profagas bakterijos chromosomoje atsiduria at#tL ir attR saity apsuptyje. Tuo metu, kai fagas
iSsikerpa 1§ bakterijos chromosomos, vyksta rekombinacija tarp Siu sekuy. Jos yra attP ir attB hibridai.
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Profago ekscizijai reikalingi Int, IHF ir Xis (1) baltymai. Proceso metu lastel¢je dar dalyvauja ir E. coli
koduojamas baltymas Fis. Siam KSSR tipui priklauso nemazai jvairiausiy fagy integracijos ir ekscizi-

jos sistemy (pavyzdziui, $80, P2, P4, P22 ir kt.).

cos

Fagas A

E. coli chromosoma

attL N attR
II BOP’ II IPOB’ I

65 pav. Fago A integracijoje bei ekscizijoje dalyvaujantys baltymai ir rekombinacijos saitai

3.1.2. Atskyrimo-ekscizijos sistemos

3.1.2.1. Transpozony kointegraty atskyrimas

Tn3 tipo tanspozony Sokingjimas vyksta dviem etapais. Pirmajame etape vyksta replikatyvioji
transpozicija tarp replikono donoro, turincio transpozona, ir replikono, neturincio §io judraus genomo
elemento. IS abiejuy replikony susidariusi jungtiné DNR molekulé vadinama kointegratu. Jame donoro
ir recipiento replikonai atskirti viena kryptimi orientuoto transpozono Tn3 kopiju (66 pav.), transpozi-
cija vykdo tmpA geno produktas — baltymas TnpA (transpozazé). Antras etapas — KSSR. Cia vyksta
kointegrato skaldymo (replikony atskyrimo) reakcija specifiniuose res saituose, kurie yra kiekvienoje
Tn3 kopijoje. Sia reakcija vykdo transpozono koduojama rezolvazé, geno tnpR produktas. Reakcijos

pabaigoje vél susidaro du replikonai, i$ kuriy kiekvienas turi po Tn3 kopija.

bla Tn3 bla
+ Recipientas — Kointegratas — @ +
Donoras Tn3
Tn3 Tn3
bla .
Transpozazé Rezolvazé

66 pav. Kointegrato susidarymas ir suskaidymas vykstant Tn3 transpozicijai. Pirma etapa vykdo
Tn3 transpozazé. Antras etapas — kointegrato suskaidymas yra KSSR, kuria vykdo judraus geno-
mo elemento koduojama rezolvazé. bla — [ laktamazés genas
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3.1.2.2. PlazmidZiy segregacija

Kad plazmidés bty stabiliai perduodamos i§ motininés lastelés dukterinéms, jos turi turéti me-
chanizmus, uztikrinancius ju paskirstymo patikimuma. Yra du pagrindiniai $iy mechanizmy tipai: 1)
daugiakopijinés plazmidés pasiskirsto atsitiktinai. Po to ju skaicius dukterinése lastelése pasiekia jpras-
ta lygi; 2) mazakopijinés plazmidés negali pasikliauti atsitiktinumu. Svarby vaidmenij tokiy plazmidziy
paskirstyme i dukterines lasteles atlieka ir konservatyvioji sait-specifiné rekombinacija. Sio mecha-
nizmo déka dimeriniai (arba multimeriniai) plazmidés dariniai, atsirandantys dél homologinés rekom-
binacijos, suskaldomi iki atskiry plazmidziy. Pavyzdziui, fagas P1 lizogeninéje blisenoje dazniausiai
egzistuoja ne integruotas i bakterijos chromosoma, bet kaip dimerinés plazmides. Pries E. coli dalijan-
tis, dimerinés plazmidés turi biiti paverstos monomerinémis, kurios véliau patenka | dukterines laste-
les. ISskyrima atlieka P1 baltymas Cre rekombinazé. Rekombinacija jis vykdo specifiniuose lox saituo-
se. Kitas pavyzdys — daugiakopijiné plazmidé ColE1. Si plazmidé turi sait-specifinés rekombinacijos
seka cer, kurioje vykstant KSSR multimerinés plazmidés paver¢iamos monomerais — ¢ia veikia Cer
rekombinazé. Si baltyma koduoja E. coli genai xerC ir xerD. [domu tai, kad paciai bakterijai iy geny
produktai reikalingi genomams, susidariusiems po replikacijos, atskirti. Tai vyksta dif saite, kurj atpa-

zista $ie baltymai. Taigi fagas ir ¢ia pasinaudoja Seimininko rekombinacijos aparatu.

3.1.2.3. Ekscizija raidos metu

Jei aplinkoje truksta azoto, tai kai kuriy melsvabakteriy (pavyzdziui, Anabaena) lastelés gali dife-
renciuotis i specializuotas lasteles, heterocistas (67 pav.). Jos skirtos atmosferinio azoto fiksavimui.
Aktyvis genai, reikalingi Siam sudétingam procesui uztikrinti, susidaro vykstant dviem KSSR reakci-
joms. Juy metu iSsikerpa DNR segmentai (11 kbp ir 55 kbp), isiterpg i koduojamasias atitinkamuy genuy
sekas. Procese dalyvaujancios rekombinazés vadinamos XistA ir XistR.
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67 pav. Anabaena sp.heterocistos. dbpedia.org/resource/Heterocyst

3.1.3. Inversijos sistemos
Siuo atveju rekombinazés vykdo tam tikry seky inversijas. Dél to pakinta geny raiska. Daznai $io
tipo rekombinacijos nulemia bakteriju patogeniskumo pokycius.
3.1.3.1. Hin, Gin, Cin, Pin sistemos

Hin sistema veikia Salmonella typhimurium ir keicia ziuZelio baltymus koduojanciyjy geny (H/ ir

H?2) raiSka (68 pav.). Tai padeda bakterijai apsisaugoti nuo Seimininko imuninio atsako. Fage Mu vei-
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kia Gin sistema, fage P1 — Cin sistema. D¢l juy sukelty inversijy kei¢iamos fago ataugéliy savybés — tai
leidzia fagui uzkrésti platesni Seimininky rata. Pin sistema koduoja E. coli el4 segmentas, kuris grei-

Ciausiai yra defektyvus fagas.

H2 flagelinas  HI represorius

© 07—
— > -<RERETE I

H1 genas neveikia

HI flagelinas

H?2 ir rhl genai neveikia O

SCE oy W, M=

68 pav. Hin rekombinazés vykdoma rekombinacija Salmonella typhimurium genome. Dél frag-
mento, esancio tarp seky 4ix (raudoni trikampiai), inversijos veikia vienas ar kitas flagelino genas.
H2 flagelino genas (H2) ir H1 flagelino geno represoriaus genas (rh/) pavaldis tam paciam pro-
motoriui. Todél, vykstant Siy geny raiskai, H1 flagelino genas (H7) yra neveikus. [vykus inversi-
jai, H2 flagelino ir HI represoriaus genai tampa neveikliais, nes pasalinamas ju promotorius, todél
gali reikstis HI genas. www.mun.ca/.../Topics/Site_specific_Recomb.html

Hin, Gin, Cin ir Pin rekombinazés funkciskai yra vienodos ir gali pakeisti viena kita. Jos labai pa-

nasios ir savo struktiira (aminortig§¢iy homologija — 60 proc.).

3.1.3.2. Fim sistema.

E. coli fimA genas koduoja svarbiausia fimbrijy baltyma. Sios ataugos baidingos daugeliui gram-
neigiamy bakterijy ir svarbios prisitvirtinti prie Seimininko lasteliy (Gally ir kt., 1993). Fimbrijos yra
stiprus imunogenas. Todé¢l, sieckdamos iSvengti imuninio atsako, bakterijos vykdo fimbrijy tipy kaita.
Tokia vadinamoji faziy kaita vyksta labai jvairiai. Vienas i§ mechanizmy — DNR segmento inversija.
Fim sistemos veikla — vienas tokiy atvejy. Inversijos metu kinta 314 bp DNR segmento, turin¢io fimA
promotoriy, orientacija (69 pav.). Taigi Sis segmentas in cis valdo fimA geno raiska. Tod¢l fimA genas
veikia, kai minétas 314 bp segmentas yra orientuotas viena kryptimi, ir neveikia, kai orientuotas kita
kryptimi. Rekombinacija (inversija) valdo du genai fimB ir fimE. Ji gali vykti veikiant vienam i§ ju.
Inversijai reikalingi ir papildomi baltymai, pavyzdziui, IHF. Si KSSR sistema skiriasi nuo Hin tipo in-
vertaziy. FimB ir FimE baltymai panasiis (48 proc. aminoriigs§¢iy identiSkos). Jie taip pat giminiski fa-

go A integrazés Seimos sait-specifinéms rekombinazéms.
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69 pav. Fim invertuojamo segmento sinapsés modelis (pagal 1. Blomfield;
www.kent.ac.uk/blomfield/). Sinapsei vykti, be invertuojamy segmenty (juodos rodyklés), FimB ar
FimE baltymy (spalvoti ovalai 1§ abiejy segmenty pusiuy), dar reikalingi ir papildomi veiksniai:
IHF bei Lrp. Manoma, kad $iy baltymy jungimasis pasalina antrines DNR struktiiras, trukdancias
vykti rekombinacijai

3.1.3.3. FLP sistema

Kepimo mieliy S. cerevisiae branduolyje daznai randamos plazmidés, kurios vadinamos 2u (70
pav.). Sios plazmidés yra ryskus ,.egoistinés“ DNR pavyzdys, jos nesuteikia $eimininkui jokios nau-
dos, taciau turi apie 50-100 savo kopiju. Taip pat jos turi KSSR sistema, kuri invertuoja didelj plazmi-
dés segmenta. Inversija vykdo plazmidés koduojama FLP rekombinazeé. Ji atpazZista FRT saitg ir suke-
lia jame dvigrandi triiki, skatindama rekombinacija. Inversija reikalinga plazmidés kopijuy padaugini-
mui. Plazmidés kopijy skaicius negali biiti padidinamas iprastu buidu, nes eukarioty lastelése DNR re-
plikacija vyksta tik viengkart lastelés ciklo metu. Replikacijai vykstant nuo ARS (70 pav.), susidaryty
tik dvi plazmidés kopijos vieno ciklo metu. Tod¢l ¢ia panaudojamas sait-specifinés rekombinacijos
mechanizmas. Plazmidé turi dvi invertuotas 599 bp sekas, kuriose yra rekombinacijos saitai FRT.
Siuose saituose, veikiant FPL, vyksta rekombinacija, invertuojamas plazmidés segmentas ir nuo ARS
prasidéjusi dvikrypté replikacija perjungiama i replikacija pagal ,.besisukancio rato® mechanizma (71
ir 72 pav.). FLP geno raiska valdo REP2, REPI ir D genai. Juy koduojami baltymai slopina FLP raiska.
Slopinimo efektyvumas priklauso nuo plazmidés kopiju skaiciaus. Kuo daugiau yra jos kopiju, tuo
slopinimas stipresnis. Kai mieliy lasteléje yra mazai Sios plazmidés kopiju, FLP geno veikla jjungiama

ir vyksta sait-specifiné rekombinacija.

2p plazmidé

STE

70 pav. 2 plazmidés genolapio schema. ARS (angl. autonomous replication sequence) — dvikryp-
tés replikacijos pradzios vieta; FLP — sait-specifinés rekombinazés geno vieta. REP2, REPI, D —
genai, valdantys FPL geno raiska;. STB — trumpos vienakryptés pasikartojancios sekos, reikalingos
plazmidziy paskirstymui i dukterines lasteles mitozés ir mejozes metu. Rodyklémis pazymétos se-
kos, dalyvaujancios inversijoje www.sci.sdsu.edu/.../plasmids/yeast-plasmid.html
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71 pav. FLP rekombinazés vykdoma inversija www.sci.sdsu.edu/.../plasmids/yeast-plasmid.html
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72 pav. D¢l FLP vykdomos rekombinacijos tarp FRTI ir FRT2 seky nuo ARS prasidéjusi dvi-
krypté replikacija perjungiama i replikacija pagal ,,besisukancio rato* mechanizma, nes replikaci-
jos Sakutés nukreipiamos viena paskui kita (pagal Ghosh ir kt., 2006)

3.1.4. Konservatyviosios sait-specifinés rekombinacijos mechanizmai

Daugelio KSSR sistemy veikimas buvo pademonstruotas in vitro paprastuose druskuy tirpaluose.
Buvo i$gryninti rekombinaciniai baltymai, o rekombinacijai svarbios sekos iSaiskintos pasitelkus mu-
tacing analize. Siy tyrimy pradZia galima laikyti 1975 m. paskelbta H. A. Nesh‘o straipsnj, kuriame
buvo apraSyta in vitro atlikta sait-specifiné rekombinacija naudojant fago A ir E. coli baltymy ekstrak-
tus. Véliau pavyko iSgryninti Sios sistemos baltymus, dalyvaujancius rekombinacijoje. KSSR mecha-
nizmai panas$iis. Rekombinacijos saitai kerpami substratinégje DNR tam tikrose vietose, kuriose abieju
saity sekos yra vienodos. Trukiy galai sujungiami naujai, triikkio-sujungimo reakcijos vyksta per tarpini
kovalentinj baltymo (rekombinazés) ir DNR kompleksa. Rekombinazé kurj laika islieka kovalentiskai
prisijungusi prie laisvy DNR galy. Taip i§saugoma fosfodiesterinés jungties energija. Taigi KSSR me-
tu vyksta labai darnios skaldymo ir sujungimo reakcijos, kuriy metu DNR neprarandama ir nauja ne-

sintetinama. Jy metu nedalyvauja joks makroerginis veiksnys.

3.1.4.1. Reikalavimai substratinei DNR

KSSR sistemos skiriasi savo DNR substratais, pavyzdziui, rezolvazés ir invertazés saveikauja tik
su superspiralizuota DNR, turincia tik tam tikra tvarka organizuotus rekombinacijos saitus: rezolva-
zéms jie turi buti toje pacioje DNR molekuléje, orientuoti ta pacia kryptimi, invertazéms — toje pacioje
DNR, tadiau orientuoti prieSingomis kryptimis. Taciau yra ir i§im¢iy, pavyzdziui, kai kurios $io tipo
rekombinazés (pavyzdziui, Cre, FLP) gali saveikauti su bet kokios konfiguracijos rekombinacijos sai-

tais, esanciais toje pacioje DNR, tiek skirtingose DNR molekulése arba orientuotais atsitiktine tvarka
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toje pacioje molekuléje, taip pat joms nereikia superspiralizuotos DNR. Int baltymo atveju rekombina-
cijos saitai gali buti bet kokios konfiguracijos, taciau a#tP seka turi buti superspiralizuota. Kitiems att
saitams rekombinacijos metu superspiralizacija nebiitina. Visi rekombinacijos saitai panasiis tuo, kad
turi vienodas sritis, kuriose ir vyksta grandiniy mainai. Kiekvienas po rekombinacijos susidargs saitas-
hibridas turi hibridini DNR fragmenta, kuriame kiekviena DNR grandiné yra skirtingos kilmés (susida-
ré dél dviejy skirtingg DNR galy sujungimo). Si sritis rekombinacijoje yra esminé. Homologija joje
butina. Pavyzdziui, attP ir attB saity konservatyvaus rajono ilgis siekia 15 bp, o persidengianciy seky
ilgis hidridiniame saite — 6 nt (73 pav.). Toki persidengimo (hibridinj) rajona supa prieSinga kryptimi
orientuotos atpazinimo sekos. Prie juy jungiasi rekombinacijos baltymai. Rekombinacijos saitai pagal
savo sandara gali biiti skirstomi i paprastus ir sudétingus. Paprasty saity atveju rekombinacijai vykti
pakanka informacijos, esanios persidengimo rajone bei atpazinimo sekose. Sio tipo saitams priklauso
attB, lox, FRT (74 pav. ). Antrojo tipo saity struktiira daug sudétingesné, pavyzdziui, Hin sistemos sai-
tams budinga ne tik persidengimo rajonas bei atpazinimo sekos, taciau ir taip vadinamasis rekombina-

cijos enhanceris. Prie pastarosios sekos jungiasi baltymas Fis.

+
atl T
(BOP") G

73 pav. Bakteriofago A integracijai biitinas jo paties koduojamas Int baltymas ir bakterijos [HF
baltymas. Jie jungiasi tam tikrose vietose prie DNR seky, vadinamy a#tP ir attB. Abu
rekombinacijos saitai (attP ir attB) turi konservatyvias 15 bp sekas. Po rekombinacijos susidaro
attR ir attL saitai, kurie yra attP ir attB hibridai (pagal Weisberg ir Landy, 1983)
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Seka (saitas) Baltymas

lox > Cre

FRT > >l FLP
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74 pav. KSSR rekombinaziy atpazinimo seky struktiira. Visose sekose yra vietos (viena pries kita
nukreiptos rodyklés), prie kuriy jungiasi rekombinazés. Sios atpazinimo vietos supa ,,persidengi-
mo* rajona, kuriame vyksta DNR triikiai ir grandiniy mainai (neuZtusuoti stac¢iakampiai; dydis —
nuo 2 bp iki 8 bp). Kai kurie rekombinacijos saitai turi tik rekombinaziy prisijungimo vietas (lox,
FRT, attB), o kiti turi vietas, prie kuriy jungiasi papildomi baltymai (IHF — uZtuSuoti staciakam-
piai; Fis — apskritimai; Xis — X). (Pagal Sadowski, 1993)

3.1.4.2. Rekombinacijos baltymai

Rekombinazeés turi katalizinius centrus, vykdanc¢ius grandiniy mainus. Prisijungg prie rekombina-
cijos saito atpazinimo sekuy, jos tam tikrose vietose skaldo DNR, sudarydamos lipnius galus. Reakcijos
metu susidaro laikina kovalentiné jungtis tarp rekombinazés subvienety ir DNR molekulés galy. Pri-
klausomai nuo baltymo struktiiros, triikio chemijos ir grandiniy mainy mechanizmy, iki $iol Zinomas
sait-specifines rekombinazes galima skirstyti | integrazés ir rezolvazés/invertazés Seimas (Sadowski,
1993). Sie pavadinimai gana salyginiai, nes i didziulg integrazés $eima patenka ir kai kurios invertazés
(FLP, FimB, FimE ir kt.), ir rezolvazés (Cre, XerCD ir kt.). Todél dabar integrazés Seimos baltymai
vadinami tirozino rekombinazémis, o rezolvazés Seimos — serino rekombinazémis (Grindley ir kt.,
2006). Skirtingy Seimy rekombinazés neturi jokio panasumo. Ju vykdomy grandiniy mainy reakcijos
taip pat skiriasi. Todél manoma, kad skirtingy Seimy rekombinazés atsirado ir evoliucionavo nepri-

klausomai viena nuo kitos.

75 pav. Cre rekombinazés ir DNR sinapsinis kompleksas. Keturi Cre baltymo subvienetai laiko
rekombinacijos tarpini produkta su Holidéjaus jungtimi beveik kvadratinéje plokStumoje. Aktyvis
subvienetai nuspalvinti geltonai, neaktyviis - mélynai (pagal Grindley ir kt., 2006)
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Tirozino rekombinaziy Seima. Tyr rekombinazés labiausiai paplitusios prokariotuose, taciau ju
randama ir eukariotuose: grybuose, ziuzeliniuose, net kai kuriose sudétingesniy eukarioty retrotranspo-
zony Seimose. Kaip rodo PSI-BLAST paieskos rezultatai, joms giminisky baltymy yra apie 1000 — tai
fagy ir transpozony (A, P2, P22, ¢21, ¢80, HP1, Tn916, Tn1545) integrazés, taip pat kai kurios rezol-
vazés (Cre, XerCD) ir invertazés (FimBE, FLP). Siuos baltymus sudaro apie 300400 aminorigs&iuy,
jie panasiai skaldo DNR molekules. Visi jie turi bendra katalizini domena su panasiy seky motyvais.
Triikiy vietoje susidaro 5°-OH viengrandziai galai i§ 6—8 nukleotidy. Baltymas kuri laika biina prisit-
virtings prie 3‘galo fosfotirozinine jungtimi. Integrazés panasios ir savo struktiira. Naudojant X spindu-
liy kristalografija, suZinota nemazai tirozino rekombinaziy detaliy. IStirtos Cre, Flp ir A Int sinapsiniy
kompleksy struktiiros. Sie baltymai sudaro C formos apkabas apie DNR substrata (75 pav.). Ypa¢ kon-
servatyvus $iy baltymy karboksilinis domenas, kuriame esancios aminortigs¢iy liekanos dalyvauja re-
kombinazés katalizuojamoje grandiniy mainy reakcijoje. Labai svarbus i katalizinio cento sudéti iei-
nantis Tyr. Greta jo yra konservatyvus aminortig§¢iy motyvas RKHRH. Be tirozino, dar labai svarbios
Arg ir His. Mutacijos §ias aminoriigstis koduojamojoje DNR uzkerta kelia rekombinacijos procesui,
taciau neturi itakos prisijungimui prie DNR. Uz pastaraja reakcija atsakingas NH, galas, kuris nekon-
servatyvus. Nustatyta, kad Tyr342 A Int baltyme (40 kDa) yra vieta, kuria reakcijos metu baltymas pri-
sijungia prie DNR molekulés 3’galo. Sis baltymas turi katalizinj domena, vadinama ¢170 (aminorigs-
¢iy liekanos nuo 170 iki 356). Nepaisant seky panasumo, tirozino Seimos baltymai yra dvieju tipu.
Vieno ju subvieneto Tyr yra nukleofilas ir skaldo DNR, esancia greta kito subvieneto (trans kirpimas,
nepavaizduota). Kitais atvejais Tyr atakuoja seka toje DNR grandinéje, prie kurios prisitvirtings ji ne-
Santis subvienetas (76 pav.). Beveik prie§ keturis deSimtmecius (1971) enzimologai pastebéjo, kad ti-
rozino rekombinazés vykdo mainus, nesukeldamos tikry dvigrandziy trukiy. IS pradziy mainai vyksta
tarp ,,virSutiniy® skirtingy dupleksy grandiniy, po to tarp ,,apatiniy™ §iy DNR molekuliy grandiniy. Tai

galbut leidzia iSvengti galimy Salutiniy Sios reakcijos produkty susidarymo.
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76 pav. Tirozino rekombinaziy vykdomi grandiniy mainai (pagal Watson ir kt., 2004). Rekombi-
nacija prasideda, kai kiekvieno DNR duplekso viena i§ grandiniy nukleofiliSkai atakuojama prie
jos prisitvirtinusio rekombinazés subvieneto tirozino (neparodyta): A — virSutinés DNR grandinés
yra skaldomos, tarp ju 3’galo ir baltymo susidaro kovalentine fosfotirozino jungtis ir sukuriami
laisvi 5°-OH galai. Vykstant Siai reakcijai, DNR fosfodiesterinés jungties energija perduodama
fosfotirozinui. Kitas etapas — virSutiniy grandiniy mainai. Jie vyksta, kai laisvi 5‘-OH galai ata-
kuoja kito mainuose dalyvaujanc¢io DNR duplekso 3¢ fosfotirozino jungtis; B — susidaro Holide-
jaus jungtis. Kompleksas gali izomerizuotis, neaktyviis subvienetai virsti aktyviais, ir atvirksciai.
Tai leidzia visa vyksma pakartoti jau dalyvaujant apatinéms DNR dupleksy grandinéms ir prie ju
prisijungusiems rekombinazés subvienetams, kuriy tirozino OH grupés vykdo fosfodiesteriniy
jungciy nukleofiling ataka; C — susidaro naujos fosfotirozino jungtys ir laisvi apatiniy grandiniy
5¢-OH galai, kurie nukleofiliskai atakuoja trans padétyje esancias fosfotirozino jungtis; D — tai at-
laisvina rekombinazes nuo DNR ir uZbaigia sait-specifing mainy reakcija

Serino rekombinaziy Seima. Si Seima gana nevienalyte, nes jai priklausantys baltymai labai skiriasi

savo dydziu (nuo 180 iki 800 aminoriigsciu liekany). Daugiausia informacijos apie $iy baltymy savy-

bes gauta tiriant y8 rezolvaze. Sis baltymas sudarytas i§ 183 aminoriigiéiy, o jo katalizinis domenas

(apie 100 aminortigsc¢iy) yra N gale. Serino nukleofilas yra 10-oje padétyje nuo N galo. Determinantai,

atsakingi uz DNR sekuy atpazinima, yra karboksiliniame baltymo gale. yo rezolvazé tirpale yra dimeri-

nis baltymas. Nors gerai istirtos Gin ir Hin rekombinazés yra panasaus dydzio, taciau kiti $ios Seimos

baltymai daug didesni. Kai kurie jy turi seky atpazinimo domena N gale. Vis délto serino rekombina-

z€s turi nesunkiai atpazistama katalizini domena, kuriame yra serino nukleofilas, sudarantis rekombi-

nazés aktyvyji saita. Dazniausiai mainy mechanizmai tiriami panaudojant Tn3 ir yd rezolvazes bei Hin
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ir Gin invertazes. Grandiniy mainai vyksta sinapsiniame komplekse, kurj sudaro keturi rekombinazés

subvienetai ir du krosingoverio rajonai (77 pav.). Susidariusi sinapsé aktyvuoja rekombinazés subvie-

netus skaldyti krosingoverio rajonus ir sudaryti dvigrandzius DNR triikius. Si reakcija kovalentiskai

sujungia keturis rekombinazés subvienetus per fosfoserino jungtis su DNR grandiniy 5’galais ir suku-

ria laisvus 3’-OH galus. Skaldymas vyksta labai darniai, ji atliecka rekombinazés, esancios cis padétyje.

Kai krosingoverio vietoje DNR molekulés suskaldomos, laisvi DNR galai pergrupuojami | rekombi-

nanting konfigiiracija. DNR topologijos tyrimai parodé, kad vyksta vienos sinapsinio komplekso pusés

pasisukimas kitos atzvilgiu 180°. [vykus subvienety mainams, laisvi 3’-OH galai atakuoja 5° fosfoseri-

no jungtis ir susidaro rekombinantinés DNR molekulés.
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77 pav. Serino rekombinaziy vykdomi DNR grandiniy mainai (pagal Watson ir kt., 2004)

3.1.5. Saflonai

Saflonai (angl. shufflons) pirmiausia buvo atrasti konjugatyvioje plazmidéje R64 (str', tet"). Tai

daugiasaités inversijos sistemos, kuriose yra keletas invertuojamy genomo rajony (78 pav.).
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78 pav. Septyniy pilV geny persitvarkymai R64 saflone. Pla¢iomis rodyklémis pazyméti 19 bp re-
kombinacijos saitai. Rci — sait-specifiné rekombinazé, vykdanti plazmidés rajony A, B, C, D in-
versija. PilVA, PilVA’, PilVB’ — jvairts PilV baltymo variantai (pagal Komano, 1999)

R64 plazmidé nulemia dviejy tipu piliy susidaryma: storo standaus ir plono lankstaus. Storas pilius
reikalingas konjugacijai ant kieto pavirsiaus ir skystojoje terpéje, o plonas — tik skystojoje terpéje. Saf-
lonai sudaryti i$ SeSiy-septyniy rekombinacijos saity ir greta esancio rci geno, koduojancio integrazés
Seimos rekombinazg. Rekombinacijai nereikalingi IHF ir Fis baltymai, nes ji normaliai vyksta ir iAhfA4,
ihB, ir fis mutantuose. Taciau reikalingi kiti pagalbiniai baltymai: HU-1 ir HU-2. Saflono DNR inver-
sija labai sulétéja hupAhupB mutantuose. Dél inversijos kinta PilV baltymo C galas, N galas yra pasto-
vus (78 pav.). Invertuojami rajonai apsupti septyniu 19 bp dydzio rekombinacijos saity. A, B, C, D in-
vertuojami rajonai skiriasi savo dydziu ir DNR sekomis. Atsitiktiné rekombinacija tarp rekombinacijos
saity lemia jvairiy plazmidés izomery susidaryma. PilV baltymo struktiiros pokyc¢iai lemia recipienta, {
kuri konjugacijos budu skystojoje terpéje bus perduota R64 plazmidé. Recipientais gali buti E. coli
K12, E. coli B, E. coli C, S. typhimurium, Shigella flexneri kamienai.

Po Saflony atradimo buvo nustatytos dar kelios daugiasaités inversijos sistemos, pavyzdziui, Min
sistema atrasta bakteriofagui P1 giminiSkoje E. coli 15T plazmidéje. 3,5 kbp inversijos rajone yra $esi
rekombinacijos saitai (mix). Rekombinacija tarp bet kuriy dviejy mix saity vykdo Min rekombinazg.
Manoma, kad rekombinacijos sukelti genomo persitvarkymai salygoja bakteriofago Seimininky jvairo-
ve. Kitos panasios sistemos buvo aptiktos kai kuriuose patogeniskuose mikroorganizmuose. Sios sis-

temos padeda jiems apsisaugoti nuo Seimininko imuninio atsako, nes lemia antigeny ivairove.

3.1.6. Integronai

Paprastos integracijos-ekscizijos sistemos (pavyzdziui, fago A) iterpia i jiems specifiSkus att saitus
tik vieng savo genomo kopija. O DNR molekulés, vadinamos integronais, turi rekombinacijos saita
(att]), 1 kuri gali isiterpti daug skirtingy arba tokiy paciuy genetiniy elementy, vadinamy geny kaseté-
mis. Geny kasetés — tai nedideli genetiniai elementai, dazniausiai sudaryti i§ atsparumo antibiotikui
geno ir 59 baziy elemento (attC saito). Todé¢l integronai — tai sait-specifinés rekombinacijos sistemos,
skirtos geny kaseciy sugavimui, mobilizacijai ir jose esanciy geny raiskos uztikrinimui. Svarbiausios
integrono dalys — sait-specifinés rekombinazés genas (intl) ir rekombinacijos saitas attl. | § saita biina
isiterpusios geny kasetés (79 pav.).
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79 pav. Integrono Inl strukttra. int/l — integrazés genas. Neuztamsintas trikampis — a#t/ saitas,
uztamsinti trikampiai — atfC saitai (59-baziy elementai). Sulenktos rodyklés — promotorius. Sta-
¢iakampio pavidalo rodyklés — genai (pagal Komano, 1999)

Integrono koduojama rekombinazeé vykdo rekombinacija tarp arCiausiai esanc¢io rekombinacijos
saito attl ir geny kasetCiy saito attC. Daugelis attC seky skiriasi. Juy dydis gali jvairuoti nuo 57 bp iki
141 bp. Panasumas yra tik saity pakraS¢iuose: kair¢je puséje yra RYYYAAC, deSin¢je — G| TTRRRY
sekos. R — purinai, Y — pirimidinai, | — vieta, kurioje vyksta grandiniy skaldymas. at[ saite yra dvi
viena kryptimi orientuotos $ios sekos motyvo kopijos. Nedideliu dazniu geny kasetés gali i$sikirpti i§
integrono ir egzistuoti kuri laika savarankiskai. Genuy kasetése randama per 60 atsparumo
antibiotikams geny. Integronai, turintys daug kaseciy, lemia bakteriju atsparuma daugeliui antibiotiku.
Pavyzdziui, choleros sukél€jo Vibrio cholerae genome nustatytas milziniskas integronas (126 kbp) turi
179 geny kasetes. Integronai néra judrieji genomo elementai — tai KSSR sistemos, kuriy koduojama
rekombinazé priklauso integraziy Seimai ir konservatyviuose domenuose turi labai svarbias Arg, His,
Arg ir Tyr liekanas. Integronai labai svarbiis horizontaliam geny perneSimui — tai savotiSkos natiiraliai
egzistuojancios geny klonavimo ir raiSkos sistemos. Jy déka bakterijose plinta atsparumo genai.
Kartais juose aptinkami ir kai kurie kiti genai (metabolizmo, restrikcijos-modifikacijos). Integrony
egzistavimas svarus argumentas, palaikantis teorija, kad bakteriju genomas sudarytas i$ atskiry

moduliy.

3.1.7. Konservatyviosios sait-specifinés rekombinacijos panaudojimas geny inZinerijoje

Trys KSSR rekombinazés placiausiai naudojamos genetiniams pertvarkymams atlikti heterologi-
nése sistemose — tai 38 kDa Cre rekombinazé, atpazistanti 34 bp lox sekas, 43 kDa FLP rekombinazg,
atpazistanti 24 bp FRT rekombinacijos saitus, ir R rekombinazé, koduojama mieliy Zygosaccharomy-
ces rouxii plazmidés pSR1, bei atpazijstanti RS sekas. Visi Sie baltymai priklauso tirozino rekombina-
ziy Seimai ir gali saveikauti su rekombinacijos saitais, esanciais jvairiose biisenose (toje pacioje DNR,
skirtingose DNR, ziedinéje ar linijiné¢je DNR, orientuotais ta pacia arba prieSinga kryptimis). Rekom-
binacija tarp dviejy invertuoty rekombinacijos saity sukels tarp juy esan¢ios DNR inversija. Jeigu saitai
orientuoti ta pacia kryptimi, tai tarp ju esanti DNR bus pasalinta ir sudarys ziedo pavidalo molekulg.
Atvirk$cias Siam procesui biity Ziedinés DNR, turin¢ios KSSR rekombinazés saita, isijungimas 1 liniji-
ng DNR (80 pav.). Tai galima panaudoti specifinims lokusams chromosomoje zyméti ir pertvarkyti.
Jeigu rekombinacijos saitai bus dviejose skirtingose DNR chromosomose, tai vyks reciprokiné rekom-
binacija ir chromosomos peciy translokacijos. Tod¢l Sios sistemos panaudojamos chromosomoms per-

tvarkyti.
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80 pav. KSSR panaudojimas kryptingiems DNR persitvarkymams sukelti. Cre ir FLP — rekombi-
nazés; lox ir FRT — ju atpaZistami rekombinacijos saitai; Juc ir f-gal reporteriniai luciferazés ir
B-galaktozidazés genai. TK-neo” — timidino kinazés ir neomicino fosfotransferazés genai

Sie rekombinacijos procesai vyksta nukleotido tikslumu, po reakcijos islicka aktyviis saitai. Todél
kiekvienas toks procesas yra griztamas ir reakcijos produktai yra pusiausvyroje. Siekiant uzkirsti kelia
griztamajai reakcijai, rekombinazés geno raiSka perduodama indukuojamam promotoriui. Sukurta ir
daugiau budy $iai problemai sprest, pavyzdZiui, vienas 1§ rekombinacijos saity iterpiamas tarp rekom-
binazés geno ir jo promotoriaus. Siuo atveju pageidaujama rekombinacija atskiria rekombinazés gena
nuo jo raiska skatinanciy seku.

Taigi aptartos rekombinacijos sistemos, priklausomai nuo rekombinacijos seku padéties, eksperi-
mentiSkai leidZia sukelti pageidaujamas inversijas, delecijas, iterpti ar perkelti { norima vieta DNR

fragmentus.

3.2. Transpozicija

Transpozicijos reiskinys, anksciau priskirtas sait-specifinei rekombinacijai, dabar vertinamas kaip
savitas rekombinacijos procesas, besiskiriantis nuo konservatyviosios sait-specifinés rekombinacijos.
Transpozicija vykdo judrieji genomo elementai (JGE), kurie koduoja rekombinazg, vadinama transpo-
zaze (arba integraze). Kai kurie JGE neturi Sio baltymo geno arba dél mutacijy ji yra praradg. Jeigu
tokiy elementy galinés sekos nepazeistos, tai jie gali pasinaudoti svetima transpozaze (integraze), kuria
koduoja giminiski JGE, esantys trans padétyje. Vykstant transpozicijai, nesusidaro kovalenting jungtis
tarp rekombinazés ir suskaldytos DNR galy, rekombinacija ¢ia néra reciproking, tarp judraus genomo
elemento ir sekos taikinio néra jokios homologijos, transpozicijos metu vyksta didesné ar mazesné
DNR sinteze.

JGE — apibréztos struktiiros DNR molekulés, galincios Sokinéti i§ vieno lokuso i kita tiek tame pa-

¢lame genome, tiek tarp skirtingy genomu. Transpozony atradimas glaudziai susijes su nestabiliy mu-
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taciju, sukelian¢iy marguma augaluose, tyrimais. Jomis doméjosi H. De Vries (1905) ir padar¢ iSvada,
kad ju perdavimas palikuonims nepavaldus Mendelio désniams. Daug nuodugniau $iy pozymiy pavel-
déjima tyré kukurtizy genetikas R. A. Emerson‘as (Fedorof, 2000). Pigmentacijos poky¢ius jis aiSkino
inhibitoriaus, slopinancio pigmentacijos gena, veikimu bei §io inhibitoriaus praradimu. Taciau pati
reiSkinj iStyré ir transpozonus atrado 1946-1950 m. B. McClintock kukurtizuose (McClintock, 1950;
Fedorof, 2000). Ketvirtojo deSimtmecio pradzioje ji pradé¢jo tyrinéti chromosomuy trikius ir susidoméjo
kukurtizy lokusu, esanciu netoli 9 chromosomos centromeros, ir kuri pavadino Dissociation (Ds). Toki
keista pavadinima lokusui suteikeé todel, kad jis galédavo atskirti chromosomos trumpaji peti, t.y. su-
keldavo savotiska chromosomos ,,disociacijg”. Taciau ji greitai isitikino, kad chromosomos disociaci-
jai reikalingas dar vienas lokusas, kuri pavadino Activator (Ac). 1948 m. ji galutinai isitikino, kad Ds
keic¢ia savo padéti chromosomoje. Rysys tarp Ds transpozicijos ir gruidy margumo paaiskéjo, kai
McClintock pradéjo tirti C lokuso, atsakingo uz griidy pigmentacija, paveldéjima palikuoniy kartose.
Naudodama citologinius ir genetinius metodus, ji nustaté, kad nestabilaus c-m/ alelio atsiradimas su-
tampa su Ds transpozicija i$ ankstesnés jo vietos i nauja vieta C lokuse. Reversija atsirasdavo, kai Ds
iSnykdavo i§ lokuso. Ji padaré iSvada, kad margumas atsiranda dél daznos Ds transpozicijos augalo
raidos metu. Atradus transpozicijos reiSkini, patvirtinti ir Emerson‘o bei Rhoades stebéjimai. 1983 m.
uz Siuos darbus B. McClintock gavo Nobelio premija. Prokariotuose JGE buvo atrasti 1963 m., kai L.
Taylor aprasé prokarioty elementa, galinti sukelti mutacijas, todél pavadinta Mu (Mutator). Kaip ir A,
Mu lizogenizuoja E. coli lasteles, taciau skirtingai nuo A neturi atf saito bakterijos chromosomoje. Dél
Sios priezasties Mu isiterpia i Seimininko genomga beveik atsitiktinai ir sukelia mutacijas. Nustatyta,
kad apie 1-2 proc. Mu lizogenizuoty lasteliy turéjo auksotrofines mutacijas. 1970 m. pradZioje atrasti
transpozonai. Taip jie buvo pavadinti dél gebéjimo pernesti (lot. transpositio — perneSimas) pozymi
(pavyzdziui, atsparuma antibiotikams) i$ vieno lokuso i kita. JGE labai skiriasi savo struktiira, sudaryti
1§ DNR ir RNR. Daznai naudojamas transpozony skirstymas i dvi klases: pirmosos klasés transpozonai
plinta dél savo genomo RNR kopiju, kurios atvirkstinés transkripcijos metu paveré¢iamos cDNR. Siuos
elementus dar galima grupuoti i:

1. Retrovirusus.

2. Retrotranspozonus.

3. Retropozonus (LINEs ir SINEs).

Antrosos klasés transpozonai neturi RNR stadijos. Jie vadinami papras¢iausiai — transpozonais.

Pastarasis JGE skirstymas yra patogus, taciau toli grazu neatspindi egzistuojancios ivairoves. Dél
to dar naudinga susipazinti su N. Kleckner pasiiilyta klasifikacija, kuria remiantis prokarioty ir euka-

rioty elementai skirstomi i keturias grupes.
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3.2.1. Prokarioty JGE Kklasifikacija ir struktiira

Pirma klasé. Priklauso iterptinés sekos (IS) ir i$ ju sudaryti sudétiniai transpozonai. [terptinés se-
kos yra ~ 700 — 1500 bp. Savo galuose turi invertuotas sekas ir bent vieng gena, koduojanti transpozi-
cijai reikalingg baltyma transpozazg. IS elementy Zinoma daugiau nei 17 Seimy, kuriose yra per 500
JGE. Sudétiniai transpozonai sudaryti i§ dviejuy IS ir tarp ju esanciy genuy, todél jie yra didesni — 5 — 10
kbp. Aktyvia transpozaz¢ koduoja vienas i§ IS (81 pav.).

A .
Transpozazés genas

10-30bp 10-30bp
4— 700-1500bp ——»

B

Transpozazés Atsparumo antibiotikams genai
. genas . . .
IS elementas IS elementas
- 5-10Kbp >

81 pav. A — IS elemento sandaros schema; B — sudétinio transpozono sandaros schema

Antra klasé. Jai priklauso Tn3 ir jam giminiSki transpozonai. Skirtingai nuo sudétiniy transpozony
Sie patys koduoja savo transpozazg ir kitas savybes (82 pav.). Savo galuose Sie JGE turi invertuotas

pasikartojancias sekas. Tn3 turi tris genus: transpozazeés, rezolvazeés ir B-laktamazés.

Transpozazés Rezolvazés Atsparumo antibiotikui
| genas genas genas |
10-30 bp 10-30 bp
- ca. 5000 bp >

82 pav. Tn3 giminisky transpozony strukttiros schema

Tregia klasé. Siai JGE grupei priskiriami ,,$okinéjantys“ bakteriofagai (Mu, D108). Mu yra dide-
lis, DNR turintis virusas, sudarytas i§ briaunainio pavidalo galvutés, spiralinés struktiiros uodegos ir
SeSiy uodegos fibriliy (83 pav.). Lizogeningje biisenoje fagas atsitiktinai isiterpia { bakterijos genoma

konservatyviosios transpozicijos biidu (Zr. toliau). Lizés metu jis vykdo replikacing transpozicija.

83 pav. Bakteriofagas Mu www.biochem.wisc.edu/.../inman/empics/virus.htm
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JGE paplite visose gyvose biitybése ir nuo ju didele dalimi priklauso Siy organizmy genomo plas-
tiSkumas. Mu struktiira gana sudétinga, nes jis, be transpozazés geno, turi daug kity geny, uztikrinan-

¢iy jo, kaip bakteriofago, egzistavima (84 pav.).

Lizés G-segmentas
genai
Represorius
Integracijos Galvutés ir uodegos genai
replikacijos
genai
Seimininko Seimininko
DNR [ | | Kintamas DNR
lys galas

Transpozazés

genai

84 pav. Bakteriofago Mu genetinés organizacijos schema. G segmentas, priklausomai nuo savo
orientacijos, lemia bakteriofago uodegos fibriliy sandara ir Seimininky ivairove

Ketvirta klasé. Jai priskiriami JGE, nepatenkantys i anksciau iSvardytas klases. Jie labai skiriasi
tarpusavyje ir todél jiems reikalinga atskira klasifikacija. Gerai istirtas Tn7 transpozonas. Jis koduoja
penkis transpozicijai reikalingus baltymus: TnsA, TnsB, TnsC, TnsD, TnsE — dél $iy baltymy transpo-
zicija vyksta dvejopai, skiriasi transpozono jsiterpimo vietos. Esant TnsD, Tn7 isiterpia { chromosomo-
je esanti attTn7 saita, o esant TnsE — i tam tikry plazmidziy replikonus. TnsC baltymas yra transpozici-
jos reguliatorius: jis, saveikaudamas su TnsA ir TnsB, aktyvuoja transpozazg ir labai svarbus isiterpi-
mo vietai parinkti. TnsA ir TnsB tiesiogiai dalyvauja skaldant ir sujungiant DNR. TnsB turi panasumo

su retrovirusy integrazémis, o TnsA yra giminiskas restrikcijos endonukleazéms.

3.2.2. Eukarioty judrieji genomo elementai

Juos taip pat sitiloma skirstyti  keturias klases. Be to, Sie elementai gali biiti autonominiai ir neau-
tonominiai. Pastarieji gali keisti savo vieta tik tada, kai yra autonominis (aktyvus) elementas in trans.
Autonominio elemento koduojama transpozazé atpazista neautonominio elemento galus ir inicijuoja
transpozicija.

Pirmai klasei priklauso transpozonai, pavyzdziui, kukurlizy Ac ir jo defektyvus darinys Ds (85
pav.), vaisinés muselés P elementas ir kt. Juy struktiira ir transpozicijos mechanizmas panasus i proka-
rioty transpozony. Siai klasei priklauso gausi Tc1/Mariner §eima: Tcl ir Tc3 yra C. elegans, o Mariner

D. melanogaster transpozonai.
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4563 bp

@)
| S 11 bp invertuotos galinés sekos 4*

(b)

85 pav. A — autonominio Ac elemento schema; B — neautonominio (defektyvaus) elemento Ds
schema

Antrai klasei priskiriami retrotranspozonai. Sie elementai savo genetine struktiira, transpozicijos
mechanizmu labai panasiis { retrovirusus (86 pav.). Gerai istirti mieliy 7y, vaisinés muselés Copia ret-

rotranspozonai.

gag pol

PR RT IN
- — @] RETROTRANSPOZONAS

gag pol env

E! II | il | || IE RETROVIRUSAS

86 pav. Retrotranspozony ir retrovirusy strukttiros palyginimas. Rodyklémis staciakampyje pazy-
metos ilgos galinés pasikartojancios sekos (angl. long terminal repeats, LTR). Gag koduoja kap-
sidés baltyma; PR — proteazés genas; IN — integrazés genas; RT — koduoja atvirksting transkriptaze
ir RNaz¢ H

Retrovirusai nuo kity retroelementy skiriasi tuo, kad savo genome turi env gena (86 pav.). Sio ge-
no koduojamas baltymas leidzia uzkrésti retrovirusais Seimininko Iasteles.

Treciai klasei priklauso LTR neturintys retrotranspozonai, dar vadinami retropozonais. Kaip ir ret-
rotranspozonai jie turi RNR faze, tadiau nepanasiis i retrovirusus. Siai JGE grupei priklauso Zinduoliy
LINE ir SINE elementai, vaisinés muselés I faktorius.

Ketvirtai klasei priskiriami FB (angl. foldback) elementai. Siuose labai savitos struktiiros dari-
niuose yra daug ilgy invertuoty pasikartojanciy seky (87 pav.). Pirmiausia jie buvo atrasti vaisinéje
museléje (Potter ir kt., 1980). Tai i atskiry moduliy sudaryty transpozony grupé. FB elementai (FBE)
linke gausiai sudaryti antrines struktiiras. Galiniy invertuoty seky ilgis labai ivairus: nuo keliy Simty
baziy pory iki keliy kilobaziy. Kai kurie FBE sudaryti tik i$ ilgy invertuoty seky. Taciau kituose FBE
tarp Siy seky yra vidurinis rajonas, kuriame isiterp¢ ASR (Daskalova ir kt., 2005). Pavyzdziui, Arabi-
dopsis FBE FARE? koduoja tris baltymus, vienas i§ kuriy giminiskas kukurtizy transpozono MuDR
transpozazei. Vis délto daugelio FBE transpozicija priklauso nuo kity JGE transpozaziy. FBE placiai
paplite eukarioty genomuose. Transpozicijos mechanizmas nepakankamai istirtas, bet RNR stadijos

tikriausial neturi.
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87 pav. FB elementy struktiira: M — vidurinis rajonas; IR — ilgos invertuotos galinés sekos, suda-
rytos 1§ moduliy: labiausiai nutolusio krasto domeno (IR-FD); iSorinio domeno (IR-OD); vidinio
domeno (IR-ID). Balti trikampiai — sekos-taikinio duplikacijos, atsiradusios FB elemento isiterpi-
mo metu (pagal Casals ir kt., 2005)

3.2.3. JGE sekos-taikinio ypatybés

Transpozonai isiterpia { nehomologiskas jiems sekas. SpecifiSkumas sekos-taikinio atzvilgiu labai
skiriasi. Kai kurie JGE dazniausiai jsiterpia tik i tam tikrus saitus, kiti néra tokie iSrankiis. Dabar ma-
noma, kad isijungimas néra visiSkai atsitiktinis (Craig, 1997). Yra du pagrindiniai integracijos viety
pasirinkimo btidai. Vienas i$ ju priklauso nuo tiesioginés rekombinazés (transpozazés ar integrazés)
saveikos su seka-taikiniu. Antras — nuo rekombinazes ir papildomy baltymuy, kuriuos gali koduoti tiek
JGE, tiek Seimininkas, sgveikos. Abiem atvejais svarbi ir DNR itaka. PavyzdZiui, fagas Mu linkgs in-
tegruotis { mazo specifiskumo seka N-Y-G/C-R-N. Bakterijy transpozonas Tn5 beveik nepasizymi
specifiskumu, kuris priklauso nuo rekombinacijos saito, todél patogus naudoti inercin¢je mutagenezé-
je. Kai kurie JGE nesiintegruoja i transkribuojamus genomo rajonus. Kai kurie transpozonai turi ,,kars-

(13

tus® rekombinacijos saitus. Pavyzdziui, IS10/Tnl10 linkg ,.Sokinéti“ { vietas, kuriy tokia seka: 5’-
NGCTNGACN-3’. Rekombinacijos saito pasirinkimas laiko atzvilgiu priklauso nuo transpozicijos sis-
temos ir gali vykti jvairiose rekombinacijos stadijose. Pavyzdziui, Tn7 nepalieka savo buvimo vietos
iki neidentifikuoja atTn7 saito, { kurj daZniausiai integruojasi. Sio saito atpazinimui reikia nukleopro-
teininio komplekso, i kuri jeina rekombinacijos baltymai ir substratiné DNR (transpozono galai ir se-
ka-taikinys). IS10/Tn10 sistemoje rekombinacijos saito atpaZinimas nevyksta tol, kol elementas nepa-
lieka savo buvimo vietos. JGE atpazista arba tam tikras sekas, arba specifing DNR erdving struktiira,
dazniausiai iSlenkta DNR. S. cerevisae Ty3 elementas integruojasi i RNR polimerazés 111 transkribuo-
jamy geny promotorius, o jam giminiSkas Ty5 — { heterochromatino sritis.

Tiriant JGE rekombinacija su Seimininko DNR, nustatyta, kad seka, i kurig isiterpia JGE, yra pa-
dvigubéjusi ir supa integruota elementa i$ abieju pusiy (Grindley, 1978). Padvigubéjima sukelia tai,
kad, JGE isiterpdamas i Seimininko DNR, skaldo ja ne tiksliai toje pacioje vietoje, o su keleto nukleo-
tidy poslinkiu (88 pav.). IStyrus nemazai transpozony isiterpimo viety, nustatyta, kad dazniausiai dup-
likacija btina 5 ar 9 bp dydzio. Vis délto yra tam tikry iSim¢iy. PavyzdZziui, Tcl/Mariner Seimos ele-

mentai atpazista TA dinukleotidus ir, isiterpdami i ja, sukelia 2bp TA duplikacija.
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Tn sukeltas sekos-taikinio

skaldymas
Seimininko. [N ATTATII
DNR TAATA

i t

TAATA
Transpozonas
<« >
IR IR
/
Invertuotos
kartotinés i

sekos < >
TAATA IR IR

ATTAT
Viengrandziy i
tarpu uzpildymas
< AT
TAATA IR IR TAATA
Duplikacija Duplikacija

88 pav. Sekos-taikinio duplikacija transpozicinés rekombinacijos metu

Prie§ kai kuriy bakterijy transpozonus (Tn3 Seimos, bakteriofago Mu, Tn7) pasireiSkia savitas
imunitetas, nes Sie JGE negeba isijungti i DNR rajonus, kurie jau turi viena transpozono kopija. Taciau
in cis potencialiam transpozicijos saitui, jau turiniam transpozona, toks imunitetas ribotas. Tiriant Tn7
transpozicijos imuniteta E. coli chromosomoje, nustatyta, kad atsparumas prie§ naujos transpozono
kopijos isijungima siekia apie 190 kbp. Mu atveju §is poveikis islieka 20 kbp atstumu. Sio reiskinio
molekuliné prigimtis geriausiai itirta Mu sistemoje. Mu transpozicijoje dalyvauja du baltymai: MuA
transpozaz¢ — atpazista elemento galus ir prie ju jungiasi, vykdo DNR skaldyma ir sujungima su reci-
piento DNR ir MuB baltymas, priklausomas nuo ATP, saveikauja su DNR ir aktyvuoja transpozazg.
DNR saitas, prie kurio prisijunges MuB, yra vieta, prie kurios pirmiausiai jungiasi MuA. Imunitetas
transpozicijai pasireiskia tuo, kad MuB pasalinamas nuo potencialiy seky-taikiniy, greta kuriy jau yra
isiterpes fagas Mu. Siuo atveju MuA, prisijunges prie Mu galy atspariame transpozicijai saite, veikia
kaip savotiska ,,Sluota®, kuri pasalina i§ tos vietos MuB. Taigi didesnis kiekis MuA, prisijungusiy prie
DNR, mazina tose vietose prisijungusiy MuB koncentracija ir tokios sekos tampa netinkamomis naujo

JGE isiterpimui.
3.2.4. Transpozicijos mechanizmai

Transpozicija vyksta transpozazei endonukleolitiskai skaldant fosfodiesterines jungtis JGE galuo-
se ir prijungiant $iuos galus prie taikinio DNR. Siai rekombinacijos reakcijai reikalingas sudétingas
nukleoproteininis kompleksas. Jis dar vadinamas transpozosoma, kuri paprasciausiu atveju sudaryta i§
rekombinazés, transpozono galy ir taikinio DNR. Sudétingesniais atvejais dalyvauja ir papildomi bal-
tymai. Pagal transpozicijos mechanizma ir galutinj rezultata ja biity galima skirstyti { replikatyviaja ir

nereplikatyviaja. Replikatyviosios transpozicijos metu viena transpozono kopija lieka senoje vietoje, o
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kita perSoka i nauja. Siuo atveju skaldoma tik viena DNR grandiné i§ abiejy transpozono galy. Todél
transpozonas nepalieka donorinio saito (89 pav.). Jo laisvi 3’-OH galai, susidar¢ dél transpozazés su-
kelty viengrandziy triikkiy, perneSami ant sekos-taikinio, kur sukelia viengrandzius trikius ir vykdo
transesterifikacijos reakcija. Taip susidaro replikacijos Sakutés, nukreiptos viena prie§ kita. Replikaci-
jos metu padauginamas JGE. Jeigu transpozicija vyksta tarp skirtingy molekuliy, tai susidaro juy ben-
dras darinys, vadinamas kointegratu (89 pav.). Kointegratas yra laikinas DNR darinys, kuris suskal-
domas atskiriant viena nuo kito replikonus, turin¢ius po JGE kopija. Kointegratas gali biiti suskaldytas
homologinés arba konservatyviosios sait-specifinés rekombinacijos biidu. PavyzdZiui, transpozonas
Tn3 turi res saitus, kuriuose jo koduojamas TnpR baltymas, vykdo sait-specifing rekombinacija ir at-
skiria viena nuo kito kointegrata sudariusius replikonus. Kointegrato susidarymo reakcija buvo istirta
panaudojant faga Mu. Sio tipo transpozicija vienos molekulés viduje sukelia inversijas ir delecijas.

Replikatyvioji transpozicija biidinga Tn3, Tn1000 (yd), Mu (lizés metu), IS6 ir kt.

Transpozonas

: :
o~~~ ]
Transpozazés -
c

sukelti triikiai N— d Seka-taikinys
—< recipiento molekuléje
Transesterifikacijos
reakcija ——3'0H
3'OH
a d s
\ - —
4
c b

A L
X |
c
/ \://
3'OH
Replikacija 3'OH
P 4

- B = a d —
e _  — -—
b
—_— I~ C —
—— P~ )
c b

89 pav. Replikatyviosios transpozicijos modelis (angl. copy and paste) ir kointegrato susidarymas
(paaiskinimas tekste) (pagal Haren ir kt., 1999)

Nereplikatyviosios transpozicijos metu JGE iSkerpamas i§ donoro molekulés ir isiterpia i nauja
vieta, transpozicijos metu elementas nereplikuojamas. Pavyzdziui, taip vyksta fago Mu nereplikatyvio-
ji transpozicija (90 pav.). Si transpozicija gali vykti ir kitaip. JGE galuose sukeliami dvigrandZiai trii-
kiai, o sekoje-taikinyje — viengrandZiai, transpozonas visiskai atskiriamas nuo donoro saito. Toks me-

chanizmas daznai vadinamas angliskai ,,cut and paste®, transpozono issikirpimas donoro molekulé¢je
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sukelia dvigrandi triiki, kuris gali biiti letalus, jeigu jo neiStaisys reparacinés sistemos. Tnl0 ir Tn5,
iSsikirpdami i§ donoro saito, savo galuose sudaro segtuky pavidalo struktiiras (91 pav.). Nereplikaty-

vioji transpozicija gali vykti dalyvaujant ir P elementui, Tn7, IS10, Ac ir kt.
X /
] \ \

Triikiai

% 0
a— =
W

Reparaciné
DNR sintezé
7
C

90 pav. Fago Mu nereplikatyviosios transpozicijos schema

Viengrandziai trikiai ¢
JGE galuose

3'OH
e R
=
3'OH

»Segtuko® susidarymas ¢
»Segtuko* suskaldymas ¢
3'0H
|
3'0H
Sujungimas su seka- ¢

taikiniu /y
)

91 pav. JGE (Tnl0, IS10, Tn5 ir kt.), sudaranciy laiking ,,segtuko* struktiira, transpozicijos mode-
lis
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3.2.5. Alternatyviis transpozicijos budai

Transkripcijos panaudojimas. LTR elementai (retrotranspozonai, retrovirusai) tiesiogiai nedaly-
vauja transpozicijoje. D¢l to panaudojama ju RNR kopija, kuri susidaro nuo genome esancios elemen-
to DNR, transkripcijos metu (92 pav.). Atvirkstiné transkriptazé susintetina cDNR nuo RNR. Dazniau-
siai cDNR yra 2 bp ilgesné uz integruota | genoma LTR elemento kopija. Rekombinacijos metu integ-
raz¢ pasalina Siuos papildomus nukleotidus, o likusi cDNR isiterpia i seka-taikini. Retropozonai, LTR
neturintys retroelementai, okin¢ja dar kitaip. Jie tiesiogiai dalyvauja transpozicijos procese. Siuy JGE
mRNR transliacija vyksta citoplazmoje ir susidaro vienas arba du baltymai. Vienas i§ ju yra daugia-
funkcinis, atlieka nukleazes ir atvirkStinés transkriptazés funkcijas. Manoma, kad §is baltymas jungiasi
prie RNR ir susidaro ribonukleoproteininis (RNP) kompleksas, kuris patenka | branduoli. Ten RNP
saveikauja su seka-taikiniu, kuriame endonukleazé sukelia viengrandi triiki (93 pav.). Po to vyksta at-
virkstine transkripcija, kurioje pradmuo yra taikinio sekos 3’-OH galas, kuris komplementariai prisi-
jungia prie elemento 3‘gale esancios poly(A) sekos (Boeke, 2003). Neissiaiskinta, kas sukelia antraji

triki kitoje grandinéje. Kaip kitas galas isiterpia i nauja vieta, irgi tiksliai nezinoma.
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92 pav. LRT elementy transpozicija. Vingiuota linija pavaizduota RNR, tiesia — DNR molekulés
(pagal Boeke, 2003)
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93 pav. Retropozony transpozicija. Vingiuota linija — RNR, tiesi — DNR molekulés (pagal Boeke,
2003)

3.2.6. Transpozicijos reakcija

Transpozicijos sistemy (Mu, Tn3, HIV, P, IS Seima, IS4 Seima, Tc/Mariner) in vitro sukiirimas
padéjo nustatyti svarbiausius Sios rekombinacijos etapus (Haren ir kt., 1999). Paaiskéjo, kad visais at-
vejais transpozicijos metu vykstanciy DNR grandiniy skaldymo ir sujungimo reakcijos labai pana-
Sios — tai transpozazés arba integrazés katalizuojama DNR fosfodiesterinés jungties hidrolizé ir po to
vykstanti transesterifikacijos reakcija. N¢é vienai i§ juy nereikia iSoriniy energijos Saltiniy. Transpozici-
jos reakcija galima suskirstyti i tris stadijas: 1) transpozono atskyrimas nuo donoro DNR d¢l viengran-
dziy ar dvigrandziy trukiy jo galuose; 2) transpozono galy perneSimas ant sekos-taikinio; 3) rekombi-

nacija patyrusiy seky subrandinimas.

3.2.6.1. Transpozono atskyrimas nuo donoro DNR

Kai kuriy JGE (Mu, retrovirusy, IS3 Seimos elementy) transpozazés katalizuoja viengrandzius trii-
kius abiejuose galuose, dél to susidaro laisvi 3’-OH galai. Retrovirusuose $ios reakcijos metu atske-
liami du nukleotidai nuo 3’galo dvigrandéje cDNR ir todél joje susidaro 5’ viengrandziai galai. Jei
transpozicijos metu JGE 18 karto visiSkai atsiskiria nuo donoro DNR, tai turi buti skaldoma ir komple-
mentari DNR grandiné. Jeigu 3’-OH galai susidaro visuose JGE, tai komplementari grandiné skaldoma

gana retai ir gana jvairiai, pavyzdziui, Tc/Mariner Seimos ar P elemento transpozicijos metu komple-
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mentarios grandinés skaldymas vyksta transpozone keleto nukleotidy nuo galo atstumu (2 nt - Tc1/3; 3
nt — Mariner; 17 nt P elemente). Taip susidaro laisvas elementas, kuris turi atitinkamo ilgio viengran-
dzius 3°-OH galus.

Kai kuriuose elementuose (IS10, Tn10, Tn5) Sie trukiai néra analogiSki. 5’galo juose skaldymas
ivyksta tik susidarius laisvam 3’galui. Sioje padétyje esanti OH grupé kaip nukleofilas, atakuoja antra-
ja granding. Todél transpozono galuose susidaro ,,segtuko* pavidalo struktiiros (94 pav.), kurios hidro-

lizuojamos ir susidaro laisvi 3’-OH ir 5” fosfato galai.

H-0-H
TnS A 3
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\
Tn5 G_H 3
5
v H-O-H
Tn3
— 3
=)=
¥
Tnd

94 pav. DNR molekulés antrosios grandinés skaldymas ir ,,segtuko* susidarymas transpozicijos
metu. DNR pirmosios grandinés skaldymas ir 3’-OH galo susidarymas bei véliau “segtuko” skal-
dymas vyksta dalyvaujant vandens molekulei ir transpozazei

Tai panasu 1 V(D)J rekombinacijos mechanizma (Zr. 4.4. skirsni). PanaSiai Sokinéja Ac, Tam3,
hobo, Ascot-1.
Yra ir daugiau antrosios grandinés skaldymo varianty. Tn7 transpozazé sudaryta i§ dviejy polipep-

tidy — TnsA ir TnsB, kuriy kiekvienas skirtas skirtingoms DNR spiralés grandinéms skaldyti.

3.2.6.2. Grandinés perneSimo reakcija

Transpozono 3’galai, susidarg po triikio, perneSami ant taikinio DNR. Kaip ir hidroliz¢ $ia reakcija
vykdo transpozazé arba integrazé. Sie baltymai katalizuoja nukleofiling sekos-taikinio ataka, kurioje
kaip nukleofilas veikia 3’-OH grupés, esancios transpozono galuose (95 pav.). Kadangi Siam procesui
vykti nereikalingas iSorinis energijos Saltinis, manoma, kad panaudojama sekos-taikinio fosfodiesteri-

nés jungties energija.
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95 pav. Transpozono galuose esancios 3’-OH grupés nukleofiliskai saveikauja su taikinio DNR seka.

Kaip minéta, dél transpozicijos sukeliamo DNR molekuliy skaldymo ir sujungimo pobudzio isi-
terpusj elementa i3 abiejuy pusiy supa sekos-taikinio duplikacijos. Sio vyksmo metu atsiradusius tarpus
DNR molekul¢je pasalina Seimininko reparacijos/replikacijos baltymai. Kadangi JGE transpozaziy ir

integraziy vykdomos reakcijos panasios, tai ir iy baltymy struktiira turi biiti labai panasi.
3.2.7. Transpozicijos baltymy savybés

Transpozazés ir integrazés — daug funkcijy atliekantys baltymai. Jie turi atpazinti JGE galus, juos
suartinti sineptoneminiame komplekse, atpazinti skaldomas fosfodiesterines jungtis, vykdyti grandinés
perneSima, po to atlaisvinti vieta Seimininko baltymams, kurie iStaiso DNR pazaidas rekombinacijos
vietoje. Svarbus Siy baltymuy bruozas tas, kad sekos atpazinimo ir katalizinis domenai lokalizuoti skir-
tingose to paties polipeptido vietose arba net skirtinguose daugiakomponencio komplekso polipepti-
duose. Vis délto bendras funkcinis organizacijos principas yra aiskus: specifiskas DNR seky atpazini-
mo domenas dazniausiai lokalizuotas transpozaziy N galuose, o katalizinis domenas su svarbiy DDE
aminoriig§¢iy liekanomis — dazniausiai ar¢iau C galo. DNR atpazistama tada, kai identifikuojami ele-
mento galai, esantys greta donoro DNR, kai susidaro transpozosoma, kai atitinka transpozono DNR ir
transpozazés kataliziné “kiSené”. Siame procese labai svarbi transpozono galy struktiira. Daugelio
transpozony galai sudaryti i§ dviejy funkciniy rajony. Toliau nuo galo esantis vidinis rajonas uztikrina
specifini sekoms transpozazés prisitvirtinima. Kitas rajonas atitinka 2—4 galines bp, kurios bitinos
skaldyti DNR ir grandinei pernesti. Sis rajonas giminiskuose transpozonuose gana konservatyvus. La-
bai daznai transpozony galuose randamas CA-3’ dinukleotidas. Jis randamas Mu, Tn7, IS30, Tn552,
IS3 $eimos elementy, retrovirusy genomuose. Seimininko baltymai taip pat jungiasi prie transpozono
galy. Sie baltymai daro jtaka transpozosomos susidarymui, nes veikia transpozazés geno raiska ir
transpozicijos aktyvuma.

Transpozaziy atpazinimo ir katalizinis domenai yra skirtingose baltymo vietose, tai, galbiit padeda
baltymui islikti lanks¢iam. Si savybeé reikalinga transpozazei N galu saveikaujant su vidiniu transpozo-
no galo atpazinimo rajonu ir kataliziniu domenu su iSoriniu atpazinimo rajonu. Atpazinimo domene
transpozazés turi spiralé-posukis-spiralé¢ (angl. helix-turn-helix, HTH) motyva, kuriuo jungiasi prie
DNR (96 pav.). Sis domenas labai paprastas vienuose JGE, pavyzdziui, IS transpozaziy, o kituose su-
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darytas i$ dviejy daliy, pavyzdziui, Mu, Ac, Tc transpozaziy ir gali atpazinti skirtingas DNR sekas. Pa-
vyzdziui, MuA baltyme uz tai atsakingi du greta esantys subdomenai 1 ir 1y. Mutacijos fago Mu ra-
jone, kuris koduoja Siuos subdomenus, panaikina arba susilpnina MuA gebé¢jima atpazinti elemento

galus. Abu subdomenai turi HTH motyva ir kiekvienas atpazista puse sekos, prie kurios jungiasi.
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96 pav. [vairiy transpozony transpozaziy struktiira. Tikri arba galimi spiralé-posiikis-spiralé
(HTH) motyvai (pavaizduoti tamsiai pilka spalva). Katalizinio domeno konservatyvioji dalis, tu-
rinti DDE motyva, nuspalvinta Sviesiai pilkai. Skai¢iai rodo baltyma sudaranc¢iy aminorugsciuy
skaiciy (pagal Haren ir kt., 1999)

Integraziy saveika su DNR Siek tiek skiriasi nuo transpozaziy saveikos su DNR. Integrazés neturi
specifinio prisijungimo prie DNR. Juy N gale esantis HLH motyvas, atrodo, dalyvauja ne atpaZinimo, o
baltymy multimerizacijos procese. Sis skirtumas galbiit atspindi transpozony ir retroelementy biologi-
jos skirtumus. DNR sekos, su kuriomis saveikauja integrazés, yra nukleoproteininéje daleléje greta pa-
ties fermento, o transpozazées turi atpazinti transpozono galus ir jungtis prie ju, kai JGE jau isiterpes {
Seimininko DNR. Be to, virusiy DNR galy atpaZinimg gali palengvinti ir tai, kad jie yra fiziniai DNR
molekulés galai.

Transpozaziy ir integraziy struktiiros tyrimai atskleidé konservatyvius $iy baltymy rajonus, kuriy
centre yra DDE motyvas ir keletas papildomy gana konservatyviy aminortigsciy (ypac K ir R) liekany
(97 pav.). Sie konservatyviis rajonai buvo pavadinti N2, N3 ir C1. Pagrindinis $ios triados vaidmuo —
sujungti dvivalencius katijonus, reikalingus katalizés reakcijai. DDE motyvo svarba buvo irodyta mu-
tagenezes eksperimentais. Mutacijos, kurios pazeisdavo integraziy genus, kliudé cDNR galy subrandi-
nimui ir sujungimui. Tai rodo, kad DDE ieina i katalizini centra. Nors mutagenezés eksperimenty su
transpozazémis atlikta maZiau nei su integrazémis, jie taip pat patvirtino DDE motyvo svarba transpo-
zicijos katalizéje. Svarbus vaidmuo transpozicijos reakcijoje tenka ir dvivalenciy metaly (Mg*", Mn*",
Ca®', Zn*", Co*") jonams. Jie veikia kaip kofaktoriai ir dalyvauja susidarant transpozosomai. Ypa&
svarbiis Mg®" jonai, su kuriais saveikauja DDE motyvas (Mitzuuchi, 1992).
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97 pav. Transpozaziy ir integraziy DDE motyvai. N2, N3 ir C1 - konservatyvis rajonai (pagal Ha-
ren ir kt., 1999)

Dar viena svarbi eukarioty ir prokarioty JGE transpozaziy savybé — jungimasis {1 kompleksus
(multimerizacija). Tai svarbu sinapsiniam kompleksui susidaryti, protomerams katalizés metu savei-
kauti, transpozazés aktyvuma valdyti. Susidarant transpozosomai, dalyvauja nevienodas rekombinazés
subvienety skaicius. Pavyzdziui, Tn5 transpozicijos metu i §j kompleksa jeina du transpozazés subvie-

netai, o0 Mu transpozazé¢ ir retrovirusy integrazes saveikauja su DNR kaip tetramerai.
3.2.8. Retrotranspozonai ir retropozonai

3.2.8.1. Mieliy Ty retrotranspozonai

Ty (angl. transposon yeast) elementai — tai pasikartojancios DNR sekos, paplitusios mieliy geno-
me. Jy transpozicijos daZnis maZesnis nei daugelio bakterijy transpozony: ~ 107-10"*. Nors atskiry Ty
elementy sandara gana skirtinga, juos galima grupuoti | dvi klases: Tyl ir Ty917. Ty elemento dydis
yra apie 6,3 kbp. Retrotranspozonas, isiterpgs 1 mieliy genoma, sukelia 5 bp dydzio sekos taikinio dup-
likacijas. Elementas savo galuose turi vienakryptes pasikartojancias sekas o (delfa), kurios yra 330 bp
ilgio (98 pav.). Pavieniai Ty elementai skiriasi nuo bendry vienos ar kitos klasés pozymiy, nes turi de-
lecijy, intarpy ir kity mutacijy. Mieliy genome yra apie 30 Tyl kopijy ir mazdaug SeSios Ty917 kopi-
jos. Be to, & elementai gali egzistuoti ir pavieniui. Tada jie vadinami solo, 8s. Siy seky mieliy genome
yra apie 100. Ty elementas transkribuojamas dvejopai, dél to susidaro dviejy riisiy poli(A) ' RNR, kuriy
labai gausu mieliy lastelése (apie 5 proc. visos mRNR). Siy Ty mRNR transkripcija prasideda nuo
promotoriaus, esancio kairiajame d elemente. Vienos riisies transkripto ilgis yra 5 kbp, antros — 5,7 kbp
(99 pav.). Abiem atvejais transkripcija prasideda nuo retrotranspozono kairéje pus¢je esancio o ele-

mento, o ilgesniojo pasibaigia deSiniajame 6 elemente.
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98 pav. Mieliu S cerevisiae Ty retrotranspozono sandara. LTR — & elementas.
http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/Yeast_Biol/11 proc.20Y east proc.20Retrotransposons.pdf
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99 pav. Ty transkripcija. 5,7 kbp transkripto susidarymas

Ty yra du ASR, kurie nuskaitomi ta pacia kryptimi ir nezymiai persidengia. TyA4 koduoja DNR su-
riSant] baltyma. TyB seka turi sritis, homologiSkas retrovirusy atvirkStinei transkriptazei, proteazei ir
integrazei. Sie ASR savo sandara ir savybémis analogiski retrovirusy gag ir pol genams. Rekombinaci-
ja vyksta ir tarp Ty elementy juy aktyvios transpozicijos metu. Mieliy genome tarp viena kryptimi
orientuoty Ty elementy gali vykti geno konversija, kurios metu vieno elemento seka paverciama kito
seka. Ty retrotranspozonai gali i$sikirpti i§ genomo d¢l rekombinacijos tarp galiniy 6 seky. Tod¢l gana
daug 3s pavieniy kopiju genome galbiit ir yra Sios homologinés rekombinacijos rezultatas.

Ty kaip ir retrovirusai Sokin¢ja per RNR kopija. Nors jie nesuformuoja infekciniy daleliy, taciau
lastelése, kuriose buvo aktyvuota transpozicija, kaupiasi | virusus panasios dalelés (VPD) (100 pav.).
Jose yra visa Ty RNR kopija, proteaze, atvirkstinés transkriptazés aktyvuma turintis baltymas ir integ-

raze.

1‘:1 p6 gl
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100 pav. VPD, kuria sudaro Ty retrotranspozonas, sandara: Ty RNR (juoda kreivé) naudojama kaip matri-
ca dgDNR sintezei. http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/Yeast Biol/11 proc.20Yeast
proc.20Retrotransposons.pdf

TyA koduoja polipeptida, kuris skaldomas ir suformuoja i virusa panasios dalelés apvalkala. Gali-
ma teigti, kad Ty retrotranspozonai veikia kaip retrovirusai, kurie prarado env gena, todél negali tai-
syklingai savo genomo patalpinti dalel¢je. Mieliy genome daugelis Ty neaktyvis, nes prarado gebéji-

ma keisti savo vieta.
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3.2.8.2. Vaisinés muselés (D. melanogaster) copia retrotranspozonai

Vaisingje musel¢je labiausiai paplit¢ JGE — copia retrotranspozonai, FB Seimos ir P elementai.
Copia $eima taip pavadinti dél didelio skai¢iaus labai panasiy seky, nuo kuriy nuskaitoma mRNR. Siy
elementy kopijy skaicius (20—60) priklauso nuo muselés kamieno. Sekos iSbarstytos po genoma. Copia
retrotranspozono dydis mazdaug yra 5000 bp. Jo galuose esanciy vienakrypciy _pasikartojanciy seky
ilgis 276 bp. Kiekviena tokia seka turi invertuotas sekas galuose. Copia turi viena ASR, nuo kurio su-
sidaro 4227 bp ilgio transkriptas. ASR seka panasi i retrovirusy gag ir pol sekas. Taciau Sie elementai

negali suformuoti { virusus panasiy daleliy.

3.2.8.3. Zmogaus retrotranspozonai

Daugiau kaip 45 proc. Zzmogaus genomo sudaro JGE (Batzer ir Deininger, 2002), i§ kuriy 32 proc.
genome sudaro LTR neturintys retrotranspozonai, dar vadinami retropozonais — tai pasikartojancios
sekos, kurios plinta atvirkstinés transkripcijos budu ir skirtingai nei retrotranspozonai ar retrovirusai
neturi ilgy galiniy seky (LTR). Ju dalis kai kuriy eukarioty genomuose sudaro net 50 proc. Retropozo-
nai skirstomi i dvi grupes: ilgus — LINE (angl. long interspersed elements) ir trumpus — SINE (angl.
short interspersed elements). LINE elementams priskiriamos sekos, didesnés nei 500 bp, SINE — ma-
zesnés nei 500 bp. LINE elementai skirtingai nei SINE, gali turéti ASR, kurie koduoja baltymus, reika-
lingus transpozicijai.

Zinduoliy genomuose daZniausiai aptinkami LINE retropozonai — L1. Jie sudaro apie 17 proc.
zmogaus DNR (Ostertag ir Kazazian, 2001). Viso L1 elemento dydis — apie 6500 bp. Taciau zinduo-
livose daugelis Siy elementy yra neaktyvis, nes gali biiti prarade 5’gala arba patyre kitas mutacijas. I$
7mogaus genome esanéiy 520 000 L1 retropozony tik 3000—5000 turi visa seka. Siy elementy genome
yra 5’ netransliuojamas rajonas (UTR), kuriame yra vidinis promotorius, du ASR ir 3° UTR galas, uz-
sibaigiantis AATAAA poliadenilinimo signalu bei poliA uodega. Retrotranspozicija, kurios metu ele-
mento kopija isiterpia { nauja genomo vieta, vyksta keliais etapais: transkripcijos, RNR subrandinimo
(procesingo), mRNR eksporto i citoplazma, transliacijos, potransliacinés modifikacijos ir RNP susida-
rymo, sugrizimo { branduoli, jame vykstancios atvirkstinés transkripcijos ir isijungimo | genoma (101
pav.). L1 transkripcija, matyt, vykdo RNR polimerazé II. Jos susintetinti transkriptai tradiciskai yra
modifikuojami: pasalinami intronai, prijungiama poliA ir 7-metilguanozino ,.kepuré“. L1 turi poliade-
nilinimo signala, dé¢l kurio tikriausiai §i modifikacija vykdoma. Tacdiau L1 ASR neturi introny, prie
transkripty neprijungiama metilguanozino kepuré. L1 mRNR yra nebiidinga Zinduoliy lasteléms, nes
yra bicistroniné. Jy transliacijos mechanizmo detalés dar nelabai aiskios. ASR1 koduoja baltyma, kuris
saveikauja su RNR ir turi Saperono savybiu. ASR2 koduoja apie 150 kDa baltyma, turinti tris konser-
vatyvius domenus: N gale endonukleazés, centre — atvirksStinés transkriptazés ir daug cisteino turtinti
domena. L1 nukleazé skaldo DNR, kurios apytikslé seka — AA/TTTT. Skaldymo vietos pasirinkima

veikia ir saito chromatino strukttra. Atvirkstiné transkripcija pradmeniu naudoja taikinio sekos gala
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(angl. target primes reverse transcription, TPRT). Pirmiausia ji buvo aprasyta nariuotakojy retropozo-
ne R2. Jis turi tik viena ASR, kuris koduoja baltyma, pasizyminti II tipo restrikcijos endonukleazes ir

AT savybémis. Manoma, kad panasy mechanizma turi ir L1 elementas.
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101 pav. Aktyvaus L1 elemento transkripcija ir transpozicija: RNP — ribonukeoproteininis kom-
pleksas. TPRT — atvirk$tiné transkripcija nuo taikinio sekos galo kaip pradmens.
www.igh.cnrs.fr/.../workbucheton.html

Nustatyta, kad L1 koduojami baltymai veikia dazniausiai in cis (vadinamoji cis pirmumo taisyklé).
Siuo atveju tam tikro elemento koduojami baltymai saveikauja su juo paciu. I§imtis yra Alu, SVA
elementai ir kai kurie pseudogenai (101 pav.). Ju transpozicijai gali biiti panaudota L1 endonukleaze ir
atvirkStiné transkriptaz¢ (Ostertag ir Kazazian, 2001; Chen ir kt., 2007).

L1 retrotranspozonai, dalyvaudami ivairiuose rekombinacijos ivykiuose, gali sukelti zmogaus li-
gas. Tarp genome esanciy L1 seky gali vykti homologiné rekombinacija (102 pav.), jos gali isiterpti i
genus ir sutrikdyti ju veikla (103 pav.). Zinoma ne maZiau 13 Zmogaus ligy, kurias sukélé L1 intarpai
(Ostertag ir Kazazian, 2001). Daugiausia ju nustatyta X chromosomoje. L1 elementai gali sukelti ir
Salia esancios genetinés medziagos transdukcija. Pirmiausia tai buvo nustatyta 1994 m. zmogaus di-
strofino gene, i kurj isiterpé L1 retropozonas, kuris savo 3’gale tur¢jo daugiau kaip 500 papildomy nu-
kleotidy (Holmes ir kt., 1994). L1 elementai gali pernesti zemiau esanciy geny egzonus, ir isiterpg nau-

jose vietose sukurti hibridinius genus. Zmogaus genomo duomeny baziy analizé parodé, kad apie 20
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proc. L1 intarpy 3’gale turi transdukuotas svetimas sekas. Kadangi retrotranspozonai gali buti nuskai-
tomi ir nuo auksciau ju esanciy promotoriy, tai gali biiti perneSamos ir tos sekos, kurios yra auksciau

elemento 5’°galo.
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102 pav. Homologiné rekombinacija tarp L1 ar kity JGE gali sukelti delecijas vienoje i§ saveikau-
jan¢iy DNR molekuliy
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103 pav. Retrotranspozono isiterpimas i gena gali sukelti geno inaktyvavima arba sustiprinti jo
raiSka. http://newfish.mbl.edu/Course/Lectures01/PDF/voytaslecture.pdf

Geno i$veiklinimas

I§ SINE elementy Zzmogaus genome labiausiai paplitusios Alu sekos. Sie retropozonai gavo pava-
dinima nuo restrikcijos endonukleazés Alul, kuri skaldé Sia pasikartojanciy seku frakcija (Houck ir kt.,
1979). Alu sekos yra apie 300 bp dydzio ir dazniausiai aptinkamos geny intronuose ir 3’ netransliuo-
jamose srityse, taip pat tarpuose tarp geny. Zmogaus genome §iy retropozony yra daugiau kaip1000
000 kopijy (apie 10 proc. genomo). Beveik neabejojama, kad Alu sekos kilo i§ 7SL RNR geno (Batzer
ir Deininger, 2002) (104 pav.). Pirmiausia, matyt, ivyko §io geno duplikacija, po to — naujos struktiiros
plitimas genomuose. Alu sekas, kaip ir 7SL RNR genus, transkribuoja RNR polimeraze III. Alu trans-
pozicijos mechanizmas panasus { LINE L1 ir kity LINE elementy. Kadangi Alu neturi geny, tai savo
transpozicijai reikalingus baltymus ,,pasiskolina“ i§ L1. Tik keletas Alu seky, vadinamy ,,pagrindiné-
mis* arba ,,genais pradininkais®, gali vykdyti retropozicija, t.y. gaminti savo kopijas, kurios isiterpia i
kitas genomo vietas. Nors yra dar neatsakyty klausimy, manoma, kad pagrindinés priezastys, lemian-

Cios Alu gebéjima daugintis, yra Sios: transkripcinis aktyvumas, specifiniy transkripty gebéjimas sa-
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veikauti su retropozicijos sistemos komponentais ir galblit poliA uodegos homogeniskumas ir ilgis,
nuo kurio priklauso atvirkstinés transkripcijos pradmens susidarymas. Nors daugelis Alu seky turi vi-
dini RNR polimerazés III promotoriy, taciau vien jo nepakanka transkripcijai in vivo. Dar reikalingos
tam tikros sekos, esancios uz elemento riby. Taigi Sis reiSkinys labai priklauso nuo Alu genetinés ap-
supties, nuo genomo vietos, kurioje jis yra. Netgi aktyvios Alu sekos gali greitai buti nuslopinamos,
nes jose yra 24 ar daugiau CpG dinukleotidy, kuriuose daznai jvyksta mutacijos dél 5-metilcitozino
liekany deamininimo. Alu sekos, isiterpusios | nauja vieta genome, metilinamas dazniausiai vyksta pa-
gal tos vietos situacija. Po to vyksta visiS8kas elemento nuslopinimas dél mutacijy, kuriy metu
5-metilcitozinas virsta timinu. Be to, Alu sekos gali prarasti aktyvuma ir dél mutacijos oligo(dA) uo-
degoje, kuri taip pat svarbi retropozicijai. Dél Siy priezasCiy daugelis Alu seky turi mazas galimybes

daugintis.
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104 pav. 7SL RNR geno ir Alu retropozono sandara. 7SL RNR geno transkripcija vyksta nuo vi-
dinio RNR polimerazés III promotoriaus (A) ir enhancerio (EN). Alu seka turi sudétingesni RNR
polimerzés III promotoriy (A + B). RNR polimerazés III vykdomos transkripcijos nutraukimas
ivyksta TTTT sekoje. Alu retropozonas sudarytas i§ dvieju daliy, kurios Siek tiek skiriasi. 3° seg-
mente yra 31 bp intarpas. Pilna Alu seka dar turi 3° oligo(dA) uodega. Alu centre yra A turtinga
sritis. Isiterpusi elementa i$ abieju pusiuy supa trumpos vienakryptés pasikartojancios sekos (zali
trikampiai), kurios susidaro elemento isiterpimo metu dél sekos taikinio padvigubéjimo.
biol.If1.cuni.cz/ucebnice/en/repetitive_dna.htm

Mutacijos, kurios ivyksta ,,genuose pradininkuose®, perduodamos juy kopijoms. Todél taip atsiran-
da Alu seky poseimiai (105 pav.). Pagal ju pobiudi ir pokyciu skai¢iy galima nustatyti, kada susidaré
vienas ar kitas toks poSeimis. Evoliuciskai senesnése Alu seky grupése tokiy svarbiy sistematiniu po-
zilirilu mutacijy yra maziau, tac¢iau jose daugiau atsitiktiniy mutacijy.

Zmogaus genome Alu seky pagauséjimas vyko evoliucijos eigoje nevienodu grei¢iu. Didysis $iy
seky plitimas vyko mazdaug pries 40 mln. mety. Nuo to laiko ju retropozicijos daznis sumazejo bent
dviem eilémis. Sio reiskinio prieZastys aiskinamos tik hipotezémis. Manoma, kad galbiit zmogaus ge-
nomas surado priemones apriboti §iy elementy transpozicijos daznj, arba tuo, kad genome visos tinka-
mos isiterpimo vietos jau yra uzimtos. Tik zmogui budingi Alu poSeimiai sudaro labai nedidelg (0,5
proc.) miisy genome esanciy Alu seky populiacijos dali. Isiterpusios kai kurios Alu sekos sukelia geny
mutacijas, tac¢iau beveik visos mutacijos, kurios lieka, yra neutralios. Kai kurios Alu sekos isiterpé i
tam tikras genomo vietas visai neseniai, todél Zmoniy genomai Alu sekomis skiriasi. Tai vadinama Alu

intarpy polimorfizmu. Tokios polimorfiskos sekos aptinkamos tik kai kuriose zmoniy populiacijose
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arba tik kai kuriose Seimose. Tokiy Alu seky yra apie 1200. Jos lemia Zzmoniy genetinj polimorfizma ir
tirlamos aisSkinantis zmonijos kilmés ir demografijos klausimus. Individai, kuriy Alu seky polimorfiz-
mas vienodas, yra bendros kilmés. Zinant Alu biologijos ypatybes, tikimybé, kad Zmoniy populiacijoje
1 ta pacia genomo vieta isiterpé nepriklausomai dvi Alu sekos, lygi 0. Dél $iu priezasciy Alu polimor-

fizmo tyrimai labai populiar@is ir Zzmoniy populiaciju genetikoje.

Pirmoji Alu seka
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105 pav. Alu seky poSeimiai. Jie skirstomi pagal 16 diagnostiniy pozymiy

Alu seky intarpai gali sukelti geny raiskos poky¢ius, kurie gali pakeisti promotoriy metilinimo sta-
tusa, suardyti promotorius arba inesti papildomas reguliacines sekas, pavyzdziui, kai kuriuose Alu po-
Seimiuose aptinkamus steroidiniy hormony jungimosi saitus. Lygiagreciai Alu gali tiesiogiai isiterpti {
koduojancia geno dalj, suardyti ASR, sukelti nonsens ar rémelio poslinkio mutacijas arba sutrikdyti
geno splaisinga. Alu seky intarpai atsakingi uz ~0,1 proc. Zzmogaus ligu (neurofibromatoze, hemofilija,
kai kurias vézio formas, Aperto sindroma ir kt.).

Alu seky genome labai daug, todél tarp ju gali vykti homologiné rekombinacija, kuri gali sukelti
delecijas, duplikacijas ir translokacijas. Vienuose genomo lokusuose jos daznis didesnis nei kituose.
Tai, matyt, priklauso ne nuo Siy seky kiekio, bet nuo jy panasumo. Kadangi senesnés Alu sekos yra
labiau divergavusios (~ 20 proc.) viena nuo kitos, tai rekombinacijos tikimyb¢ tarp juy yra mazesné nei
tarp jaunesniy Alu seky, kuriy divergencija sudaro maZiau nei 1 proc. Siuo pozitriu CpG dinukleotidy
motyvy metilinimas ir jy mutacijos yra savotiskas apsauginis mechanizmas nuo homologinés rekom-
binacijos tarp Alu seky. Manoma, kad apie 0,3 proc. zmogaus ligu sukelia homologiné rekombinacija
tarp Alu retropozony (Batzer ir Deininger, 2002). Homologinés rekombinacijos tarp $iu seky daznis

priklauso ir nuo individo genotipo. Nustatyta, kad individuose, kuriuose paZeistas 7P53 genas, homo-
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loginé rekombinacija vyksta dazniau. Alu seky isiterpimas i nauja vieta gali sukelti skirtumus tarp ho-
mologiniy chromosomuy lokusuy, dél to gali sumazéti krosingoverio daznis tarp jy. D¢l Sios priezasties
gali susidaryti genetinis barjeras tarp individy ar populiacijy riiSies viduje. Manoma, kad tai galé¢jo nu-

lemti ir naujy riisiy atsiradima.
3.2.9. JGE panaudojimas

JGE — tai ne tik jdomus genetinis reiskinys, bet ir nepakei¢iama priemoné tiriant ir pertvarkant
biologinius procesus jvairiuose organizmuose. Transpozony praktinis panaudojimas ivairiausiy gyvy
butybiy molekulingje genetikoje toks isptidingas, kad jo neimanoma pervertinti. Galima teigti, kad
JGE naudojami trims pagrindiniams tikslams: 1) genams iterpti i generatyvines lasteles; 2) somatiniy

lasteliy transgenezeje/geny terapijoje; 3) mutagenezéje (Largaespada, 2003).

3.2.9.1. Geny jterpimas j generatyvines lgsteles

Stuburiniy gyviiny generatyviniy lasteliy transgenezé buvo atlikta varliagyvio Xenopus tropicailis,
zebrazuvés (Dana rario), pelés (Mus musculus) lasteliy kultiirose. Buvo panaudoti transpozonai, akty-
vis stuburiniuose gyviinuose. Véliau pritaikytos ir heterologinés sistemos. Pavyzdziui, | vis¢iuko gene-
ratyvines lasteles buvo ijterptas aktyvus D. melanogaster elementas Mariner. Transpozonai patogis
tuo, kad i juos iterpti transgenai patenka i recipiento genoma nepatyre pokyciu. Tai patogu lyginant su
linijinés DNR ijterpimu mikroinjekcijy metu i pronukleusa. Pastaruoju atveju tokia DNR sudaro konka-
tamerus ir, isiterpdama | genoma, patiria jvairius pokycius. Transpozonuy transgenezés trukumas, kad
neimanoma i vieng lokusa jterpti daug transgeno kopiju. Didesnis kopiju skai€ius vertinamas kaip bii-
das iSvengti visiSko geno nutildymo. Norint iSvengti endogeniniy transpozony mobilizacijos, reko-

menduojama stuburiniy gyviiny geny inZinerijoje naudoti evoliuciskai tolimy rasiy JGE.

3.2.9.2. Transpozony panaudojimas somatiniy lasteliy geny inZinerijoje

Transpozonai kaip vektoriai uztikrina stabily transgeno isiterpima i chromosoma. Daugiausia Sia
linkme dirbama kuriant Zzmogaus geny terapijos metodus. Transpozony pagrindu sukurti vektoriai yra
maziau imunogeniski nei virusiniai, todél labiau tinkami pakartotiniam gydymui. Transpozony siste-
mos placiai naudojamos kuriant peliy linijas, kuriose stipri {vairiy onkogeny raiSka. Transpozonai vis
placiau naudojami biotechnologijoje. Nors manoma, kad, kuriant transgeninius gyviinus, kurie gamina
svetimus baltymus, geriau naudoti generatyviniy lasteliy transgenezg, taciau grei¢iau ir pigiau sveti-
mus genus (monokloniniy antikliny, augimo ir kres¢jimo faktoriy ir kt.) iterpti { tam tikras dideliy gy-

viiny somatines Iasteles.

3.2.9.3. Svarbesni stuburiniy gyviiny JGE naudojami geny inZinerijoje

IS stuburiniy retroelementy bene geriausiai istirti ir, genetiSkai modifikavus, genuy pernasai pritai-
kyti yra LINE elementai (Ostertag ir Kazazian, 2001). Zmogaus L1 elemento promotorius aktyvus tik

gemalinése lastelése, taciau L1 transkriptus galima gauti naudojant ir heterologini promotoriy. L1 ret-
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ropozonas klonuotas i§ hemofilija A sergancio paciento geno, koduojancio faktoriy VIII. Elementas
buvo pertvarkytas, i jo 3’UTR sriti iterpus atsparumo neomicinui (Neo) gena. Toks L1 pagrindu sukur-
tas vektorius buvo aktyvus zmogaus ir pelés lasteliy kultiirose (Moran ir kt., 1996). Dar viename L1
variante Neo genas buvo pakeistas Zalio fluorescuojancio baltymo genu (angl. green fluorescent pro-
tein, GFP). Siuo atveju transpozicija galima nustatyti pagal fluorescuojanéiy lasteliy atsiradima. L1
sistemos privalumas yra tai, kad naudojant $ig sistema, galima sukelti mutacijas atsitiktine tvarka vi-
same genome. Pagrindinis triikumas — nedidelis vienai gametai tenkanciy intarpy skaicius, kuri lemia
tai, kad L1 vektorius netoleruoja didesnio dydzio svetimos DNR. DaZniausiai L1 vektoriai i Zmogaus
lasteles, auginamas kultiiroje, iterpiami naudojant adenovirusus. Po to vyksta L1 retrotranspozicija i
lastelés genoma.

Dar vienas perspektyvus stuburiniy JGE yra transpozonas Tol2, atrastas zuvy genome ir vertina-
mas kaip labai perspektyvus zuvy geny inZinerijoje. Tol2 — pirmasis stuburiniy gyviny ,,cut and paste
tipo transpozonas. Jo transpozazés gena gali valdyti svetimas promotorius. Pats elementas buvo modi-
fikuotas iterpus i ji geny kasete (Kawakami ir kt., 2000). Tokia dvieju komponenty sistema gali biiti
naudojama ivairiy geny pernasai. Ji efektyviai panaudota zebrazuvés generatyviniy lasteliy transgene-
z¢je. Kol kas nepavyko Tol2 elemento pritaikyti zinduoliy lasteléms.

Tcl/Mariner elementai aptikti visy ligi Siol tirty stuburiniy genomuose, taciau neaktyvis dél mu-
tacijuy transpozazés gene. Mariner ir Tcl transpozazés buvo iSgrynintos ir gali biiti panaudojamos
transpozicijos reakcijoje in vitro. Svarbu tai, kad jokio kito baltymo $iai reakcijai vykti in vitro nerei-
kia. Labai nuodugniai iStirti du Sios grupés elementai — Mos1 ir Himarl paplit¢ vabzdziuose. Jie veikia
ir heterologinése sistemose. Pavyzdziui, Mos1 gautas 1§ D. mauritania, taciau veikia ir geltonaja kars-
ting platinan¢iame moskite Aedes aegypti (Coates ir kt., 1998). Todél daug vil¢iy dedama i Siy
Tcl/Mariner tipo transpozony panaudojima stuburiniy gyviiny geny inzinerijoje. Mosl jau pavyko
iterpti 1 viS¢iuko, o Mariner ir Tc3 — { zebrazuvés generatyvines lasteles. Kitas tos pacios grupés ele-
mentas — Minos i3 D. hydei veiklus ir zmogaus lasteliy kultiirose. Sis transpozonas kaip geny gaudyklé
panaudotas HeLa lasteliy kulturose. Ji bandoma pritaikyti ir insercinei mutagenezei zinduoliy Iastelése.
Dar vienas idomus ir perspektyvus Tcl/Mariner Seimos atstovas — Sleeping Beauty (SB). Tai dirbtiniu
budu, panaudojant neveiklius laSiSiniy Zuvy genomo elementus, sukurtas transpozonas. Tai pirmasis
stuburiniy transpozonas, kurj pavyko atkurti i§ neveikliy endogeniniy elementy. Si atkirimo procedira
buvo labai sudétinga, ja sudaré 10 zingsniy, todél gautas elementas pavadintas SB10. Neblogu rezulta-
ty gauta naudojant Siuos transpozonus somatiniy lasteliy geny inzinerijoje. I SB transpozona klonuotas
faktoriaus IX genas buvo iterptas | hemofilija B serganciy peliy linija. Kad efektas biity ilgalaikis, nuo-
lat reikia jterpti transpozona su minétu genu ir plazmidg, turin¢ia aktyvy transpozazés gena. PanaSus
reikSmingas laiméjimas gautas iterpus FAH gena i peliy, serganciy tirozinemija, kepeny lasteles bei

LAMB3 gena i zmogaus odos lasteliy kultiira, paimta i§ paciento, sergancio epidermolysis bulbosa sin-
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dromu. Taip pat sukurti binariniai vektoriai, kuriais adenovirusai inesa i zmogaus hepatocity lasteles

tiek SB transpozona, tiek SB10 transpozazg¢ ir uztikrina laiking transgeno raiska (Yant ir kt., 2002).

3.2.9.4. Transpozony panaudojimas mutagenezéje

Transpozonai placiai naudojami D. melanogaster ir augaly mutagenezéje. Pavyzdziui, jau nuo
1982 m. Siam tikslui jie naudojami vaisin¢je museléje (Spradling ir Rubin, 1982; Walbot 2000).
Transpozonai mutagenezéje patogls tuo, kad jie kartu pazymi ir jsiterpimo vieta. O cheminiai ar fizi-
niai mutagenai sukelty pazaidy vietose nepalieka lengvai aptinkamy pédsaky. Vis délto, ypa¢ eukario-
tuose, transpozono isiterpimas | gena ne visada salygoja akivaizdy fenotipo pokyti. Tai lemia eukario-
tams budingas geny funkcijy perteklius (angl. functional redundancy) arba ankstyvas letalus fenotipas.
Siekiant jveikti Siuos sunkumus, buvo sukurti modifikuoti transpozonai, kurie turi gena reporteri ir (ar)
tam tikras reguliacines sekas. Jiems isiterpus i genus arba Salia jy, indukuojama geno reporterio raiska.
Tokie JGE pagrindu sukurti vektoriai vadinami geny gaudyklémis, kurios biina trijy raSiy: 1) enhance-
riy (angl. enhance — didinti, stiprinti); 2) promotoriy ar 5’ geno dalies; 3) poliadenilinimo signalo ar 3’
geno dalies.

Enhanceriy gaudyklés turi reporterini gena su labai silpnu promotoriumi. [siterpus tokiam vekto-
riui greta recipiento geno, gaudykléje esanti gena-reporteri veiks originalaus geno enhanceriai. Tai su-
kels geno-reporterio raiSka ir leis atrinkti klonus, kuriuose transpozono vektorius isiterpé greta geny.
Pirmiausiai tokie modifikuoti JGE buvo panaudoti vaisin¢je musel¢je ir pel¢je ( Furth ir kt., 1994;
Duffy 2002). Promotoriy ar 5’ geno daliy gaudyklés buvo sukurtos retrovirusuy pagrindu ir iSbandytos
peliy embrioninése kamieninése lastelése. Vektoriai tur¢jo splaisingo akceptoriu, uz kurio buvo iterp-
tas atsparumo antibiotikui (puromicinui, G418) genas. Siuo atveju jsiterpima i recipiento gena galima
nustatyti pagal sulieto baltymo atsiradima. Poliadenilinimo seky ar geno 3’galy gaudyklés turi vidini
promotoriy, kuris valdo gena-reporterj arba atsparumo antibiotikui gena, uz kurio istatytas splaisingo
donoras, bet néra splaisingo akceptoriaus ar poli(A) sekos. Jeigu vektorius isiterpia { DNR sriti be ge-
ny, geno reporterio koduojamas baltymas nesusidaro, nes transkriptas néra nei karpomas, nei poliade-
nilinamas. D¢l to RNR transkriptas yra nestabilus ir neeksportuojamas i§ branduolio. Jeigu vektorius
isiterpia i gena ir dar ta pacia geno orientacijai kryptimi, tai jvyksta Zemiau esanciy egzony splaisingas
ir susidaro stabilus sulietas poliadenilintas transkriptas. Taigi Siuo atveju yra reporterinio geno raiska.
Taip galima atrinkti lasteliy klonus, kurie turi transpozono intarpus genuose, net jeigu néra geny rais-
kos embrioninése kamieninése lastelése iprastomis salygomis.

Transpozonai placiai panaudojami augaly funkcingje genomikoje. Kukuriizuose buvo atrasti Sie
JGE: Ac, Supressor-Mutator/Enhancer (Spm/En) ir Mutator (Mu). Jiems giminiski elementai aptikti ir
kitose augaly ruSyse: pavyzdziui, Tam3 aptiktas Antirrhinum majus; Tagl — A. thaliana; Slidel — Ni-
cotiana tabacum. Visi Sie elementai giminiski Ac. Endogeniniai transpozonai buvo panaudoti klonuo-

jant kukurtizy, zioveinio, petunijos genus. Kai kuriy $iy transpozony Seimininko genome yra nemazas
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kopiju skai¢ius. Pavyzdziui, kukuriizy genome yra per 100 Mu kopiju. Tai panaudojama didelés apim-
ties mutagenezei vykdyti. Taciau kartais tai sukelia ir nepatogumy, nes tame paciame genotipe yra
daug naujy transpozono intarpy, kurie sunkina rezultaty analiz¢. Mu Seima — viena sékmingiausiai pa-
naudoty Sio pobudzio darbuose. Ja sudaro autonominis elementas MuDR bei neautonominiai elementai
Mul ir Mu8. Panaudojus $iuos elementus, klonuota keletas kukuriizy geny. Sios $eimos elementai $o-
kingja | nauja vieta 2050 proc. dazniau nei Ac ir Spm. Be to, naujai atsiradg aleliai gana stabils. Ta-
¢iau iki Siol nepavyko panaudoti Sios Seimos JGE kitose augaly riisyse. 1986 m. pirmakart augaly
transpozonai panaudoti heterologingje sistemoje. [rodyta, kad kukurtizy Ac/Ds elementas gali biiti ak-
tyvus N. tabacum. Véliau jis pritaikytas mutagenezei ir kitose augaly riiSyse: vairenyje, ryZiuose, po-
midoruose, petunijoje, linuose, morkose, liucernoje, bulvése ir kt. Kitose riSyse gali veikti ir Spm/En
bei Tagl elementai.

Augaly retrotranspozonai taip pat sukelia savaimines mutacijas ir i§lieka labai stabiliis naujoje vie-
toje. Be to, skirtingai nuo DNR transpozony jie perSoka i labai tolimas genomo sritis. Ta¢iau jy trans-
pozicijos daznis augaluose labai mazas. Vienas perspektyviausiu yra ryziy retrotranspozonas Tos17.
Jis aktyvuojasi audiniy kultirose gana dideliu dazniu ir sukelia stabilius intarpus.

Pateikti kai kurie JGE praktinio pritaikymo pavyzdziai. Siy molekuliy isskirtinés savybés rodo,

kad Sie elementai bus labai svarbiis gyviny ir augaly geny inZinerijoje bei geny terapijoje.
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4. V(D)J rekombinacija

4.1. Pagrindinés V(D)J rekombinacijos savybés

V(D)J rekombinacija — tai rekombinacija tarp variable (liet. — kintamas), diversity (liet. — ivairo-
ve) ir joining (liet. — jungtis) geny segmenty, ypac svarbi stuburiniy gyviiny imunitetui. Ji nulemia T ir
B limfocity receptoriy bei sekretuojamy imunoglobuliny (Ig) ivairovés susidaryma (Brandt ir Roth,
2002). Sios molekulés svarbios atpaZjstant svetimus baltymus, patekusius { Zmogaus ir kity stuburiniy
gyviiny organizma. Si somatiné rekombinacija vyksta T ir B limfocity raidos metu. Antigeno atpaZi-
nima nulemia variabilusis imunoglobulino ar receptoriaus molekulés rajonas, kurio koduojamosios se-
kos susidaro del V(D)J rekombinacijos (106 pav.). Kiekvienoje T ir B limfocity lasteléje susidaro vis
kitokia imunoglobulino geno variabilioji dalis. Zinomi septyni lokusai, dél kuriy rekombinacijos susi-
daro T ir B limfocity antigeny receptoriy ivairové (Jung ir kt., 2006). Jiems priklauso Ig sunkiosios
grandinés lokusas (/gH) ir du lengvosios grandinés lokusai (Igx ir Igh), kurie koduoja B limfocity anti-
geny receptorius bei sekretuojamus antiklinus, taip pat keturi T lasteliy receptoriy lokusai g, J, a, .
Geriausiai Ig genetika istirta peléje. Sis organizmas turi tris Ig lokusus. Vienas koduoja sunkiaja Ig
granding, o du — lengvaja. Kiekviename lokuse yra pastovioji ir variabilioji dalis. Pastarojoje yra {vai-
rus skaicius V, D, J segmenty. Kad susidaryty veiklus genas, konkretiis vieno ar kito tipo segmentai
turi buti sujungti betarpiskai (107 pav.). Pelés IgH lokusas yra mazdaug 3 Mbp dydzio ir aptinkamas
netoli 12-0s chromosomos galo. Jame yra per 150 V' geno segmenty, 12-13 Dy ir 4 Jy. Panasi ir Zmo-
gaus IgH lokuso variabiliosios dalies struktiira. Vykstant sunkiosios grandinés lokuso persitvarkymui,
vienas 1§ Dy segmenty sujungiamas su kokiu nors Jy segmentu. Po to vienas i§ daugelio V' segmenty
prijungiamas prie D/ Kiekvienas toks segmentas apsuptas trumpy seky, vadinamy rekombinacijos
signalinémis sekomis (angl. recombination signal sequence, RSS). Sias sekas atpaZista baltymai, vadi-
nami RAG1 ir RAG2 (angl. recombination activating gene). Veikdami kartu jie sukelia dvigrandzius
trikius. Si rekombinacija ypatinga tuo, kad jos metu vyksta specifiniy seky atpaZinimas ir netikslus

DNR galy, susidariusiy proceso metu, sujungimas.
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106 pav. Imunoglobulino (Ig) molekulés sandara ir genai. Ig arba antiklinai sudaryti i$ dviejy sun-
kigju (50-70 kDa) ir dvieju lengvyju (22 kDa) grandiniy. Sunkiosios ir lengvosios grandiniy NH;
galas yra variabilus. Jam budinga unikali aminoriigi¢iy seka. Sis baltymo rajonas specifiskai sa-
veikauja su antigenu (pagal Passarge, 1995)
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107 pav. V(D)J rekombinacija lemia dalies genetinés medziagos praradima. Rekombinacijoje da-
lyvauja specifinés RSS sekos, supancios kiekviena geno V, (D), J segmenta
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RSS yra dviejy tipy. Kiekviena ju sudaro vidutinio konservatyvumo sekos i§ septyniu (heptameras)
ir devyniy (nanomeras) nukleotidy, atskirtos viena nuo kitos maziau konservatyviu tarpikliu i§ 12 arba
23 bp (Gellert, 2002). DNR molekulés skaldymas ir rekombinacija vyksta riboje tarp heptamero ir ko-
duojamosios sekos. D¢l rekombinacijos dalis genetinés medziagos yra prarandama, o po DNR galy
subrandinimo nehomologinés rekombinacijos biidu tarpusavyje sujungiamos koduojamosios skirtingy
geny segmenty sekos (susidaro vadinamoji koduojamoji jungtis) ir heptameras prie heptamero (signa-
liné jungtis). Lasteléje rekombinacija vyksta tarp signalinés sekos, turin¢ios 12 bp tarpikli, ir kitos, tu-
rin¢ios 23 bp tarpikli. Sis reiskinys vadinamas 12/23 taisykle. Vy ir Jy geny segmentus supa 23 bp
RSS, o Dy i8 abiejy pusiy — 12 bp RSS. Todél 12/23 taisyklé lemia, kad didziausia dalis /gH lokuso
persitvarkymuy, kuriuose dalyvauja Vi geno segmentai, turés Dy geno segmenta, iterpta tarp Vy ir Jy
geny segmenty (108 pav.). Panasi tvarka galioja ir kituose lokusuose. Pavyzdziui, Igk lokuse visi V
segmentai sujungti su 12bp RSS, o J segmentai su RSS, turin¢iomis 23 bp tarpikli. Todél V ir J sujun-
gimas vyksta daug efektyviau nei V ir V, ar J ir J sujungimai, kuriems ivykus nesusidaro ASR. Signa-
liniy seku atpazinimas, minétos taisyklés igyvendinimas ir DNR molekuliy skaldymas priklauso nuo
RAG baltymy. RSS stuburiniuose gyviinuose labai konservatyvios. Tie patys motyvai aptinkami jvai-

riose riiSyse — nuo ryklio iki zmogaus.

A
Koduojamoji seka Koduojamoji seka
CACAGTG — ACAAAAACC
12 ar 23 bp
tarpiklis
B
lgH —D>—
lex
g
TCRa, TCRy
TCRP, TCR3 —Jpp— <[7J]

108 pav. A — rekombinacijos signalinés sekos (RSS); B — juy iSdéstymo tvarka antigeny receptoriy
lokusuose; (pagal Gellert, 2002)

Kaip parodé mutagenezés eksperimentai, tam tikri pokyciai Siose sekose visgi toleruojami. Svar-
biausi yra trys nukleotidai, esantys heptamere prie rekombinacijos saito. Mutacijos kitose heptamero
vietose leidzia vykti rekombinacijai. Nanomeras labiau variabilus nei heptameras (Gellert, 2002). Re-
kombinacija tarp toje pacioje molekuléje esanciy RSS yra 1000 karty efektyvesné nei tarp esanciy skir-
tingose molekulése. Lastelése tokiy tarpchromosominés rekombinacijos atveju nustatyta limfoidinio
audinio augliuose, taciau jie yra reti.

Koduojamosios ir signalinés jungéiy sandaros tyrimai atskleidé tiek ju susidarymo skirtumus, tiek
paties rekombinacijos proceso kai kurias ypatybes. Signalinés jungtys dazniausiai yra tikslios ir susida-
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ro susijungus heptamerams galais. Nedidelis Siy jung€iy skaicius gali turéti keleto nukleotidy intarpus
tarp heptamery galy. Koduojamosios jungtys — labai ivairios. Daznai jos biina praradusios keleta nu-
kleotidy nuo vienos ar abiejy koduojamuyjy seky galy arba turi papildomy nukleotidy, kuriy nebuvo
pradinéje DNR, intarpus. Visi Sie pokyciai labai svarbiis antigeny receptoriy {vairovei susidaryti, nes
koduojamoji jungtis lemia Ig ir TCR jungimosi su antigenu saito struktiira. Kadangi §i jungtis yra atsi-
tiktinés sandaros, tai apie 2/3 tokiy jungéiy yra netinkamos, kadangi sukelia rémelio poslinkius arba
prieslaikini baltymo sintezés nutraukima. Jeigu pirmasis persitvarkymas nes¢kmingas, galimi ir véles-
ni. Koduojamosios jungties susidarymo metu papildomi nukleotidai gali biiti iterpti dvejopai: 1) termi-
naliné deoksinukleotidiltransferaz¢ (TdT) gali prijungti 15 visiSkai naujy (nematriciniy) nukleotidy.
Nukleotidy prijungimui prie DNR galy dalyvaujant §iam fermentui, nereikia DNR matricos. Nematri-
ciniy intarpy koduojamosiose jungtyse neaptinkama pelése, kuriy TdT genas i§jungtas. 2) nukleotidai
yjungiami | koduojamasias jungtis pagal matrica. Rekombinacijoje $is biidas svarbesnis. Vadinamieji P
(palindrominiai) nukleotidy intarpai susidaro ant paskutiniyjy koduojamosios sekos baziy prie pat RSS.
Ju susidarymo mechanizma nulemia ,,segtuko®, esanc¢io koduojamosios jungties gale, suskaldymo po-
budis. Jeigu RAG baltymai segtukus skaldo ne simetriSkai centre, tai gaunami i$sikiS¢ viengranziai
DNR galai, kurie prie§ sujungima ar jo metu paverciami dvigrandziais (109 pav.). Todé¢l koduojamojo-
je jungtyje gali susidaryti trumpi palindromai. Daug maZziau Zinoma apie nukleotidy praradima susida-

rant $io tipo jungtims. Manoma, kad ¢ia dalyvauja viena ar kelios endonukleazes (Gellert, 2002).

109 pav. Galimos “segtuky”, susidaranc¢iy V(D)J rekombinacijos metu, skaldymo vietos

Lastelése, kuriose vyksta V(D)J rekombinacija, aptinkama daugiau nesujungty signaliniy galy nei
koduojamyjy. Todél galima manyti, kad pastarieji sujungiami grei¢iau. Pavyzdziui, peliy timocituose
TCRo lokuse aptinkama 1000 karty daugiau signaliniy galy nei koduojamyjy. Taciau pelés lastelése,
turinciose scid mutacija, abiejy tipu galy randama mazdaug vienodai. Tai rodo, kad veikiant Siai muta-
cijai sutrinka koduojamyjy jungéiy susidarymas.

V(D)J rekombinacijos stadijos: 1) RAGI ir RAG2 baltymai, veikdami kartu kaip rekombinaze, at-
paZzista RSS, vykdo ju sugretinima pagal 12/23 taisykle bei skaldo DNR riboje tarp heptamero ir greta

esancios koduojamosios sekos; 2) sujungiami DNR galai nehomologinés rekombinacijos budu.

4.1.1. RAG rekombinazé ir jos genai

RAGI1 ir RAG2 baltymai biidingi tik limfinéms lasteléms. Visi kiti rekombinacijai reikalingi
veiksniai néra tokie specifiski ir biidingi visoms lasteléms. Pelése su iSjungtais Rag/ ar Rag? genais
V(D)J rekombinacija visiskai nuslopinta. Tokiose pelése néra subrendusiy B ar T Iasteliy. Kadangi jo-
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kiy kity sutrikimy tokiose pelése nepastebéta, tai rodo, kad Sie genai veikia tik imuningje sistemoje.
RAG lokuso struktiira labai savita. Visose tirtos riiSyse Sie genai yra greta vienas kito, taciau orientuoti
prieSpriesSine kryptimi. Daugelyje genomuy (Xenopus, vis€iuko, pelés ir Zmogaus) jie neturi introny.
Todél spéjama, kad stuburiniuose gyviinuose Sie genai yra transpozoninés kilmés. Pradedant zuvimis,
visy stuburiniy Ragl ir Rag2 genai labai panasiis. Zemesniuosiuose eukariotuose V(D)J rekombinacija
nevyksta, juose néra ir panasiy geny. Rekombinacijai vykti biitina abieju baltymy kooperacija. [domu
tai, kad, paSalinus didelius abiejy genu fragmentus, ju koduojami baltymai islieka aktyviis. Taciau pa-
stebéta, kad nors tokie sutrumpinti baltymai efektyviai vykdo rekombinacijos pradzia, baigiamajame

etape atsiranda sutrikimy. Todél manoma, kad pasalintos baltymuy dalys svarbios rekombinacijai valdy-

i Hidrolizé

Viengrandziy trakiy
susidarymas

> 47

ti.

_O;[P

Transesterlﬁkacua

=5

Koduojamuyjy seky Signaliniy seky
galai (“segtukai®) galai

110 pav. RAG baltymu vykdomas DNR skaldymas. Pirmiausia baltymai katalizuoja viengrandziy
trukiy susidaryma. Po to OH grupés, esancios triikkio 3’gale, atakuoja kita DNR molekulés grandi,
vyksta transesterifikacijos reakcija ir viengrandziai trukiai paverciami dvigrandZiais. D¢l to susi-
daro du segtukai ir du buki DNR galai (Gellert, 2002)

Dazniausiai DNR skaldymo reakcija buvo tiriama naudojant sutrumpintus $iy baltymy variantus,
nes sveiki baltymai buvo netirpis ir (ar) neaktyvis. Sie baltymai skaldo RSS esant Mn®" arba Mg*" jo-
nams. Tagiau Mg”" jonai labiau tinka tada, kai yra RSS pora, o Mn>" pakanka skaldyti pavienéms RSS
jungtims. Pirmiausia, RAG1/RAG2 vykdomos reakcijos metu sukeliamas viengrandis trikis kiekvie-
nos RSS signalinio heptamero 5’gale ir susidaro 5’-P RSS gale bei 3’-OH koduojamosios sekos gale.
Po to 3°-OH grupé¢ saveikauja su antraja tos pacios molekulés grandimi ir susidaro segtukas koduoja-
mosios jungties gale bei bukas signalinés jungties galas (110 pav.). Reakcija, ypa¢ 23-RSS skaldyma,
skatina chromosomos HMGT1 ir HMG2 baltymai. Tai nespecifiskai su DNR saveikaujancios moleku-
lés, kurios geba jungtis prie DNR ir ja islenkti. Sie baltymai bei nespecifiné DNR taip pat skatina

RAGT1 ir RAG2 jungtis prie 12/23 RSS poros (palyginti, pavyzdziui, su 12/12 RSS pora).
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4.2. DNR galy susijungimas V(D)J rekombinacijos metu

DNR galy susijungimas V(D)J rekombinacijos metu turi daug panasumy, palyginti, su DGT Sali-
nimu nehomologinés rekombinacijos biidu. Vis délto neaiSkumy ¢ia yra daugiau nei RAG baltymy ka-
talizuojamoje tritkkiy susidarymo stadijoje. Svarbiausi veiksniai, dalyvaujantys susidarant koduojamajai
ir signalinei jungtims, yra nuo DNR priklausoma proteinkinaz¢ (DNR-PK), DNR ligaze IV, Xrcc4,
Artemidé (Artemis), histonas H2AX ir Mrel1/Rad50/Nbs1 baltymy kompleksas (Fugnann ir kt., 2000;
Gellert, 2002).

DNR-PK - tai baltymy kompleksas, kuri sudaro katalizinis subvienetas (DNR-PKcg) ir Ku balty-
my heterodimeras (Ku70 ir Ku80). Sis baltymas priklauso serino/treonino proteinkinaziy $eimai. Jo
vaidmuo V(D)J rekombinacijoje paaiskéjo tiriant pelés scid mutacija. Si mutacija sukelia peliy imuno-
deficita, jose sutrinka V(D)J rekombinacija, DGT reparacija ir padidéja jautrumas JS. Mutacija yra
ivykusi pelés DNR-PKcs gene. Tokiuy peliy lastelése labiausiai sutrinka koduojamyju jungéiy susida-
rymas. Scid lastelése kaupiasi segtukai, kartais koduojamosiose jungtyse aptinkamos didelés delecijos
arba neiprastai ilgi palindromai. Tai rodo, kad DNR-PK¢s dalyvauja skaldant segtukus koduojamujuy
seky galuose.

Ku baltymy veiklos pazeidimai taip pat trukdo vykti V(D)J rekombinacijai. Ku baltymai, kaip he-
terodimerai, jungiasi prie DNR galy, DNR segtuky ir viengrandZiy tarpy. Manoma, kad Sie baltymai
padeda ligazei IV/Xrcc4 sujungti bukus arba beveik bukus DNR molekuliy galus.

Dar du veiksniai, dalyvaujantys V(D)J rekombinacijoje, DNR ligazé IV ir Xrcc4 buvo nustatyti
genetiSkai. Xrce4 sudaro kompleksa su ligaze IV, stabilizuoja §i baltyma in vivo bei skatina jo akty-
vuma in vitro. Lasteliy linijos, kuriose pazeistas vieno ar kito baltymo genas, iSgyvena, taciau yra jaut-
rios JS, jose nesusidaro koduojamosios ir signalinés jungtys. Pelés, kuriose paSalintas kuris nors 1§ Siy
geny, nugaista vélyvoje embriono stadijoje dél dideliy nervy sistemos raidos sutrikimuy.

Viena i§ zmogaus T-B-SCID (angl. severe combined immune deficiency) lemia mutacijos baltymo
Artemis gene. Genui suteiktas graiky deivés Artemidés (vaiky ir gyviiny globgjos) vardas, prasmingai
atspindi jo kaip genomo ,,sargo”, funkcija (Brandt ir Roth, 2003). Sio baltymo kompleksas su DNR-
PK¢s dalyvauja ,,segtuky®, kurie yra koduojamyju seky galuose, skaldyme. Artemis turi egzonukleazés
ir endonukleazés aktyvuma, kurie rekombinacijos metu priklauso nuo fosforilinimo. Pastaraji atlieka
DNR-PK¢s (Drouet ir kt., 2006).

H2AX histonas yra vienas i§ H2A histono varianty. Zinduoliy lastelése jis sudaro nuo 2 iki 25
proc. H2A histono kiekio. Nustatyta, kad jis susidaro ivykus DNR trikiams, atsirandantiems V(D)J

rekombinacijos metu.
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4.3. V(D)J rekombinacijos valdymas

V(D)J rekombinacija valdo RAG1/2 baltymai bei rekombinacinio aparato saveika su DNR. Rag!
ir Rag2 genai veikia tik limfiniy lasteliy raidos pradZioje. Daugiausia RAG2 baltymo susintetinama
lastelés ciklo G1 stadijoje. Tokiais RAG2 susidarymo pokyciais galima paaiskinti, kodél V(D)J re-
kombinacija daugiausia vyksta Sioje ciklo stadijoje. Netgi limfinése lastelése, kuriose reiskiasi Ragl ir
Rag? genai, tik nedidelé dalis RSS seky yra prieinamos rekombinacijos aparatui. Tai priklauso ir nuo
lasteles tipo. Nors rekombinacijos procesas vyksta B ir T lastelése, taciau Ig genai visiskai persitvarko
tik B, o TCR genai — tik T lastelése. Be to, persitvarkymas vyksta tam tikra tvarka: IgH lokusas persi-
tvarko anksciau nei Ig lengvosios grandinés lokusai, o TCRS — anksciau nei TCRa. Rekombinacijos
seky prieinamumas priklauso nuo chromatino struktiiros, transkripcijos enhanceriy ir kt. Yra nemazai
eksperimentiniy patvirtinimy, kad kai kurios transkripcija reguliuojancios sekos (transkripcijos enhan-
ceriai) labai svarbios V(D)J rekombinacijai. Vienas geriausiai iStirty S§iuo pozitriu reguliatoriy yra in-
trone esantis p enhanceris (iEu), kuris aptinkamas tarp paskutiniojo Jz geno segmento ir Cu egzony.
Dirbtinai sukelta su iEu saveikaujanciy E2A ir EBF raiSka aktyvuoja Dy ir Ji rekombinacija nelimfoi-
dinése lastelese. Taip pat jrodyta, kad iEu gali sukelti Siy geny segmenty rekombinacija transgeninéje
DNR. Visiskai pasalinus iEu, Dy ir Jy rekombinacija sumazéja mazdaug trec¢daliu: apie 30 proc. peri-
feriniy B limfocity turi nepakitusi /gH lokusa. Tai rodo, kad rekombinacijos aktyvacijai reikalingi ir
kiti veiksniai.

V(D)J rekombinacijos saity prieinamuma veikia ir {vairios chromatino modifikacijos. Svarbis ir
chromating permodeliuojantys kompleksai, pavyzdziui, SWI/SNF, kurie padaro genoming DNR, priei-
nama RAG rekombinazés aparatui (Jung ir kt., 2006).

4.4. RAG1/2 vykdoma DNR seky transpozicija

RAG baltymy vykdomos cheminés reakcijos tyrimai rodo, kad Sie baltymai veikia labai panasiai
kaip DNR transpozazés. RAG1/2 katalizuojamas segtuko susidarymas yra tiesioginé transesterifikaci-
jos reakcija, labai panasi i ta, kurig vykdo vaisinés muselés JGE Hobo, kukuriizy Ac/DS, Zioveinio
Tam3 ir kt. RAG katalizuojamai transpozicijai reikia 12 ir 23 RSS poros, kad ju apsuptas DNR frag-
mentas biity pernestas i nauja vieta (111 pav.). Tadiau ne visais atvejais i seka-taikini isiterpia abu to-

kios judrios DNR galai.
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111 pav. RAG baltymy katalizuojama reakcija. Reakcijos metu susidaro du buki RSS galai, kurie
saveikauja su kita DNR. Reakcijai vykti reikalingos 12 ir 23 bp ilgio tarpiklius turincios RSS (Gel-
lert, 2002).

RAG baltymy transpozazés savybés leido geriau isivaizduoti V(D)J rekombinacijos evoliucija ir
kilme. Jau seniai (1979) japony mokslininkai, remdamiesi RSS seky sandaros ypatybémis, iskélé hipo-
teze, pagal kuria jos primena invertuotas sekas transpozony galuose (Gellert, 2002). Sis pozitris dar
labiau sustipréjo, kai buvo nustatyta RAG lokuso struktiira. Jo kompaktiSkumas, dviejy introny netu-
rin¢iy struktiiriniy geny artumas priminé transpozonus. Paplitimas stuburiniuose gyviinuose, pradedant
kremzlinémis zuvimis ir baigiant zinduoliais, taip pat rodo Siy geny galima transpozoning kilme. Ka-
dangi zemesnieji eukariotai neturi nei panasiy geny, nei jiems giminisky seky, manoma, kad RAG lo-
kusas pateko i stuburinius i§ nezinomo organizmo horizontalaus perdavimo biidu. Galbiit toks senovi-
nis transpozonas, sudarytas i§ RAG geny ir juos supanciy seky pateko i stuburiniy gyviiny protévio ge-

noma. Po to sekos ir genai buvo atskirti ir transpozicija tapo neijmanoma.
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5. Antikiiny klasiy kaitos rekombinacija

Antikiiny klasiy kaitos rekombinacija (KKR) yra imunoglobuliny geny persitvarkymo procesas,
kuriam ivykus, daugelis B limfocity vietoje vienos klasés antikiiny pradeda gaminti kitos klasés anti-
kiinus. Vieng ar kita antikiiny klas¢ nulemia imunoglobuliny geny sunkiosios grandinés pastovusis ra-
jonas (C), jame esantys genai (106 ir 112 pav.). Sios rekombinacijos metu imunoglobuliny sunkiosios
grandings variabilieji rajonai, susidarg del V(D)J rekombinacijos ir koduojantys saveikos su antigenais
vietas, prijungiami prie persitvarkiusio chromosomos rajono, kuris koduoja pastovigja (C) imunoglo-
bulino grandinés dali. Visos B lastelés antikiiny gamyba pradeda sintetindamos IgM molekules, kurios
isijungia i plazmine membrana ir veikia kaip antigeny receptoriai. Siuo atveju variabiliosios dalies ge-
ny segmentai biina prisijunge prie pastoviosios dalies Cu geno segmento. Vykstant KKR, Cu segmen-
tas pakei¢iamas vienu i§ zZemiau esanciy Cy, Ce ar Ca segmenty, kurie koduoja atitinkamai IgG, IgE ir
IgA antikiinus. Tokia rekombinacija reikalinga sukurti imunoglobuliny genus, kuriy reikia geresnei
apsaugai nuo jvairiy rasiy patogeny. Didelio afiniSkumo antiktinai IgG ir IgA yra svarbiis neutralizuo-
jant virusus ir slopinant mikroorganizmy dauginimasi. Individai, kurie negeba savo organizme gaminti
iy antikiiny, suserga hiper-IgM (HIGM) sindromu. Ju organizmas nejveikia bakterijy ir virusy, pa-
cientai anksti mirsta.

Iki saveikos su antigenu antikiiny ivairove lemia jau minéta V(D)J rekombinacija. Po saveikos su
antigenu bei padedant lastelés T helperiams, B limfocitai patenka i periferiniy limfoidiniy organy ger-
minalinius centrus ir virsta centroblasto B lastele. Cia vyksta antroji antikiiny diversifikacijos banga,
tik §i karta somatiniy hipermutacijy (SHM) ir (ar) geny konversijos biidu vél tame paciame V rajone
(Li ir kt., 2004). D¢l Sios geny pertvarkos susidaro didelio afiniSkumo antigeny suriS§imo vietos imu-
noglobuliny molekulése. Somatinés hipermutacijos dazniau aptinkamos Zinduoliuose, o geno konversi-
ja — kai kuriuose pauksciuose. Toje pacioje centroblasto B lastel¢je vyksta ir antikiiny klasiy kaitos re-
kombinacija. Tiek SHM, tiek KKR dazniausiai vyksta Ig genuose, taciau retkarciais Sie persitvarkymai
gali vykti ir kituose genuose — tai viena i§ dazniausiy B lasteliy limfomy priezas¢iy. Zmogaus lastelése
SHM daznis mazdaug milijong karty virSija spontaniniy mutacijy dazni. DaZniausiai vyksta baziy pa-
kaitos, nors retkarciais pasitaiko insercijos bei delecijos.

KKR vyksta chromosomos viduje tarp Cu segmento S (Su) sekos ir zemiau esanciy S seku. Jos
vadinamos atitinkamai donoro ir akceptoriaus sekomis. Juy dydis svyruoja nuo 1 kbp iki 12 kbp. Ju ap-
tinkama prie$ kiekvieng C rajona, iSskyrus Co (112 pav.). Pelés genome akceptoriaus sekomis gali biiti
Sy3, y1, y2b, y2a, ¢ ar a, esancios 12-oje chromosomoje, o zmogaus Sy3, yI, al, y2, y, € ar a2, esancios
14-o0je chromosomoje. T Iasteliy-pagalbininkiy sintetinami limfokinai, saveikaudami su B lastelémis,
aktyvuoja atskiry S seky promotorius. Kadangi Sios sekos nieko nekoduoja, susidargs transkriptas va-
dinamas steriliu. Jis, manoma, sudaro RNR-DNR hibrida su matricine DNR seka ir taip atveria vieng-

rand¢ nematricinés DNR sriti, kurios ilgis gali siekti apie 1 kbp (Shinkura ir kt., 2003). Toks darinys
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vadinamas R kilpa. Ji, manoma, svarbi KKR ir linkusi mutuoti. KKR vyksta intronuose ir nepazeidzia
transliacijos skaitymo rémelio. Rekombinacijos taskai dazniausiai aptinkami jvairiose S seky vietose,
labai retai — uz jy riby. S sekos sudarytos i§ pratégiui pasikartojanciy pentamery (daznai GAGCT ir
GGGGT) arba 49 bp sekos. S sekos pasizymi nevienodu homologijos laipsniu, ta¢iau KKR vyksta ne
pagal homologinés rekombinacijos modeli. Rekombinacijos vietose homologijos saito dydis yra tik 1—
4 nt. Homologijos nebuvimas ir S seky polimorfizmas sunkina KKR mechanizmo tyrima. Taigi pateik-
ta jvairiy aiSkinimy. Papras¢iausias modelis teigé, kad vyksta DNR skaldymas ir sujungimas. S rajo-
nuose sukeliami DGT arba vienas nuo kito netoli esantys VGT (Kataoka ir kt., 1980). I§ tikryjy tokius
trikius pavyko aptikti B lasteliy S sekose KKR metu. 1988 m. pasitlytas kilpos iskirpimo modelis: tei-
giama, kad KKR metu susidaro keturi laisvi DNR galai, kurie gali biiti ivairiai sujungti. Rekombinaci-
jos metu susidaro ziediné ekstrachromosominé DNR. Tokiu molekuliy buvo aptikta limfocity lastelése
(Jessberger ir kt., 1996). Kadangi ilga laika nepavyko nustatyti, kokie baltymai sukelia trukius Siose
vietose, todél pradéta S seky atpazinima aiskinti antriniy struktiiry susidarymu (Maizels 1999; Manis ir

kt., 2002).

. “\7&
VDI S, C. C; S3C3 S1C1 S2bC2bS2aC2a S, C, S, C, é\ N
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112 pav. Klasiy kaitos rekombinacija (KKR) ir somatiné hipermutacija imunoglobuliny sunkio-
sios grandinés lokuse. A — pelés sunkiosios grandinés lokusas (kairéje) po V(D)J rekombinacijos
koduoja u sunkiaja granding. Jos determinuojami IgM antikiinai (deSinéje) yra penkianariai, suda-
ryti i§ imunoglobuliny molekuliy, turinéiy dvi sunkiasias ir dvi lengvasias grandines. B — KKR su-
jungia nauja pastovyji rajona su variabiliuoju V(D)J rajonu, ir pradedami sintetinti naujos klasés
antikinai (desinéje). Parodyta klasiy kaita i§ Cu i Cyl ir dél to susidarantys IgG1 antikiinai.
C — somatinés hipermutacijos modifikuoja tiek sunkiosios, tiek lengvosios grandinés sekas. Hi-
permutave antikiinai pasizymi didesniu giminiskumu antigenams. Zvaigzdutés Zymi mutacijas ge-
nuose ir pokycius baltymuose. KKR ir SHM vyksta panaSiu metu, nors paveiksle SHM ir parodyta
véliau http:/genomebiology.com/content/figures/gb-2000-1-4-reviews1025-1.jpg

Zmogaus ir pelés S sekos turtingos GC, o viena DNR grandin¢ ypa¢ turtinga G. Tai palanku susi-

daryti G4 DNR. Taciau varliagyviy lastelése S rajonai, nors taip pat sudaryti i§ nehomologisky pasi-
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kartojanc¢iy sekuy, taciau turtingi AT. Taigi Sis modelis susiduria su rimtais prieStaravimais. Eksperi-
mentais nustatyta, kad S sekos reikalingos klasiy kaitos rekombinacijai. Pasalinus didziaja dali pelés
S rajono pasikartojanéiy seky, KKR daznis labai sumazéja. Siuolaikinius KKR modelius galima su-
skirstyti 1 dvi grupes (Manis ir kt., 2002). Vienuose modeliuose pripazistamas tiesioginis S seky
transkripcijos vaidmuo rekombinacijoje, kituose jos vaidmuo netiesioginis. Be to, rekombinazés ar kito
baltymo, sukeliancio trukius S sekose, klausimas visa laika buvo aktualus. Tik 1999 m. buvo atrastas
AID (angl. activation-induced cytidine deaminase) baltymas (Muramatsu ir kt., 1999). Sis baltymas
reikalingas ne tik KKR, bet ir SHM bei geno konversijai imunoglobuliny genuose vykti. AID veikia
tik centroblasto B Iasteléje. Peliy lastelése, neturin€iose Sio baltymo geno, visiSkai nevyko KKR ir
SHM. Jose nustatytas padidéjes IgM, kuri gamina aktyvuoti B limfocitai, kiekis. Panastis sutrikimai
aptinkami ir zmonése. Tokie pacientai suserga HIGMII sindromu. O vis¢iuko DT-40 lasteliy linijoje,
kurioje AID genas neveikia, negaléjo vykti geno konversija. Ektopiné¢ AID geno raiSka sukelia SHM
nejprastoje pelés B limfocity raidos stadijoje, ji vyksta ir kitose lastelése, netgi gali sukelti SHM E. co-
li. Tai rodo, kad AID yra vienintelis B lasteléms buidingas baltymas, kuris reikalingas KKR ir SHM (Li
ir kt., 2004). AID homologiskas apolipoproteino B mRNR redaguojancio fermento kataliziniam poli-
peptidui 1 (APOBEC-1). Pastarasis baltymas sait-specifiSkai deaminina citidina i uracila apoB mRNR
molekuléje ir sukuria prieslaikini stop kodona. D¢l to susidaro trumpesnis baltymas, kuris jungiasi prie
kito receptoriaus nei pradinis jo variantas. AID saveikauja su DNR ir deaminina citozino liekanas joje.
Eksperimentais nustatyta, kad vgDNR molekul¢je AID deaminina dC { dU. Taciau panaSaus aktyvumo
neturi dgDNR ir DNR-RNR hibridinése molekulése. Deamininti citozinai, veikiant tam tikriems repa-
racijos mechanizmams, S sekose taip subrandinami, kad susidaro DGT (113 pav). Taigi AID sukelia
daug DGT S rajonuose. Kai susijungia du skirtingi S rajonai, jvyksta KKR. Kitais atvejais S sekose
ivyksta delecijos ar translokacijos. DGT reparacijos baltymai (ATM, 53BP1, H2AX) reikalingi to-
kiems nutrauktiems DNR galams atpazinti. Juy sujungime svarbiausias vaidmuo tenka nehomologiniy
DNR galy sujungimo baltymams (DNR-PKcs, Ku70/80 ir kt.). Pelése su neveikianciais pavieniais
Ku70, Ku80, DNR-PKcs ar H2AX genais aptinkami dideli KKR sutrikimai (Li ir kt., 2004). Chromati-
no struktiira ir jo modifikavimas taip pat svarbiis ankiiny klasiy kaitos rekombinacijai.

KKR modelis dar néra isbaigtas. Pagal ji susintetinta ir subrandinta centroblasto B lasteleliy citop-
lazmoje AID deaminaz¢ keliauja { branduoli, kur saveikauja su V ir S rajony vgDNR ir deaminina dC {
dU. Taip susidaro nesuporuoti nukleotidai. Jie gali buiti iStaisyti | pradini varianta arba gali ivykti mu-
tacija, pavyzdziui, dU gali paSalinti uracilo N-glikozilaz¢ (UNG) ir susidarys abazinis saitas, kuris
svarbus KKR, nes konvertuojamas i viengrandi triiki dalyvaujant AP-endonukleazei. IS viengrandziy
trukiy R kilpos vietoje, manoma, susidaro ir DGT, kurie jau Salinami NGS biidu (113 pav.). Transkrip-
cijos vaidmuo KKR betarpiskai susij¢ su AID veikimu. Jos metu susidaro R kilpa ir vgDNR, kuri yra

deaminazés substratas.
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113 pav. AID baltymo vaidmuo susidarant DGT S sekose. Pavaizduota Cu geno S seka, kurioje
susidariusi R-kilpa. Dél AID veikimo viengrandés DNR molekulése C deamininamas iki U, o pas-
taraji pasalina UNG baltymas, sukurdamas abazinj (apirimidinini) saita. Pastaraji skaldo AP endo-
nukleazé ir sukelia viengrani tuki. Tokiy VGT visuma nulemia DGT atsiradima S sekoje. DGT 18-
taisomas NGS biidu, kas ir nulemia KKR (Yu ir Leeber, 2003)

Neseniai atlikti tyrimai rodo, kad KKR gali vykti mutantinése lasteliu linijose, kuriose AID bal-
tymas pakeistas mieliy I-Sce endonukleaze, o S sekos prie$ u ir y/ genus — endonukleazés atpazinimo
saitais (Zarrin ir kt., 2007). Todél Siai rekombinacijai ypac svarbu, kad tam tikrose vietose susidaryty
DGT, kuriuos evoliuciskai nuléemé AID ir lastelés reparacijos sistemos veikla. Daug sudétingiau atsa-
kyti 1 klausima, kodél pirmiausia sujungiami dideliu (Cu ir Cyl atveju 100 kbp) atstumu nutole DNR
fragmentai. Galbut tai lemia B lasteléms specifiSka IgH lokuso struktiiriné organizacija, arba tai pri-

klauso nuo DGT atpazistanciy ir jo subrandinime dalyvaujanciy baltymuy savybiy.

159



6. Nedésningoji (nehomologiné) rekombinacija

Nedésningoji rekombinacija vyksta tarp DNR (RNR) seky, turin€iy labai maza (keleto nukleotidy)
homologija arba neturin¢iy jokios. Nedésningosios rekombinacijos daznis ivairiuose organizmuose
labai skiriasi. Bakterijose nedésningosios rekombinacijos daZnis labai nedidelis — 107-10®, o zinduo-
liy ir augaly lastelése §i rekombinacija yra daug efektyvesné uz homologing. Mieliy lastelése Sis skir-
tumas mazesnis ir homologinés rekombinacijos daznis apie 10 karty virSija nedésningosios dazni. Ko-
del egzistuoja tokie skirtumai, neaiSku. Be to, homologinés ir nedésningosios rekombinacijos ,,indélis*
aukstesniyju eukarioty lastelése labai priklauso nuo lastelés biisenos, lastelés ciklo stadijos ar net laste-

liy tipo.
6.1. Nedésningoji rekombinacija bakterijose

1967 m. N. Franklin pirmoji pradéjo tyrinéti $i reiSkini bakterijy lastelése. Ja sudomino tam tikry
deleciju susidarymas E. coli lastelése. Minéty deleciju daznis nepriklausé nuo lastelés homologinés
rekombinacijos (rec) sistemos geny. Pati vyksma N. Franklin apibiidino kaip ,retus, atsitiktinius re-
kombinacinius ivykius, nereikalujan¢ius homologijos®. Franklin (1971 m.) pasiiilé du aiSkinimus, kaip
gali atsirasti tos spontaniskos, nuo recA4 nepriklausancios, delecijos:

1. DNR replikacijos klaidos, kurias sukelia replikacinés Sakutés ,,slystel¢jimai®. Vykstant DNR
replikacijai, tam tikrose DNR sekose gali susidaryti kilpos ar ,,segtukai‘, kuriuos replikaciné
Sakute gali praleisti, ,,prasokti®. Taip naujai susintetintoje DNR grandin¢je gali susidaryti de-
lecijos.

2. Baltymuy, skaldanciy ir vél sujungian¢iy DNR, veiklos klaidos. Baltymai gali ,,suklysti* ir
skaldyti DNR neiprastose vietose arba gali netaisyklingai sujungti nutrauktas DNR molekules.

Nedésningaja rekombinacija tyr¢ mokslininkai eksperimentais patvirtino Franklin hipoteziy tei-
singuma. PavyzdZziui, Farabough ir kt. (1978 m.), tirdami delecijy susidarymo désningumus, nustate,
kad jos susijusios su trumpu (3 — 20 bp) vienakrypciu pasikartojanciy seky buvimo vietomis. Tokiy
seky DNR retkarciais prarandama ir po replikacijos bakterijos chromosomoje bidavo viena pasikarto-
jancia seka maziau.

Tarp baltymy, su kuriy veikla siejama nedésningoji rekombinacija, svarbausi — DNR topoizome-
razés. Jy vaidmuo buvo intensyviai tirinéjamas ir irodyta, kad topoizomerazés dalyvauja nedésningoje
rekombinacijoje. 1981 m. Siuos darbus pradéjo H. Ikeda ir kolegos (Ikeda ir kt., 1982). Jie sukiiré ne-
lasteling sistema nedésningajai rekombinacijai tarp nehomologisku molekuliy (A ir pPBR322) tirti pa-
naudojant bakteriofago A morfogenezg in vitro E. coli ekstraktuose. | reakcijos mi$ini idéta plazmidé
pBR322, kurios vienas i§ geny lemia atsparuma ampicilinui. Aptikta, kad 1,3 x 10”7 daZniu susidary-

davo fago dalelés, turincios atsparumo ampicilinui gena. Rekombinantiniy fagy iSeiga padidédavo, jei-
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gu | pakavimo miSinj biidavo ipilama oksolininés riig§ties. Atlikus tokiy fagy DNR analizg, nustatyta,
kad ivyko nedésningoji rekombinacija tarp fago ir plazmidés DNR molekuliy. IStyrus §j reiskinj paais-
kéjo, kad nedésningosios rekombinacijos priezastis yra DNR girazés klaidos. Sis fermentas sukelia lai-
kinus dvigrandzius DNR molekuliy triikkius, po to vél sujungia DNR molekuliy galus. Saveikoje su
DNR dalyvauja du GyrA ir du GyrB subvienetai. Taciau kartais sujungiami ne tie DNR molekuliy ga-
lai. Taip gali susidaryti nehomologisky fago ir plazmidés molekuliy hibridai. Kadangi oksolininé rugs-
tis slopina girazés vykdoma DNR molekuliy sujungima, klaidy tikimybé Siuo etapu padidéja ir nedés-
ningosios rekombinacijos daznis iSauga. Ikeda ir kt. mané, kad nedésningosios rekombinacijos mecha-
nizma galima paaiSkinti reakcijoje dalyvaujanciy girazés molekuliy subvienety mainais (114 pav.).
DNR girazés dalyvavimas nedésningojoje rekombinacijoje buvo nustatytas ir Bacillus subtilis lastelé-
se. Panasius DNR persitvarkymus sukelia ivairios topoizomerazés (fago T4 topoizomerazé II, eukario-
ty topoizomerazé II, topioizomeraze I). Aprasyti atvejai, kai ,,klysta ir kiti baltymai (M13 geno II bal-

tymas, fago A integrazeé, Tn3, Mu transpozazes ir kt.).

A)

B)

0

D)_—_%—_:_—
!
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114 pav. Girazés dalyvavimo nedésningojoje rekombinacijoje modelis, grindziamas fermento
subvienety mainy hipoteze (Ikeda ir kt., 1982). A — DNR dupleksai be baltymy; B — staciakampiai
giraz¢s subvienetai A ir B. Du suglausti vienspalviai staciakampiai atitinka iprasta fermento struk-
tiira, sudaryta i§ dviejuy A ir dvieju B subvienety (A;B;); C — girazés-DNR kompleksas saveikauja
su kitu tokiu pat baltymo ir DNR kompleksu ir sudaro tetramerinj darinj A4B4; D — tetramerinés
formos disociacija | dimering gali vykti per apsikeitima skirtingy fermenty subvienetais ir sukelti
DNR grandiniy mainus bei nedésninga rekombinacija; E — rekombinantinés DNR molekulés
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6.2. Nehomologiskas DNR galy susijungimas (NGS) bakterijose

Tik 2002 m. atrastas Sis savitas nedésningosios rekombinacijos reiSkinys bakterijose (Weller ir kt.,
2002). Iki tol manyta, kad toks DNR galy sujungimo buidas buidingas tik eukariotams. Tiesa, Siek tiek
anksc¢iau buvo aptikti zinduoliy Ku baltymy ir ligazés IV homologai kai kuriose bakterijose (Aravind ir
Koonin, 2001; Doherty ir kt., 2001). Pirmiausia B. subtilis nustatytas YkoU baltymas, homologiSkas
zinduoliy Ku70/Ku80 heterodimerui, taip pat YkoV, turintis nedideli panaSuma su zinduoliy DNR li-
gaze 1V. Kiek véliau Mycobacterium tuberculosis aptikti baltymai, kurie dalyvauja Sio tipo rekombi-
nacijoje. Genetiniai ykoU ir ykoV mutanty tyrimai parodé, kad jie buvo jautresni JS, ta¢iau normaliai
reagavo 1 UV spindulius ir alkilinanéiy medziagy poveiki. Tai rodo, kad minéti batymai dalyvauja JS
sukelty DGT Salinime. Be to, nustatyta, kad Sie baltymai nesusij¢ su homologine rekombinacija, nes
recA ykoU dvigubi mutantai buvo jautresni JS nei pavieniai mutantai. Ku i§ M. tuberculosis su DNR
saveikauja kaip homodimerai, kurie jungiasi prie linijinés DNR galy. Be to, jie tiesiogiai saveikauja su
DNR giraze ir skatina DNR galy susijungima (Wilson ir kt., 2003).

Bakterijose kaip ir mielése (zr. 6.3.4. skirsni), neaptikta DNR-PKcs. Taigi §is nehomologisky
DNR galy susijungimo sistemos komponentas atsiranda vélesniuose evoliucijos etapuose. Be to, ir kity

NGS baltymy aptinkama ne visose bakterijy riiSyse (10 lentele).

10 lentelé. NGS komponentai jvairiose bakteriju taksonominése grupése (Wilson ir kt., 2003)

Sistematiné padétis Risis K L P N

Archaea

Archaeoglobi Archaeoglobus fuldigus + + - =

Methanococci Methanosarcina sp. -+ - +

Bacteria

Actinomycetales Mycobacterium turbeculosis + + + 4+
Mycobacterium leprae - - — —
Streptomyces coelicolor +  + + +

Bacteroidetes Cytophaga hutchinsonii +  + + +

Firmicutes

Bacillales Bacillus sp. +  + + -
Oceanobacillus iheyensis + + -
Staphylococcus aureus - - — —

Clostridia Desulfitobacterium hafniense + + + 4+
Clostridium perfringens - - — —

Alphaproteobacteria

Rhizobiales Kelios rtisys +  + + +

Sphingomonadales Novosphingobium aromaticivorans + + + 4+

Betaproteobacteria Burkholderia fungorum +  + + +
Neisseria meningitidis - - — —

Gammaproteobacteria  Pseudomonas sp. +  + + +
Xanthomonas sp. + + + +

Escherichia coli

K — Ku baltymai, L — DNR ligazé, P — praimaze, N — nukleazé.
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6.3. Nedésningoji rekombinacija eukariotuose

6.3.1. NehomologiSkas DNR galy susijungimas

Pagrindinis nedésningosios rekombinacijos mechanizmas eukariotuose yra NGS (angl. non-
homologous end joining — NHEJ). Sis mechanizmas labai efektyvus ir $alina bet kokius DGT, atsira-
dusius aukstesniyjy eukarioty lastelése. Pirmoji tai pastebéjo McClintock 1940 m. pradzioje, tirdama
kukurtizy mitozg. Jeigu kukurtizy lastele paveldi DGT turin¢ia chromosoma, kuri po to dalyvauja DNR
replikacijoje, tai triikio galai (kuriy po replikacijos bus du) labai veiksmingai sujungiami tarpusavyje ir
susidaro dicentriné chromosoma. Tokia chromosoma bus vél nutraukta kitoje mitozéje, vél regeneruos
trikusius galus ir vél susidarys nauja dicentriné¢ chromosoma. Kitos mitozés metu vél atsiras dvigran-
dis trikkis chromosomoje, nes dvi jos centromeros bus traukiamos i prieSingus lastelés polius
(115 pav.). Toks trukio-sujungimo-tilto (angl. breakage-fusion-bridge) ciklas kartosis daugybe karty

iki prie nutriikusio chromosomos galo neprisijungs telomerinés sekos.

Centromera

calll e cullC e — Telomera
| Trukis

AEEECEE e ot SR RS

Sujungimas | Rekombinacija

b e T en 3

Tiltas

1 Mitoze _—

Trikis
115 pav. Trikio-sujungimo-tilto ciklas kukurtizy lastelése
D. Roth ir J. Wilson tyré DNR galy susijungima bezdZioniy lastelése. P. Pfeiffer panasius tyrimus
atliko Xenopus kiauSinio ekstraktuose. Kaip parodé pirmieji tokio pobudzio tyrimai, tarpusavyje gali
biti sujungti jvairis DNR molekuliy galai (pavyzdZiui, bukas ir ,,lipnus*), kurie neturi jokios homolo-
gijos arba turi tik keleto nukleotidy (1 — 5 nt) homologija. Tyrimais irodyta, kad svetimos DNR isiter-
pimas i zinduoliy lasteliy genoma vyksta gana lengvai ir nepriklauso nuo seky tarpusavio panasumo.
Nemaza dalis Sios krypties tyrimy buvo atlikta su SV40 transfekcija | auginamas bezdZioniy Iasteles.
SV40, kurio genomas (5,2 kbp) yra dvigrandés DNR pavidalo, turi tam tikry privalumy tokiems dar-
bams atlikti:
1. Kai SV40 genomas yra linijinis, viruso gyvenimo ciklas negali prasidéti iki tol, kol galai nebus
sujungti ir nesusidarys Ziediné DNR molekulé. Todel, jterpus i lastelg linijing SV40 DNR, ga-
lima jvertinti jos geb¢jima sujungti Siy DNR molekuliy galus.
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2. Kadangi SV40, budamas aktyvus, sukelia lizés zony susidaryma ant lasteliu gazono, tai vieno
ar kito tipo DNR galy sujungimo efektyvuma galima {vertinti statistiSkai. Kiekviena tokia lizés
zona yra individualaus SV40 klono, atsiradusio po galy sujungimo, Saltinis. SV40 DNR galy
struktiira galima keisti panaudojant restrikcijos endonukleazes. Tod¢l, padauginus atskirg
klona, galima istirti, kas ivyko DNR molekuléje jos galy sujungimo metu.

3. SV40 T antigeno intronas nesvarbus viruso dauginimuisi ir lasteliy lizei. I §ia 350 bp dydzio
sriti galima ikelti polilinkerj ir restriktaziy pagalba sukurti {vairius SV40 DNR galus.

Tyrimo strategija, naudojant SV40 modelj, pavaizduota 116 paveiksle. Kaip minéta anksciau, Sie

tyrimai parode, kad tarpusavyje gali susijungti labai jvairtis DNR molekuliy galai.

SV40 su polilinkeriu introne

Bgl Sac Xba Xho Sma

lL Skaldymas restriktazémis

' Xba  Sma I

lL CV1 lasteliy trasfekcija ir galy

sujungimas

Lo g

=\/=>

T antigeno rai$ka

Lizés zona (démelé)

l

Individualiy démeliy analizé

116 pav. [vairios sandaros DNR galy sujungimo tyrimas panaudojant SV40

6.3.2. Nehomologisko DNR galy sujungimo mechanizmai

DGT susidaro dél fosfodiesteriniy jungciu triikkiy abiejose DNR molekulés grandinése. Juos gali
sukelti jonizuojamoji spinduliuoté, tam tikros cheminés medziagos (pavyzdziui, kai kurie prieSvéziniai
vaistai). Dvigrandziy trukiy gali atsirasti ir spontaniSkai DNR replikacijos metu. Lasteléje susidarantys
laisvieji radikalai taip pat gali sukelti DGT. Dvigrandziai triikiai susidaro mejozés profazéje, taip pat
limfiniy lasteliy raidos metu — vykstant V(D)J rekombinacijai. Judrieji genomo elementai taip pat gali
sukelti DGT. Pasak kai kuriy mokslininky, Zinduoliy lasteléje per dieng susidaro bent 10 DGT (Har-
ber, 2000). Nors DGT sukurti DNR galai topologiskai primena natiiraliai egzistuojancius linijiniy
chromosomy galus (eukarioty telomerus), lastelé juos vertina nevienodai. DGT — labai pavojingos pa-
zaidos, nes laiku nepasSalintos ar neteisingai iStaisytos gali sukelti lastelés Zit] arba ja paversti véZine.
Kad apsisaugoty nuo $iy pavoju, lastelése atsirado ivairiausiy DGT Salinimo mechanizmy. Trys pa-

grindiniai DGT $alinimo mechanizmai yra jau misy aptarta homologiné rekombinacija, viengrandziy
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galy susijungimo biidas bei NGS. Nors evoliuciniu pozidriu tai labai konservatyviis mechanizmai, ta-
¢iau ju vaidmuo Salinant DGT labai skiriasi Zemesniuosiuose ir aukstesniuosiuose eukariotuose. Zin-
duoliy lastelése DGT istaisomi NGS ir HR biidu, mielése dominuoja HR. Kokiu btidu bus iStaisyti
DGT, priklauso ir nuo organizmo raidos stadijos bei lastelés ciklo stadijos. PavyzdZiui, raidos pradzio-
je ir lastelés ciklo G2 stadijoje Salinant DGT svarbesné yra HR (Postawa ir Blasiak, 2003).

Ilga laika NGS buvo vertinamas kaip pagrindinis DGT $alinimo biidas zinduoliy lastelése. Dabar
tapo aiSku, kad HR c¢ia taip pat labai svarbi. Ypac $alinant DGT, atsiradusius DNR replikacijos metu.
Paskaiciuota, kad apie 30-50 proc. trikiy, sukelty sait-specifinés nukleazés I-Scel Zinduoliy lastelése,
gali biiti iStaisoma HR, o likusieji — NGS bidu.

Mutageny sukeliami DGT dazniausiai negali biiti sujungti tiesiogiai, todél daznai ju vietose stebi-
mas DNR subrandinimas ir sintezé. D¢l to NGS daznai salygoja klaidas pradingje nukleotidy sekoje.
Tiek mieliy, tiek zinduoliy lastelése NGS vykti reikia ty paciy pagrindiniy komponentu: prie DNR ga-
Iy prisijungianciy baltymuy Ku70 ir Ku80, DNR ligazés IV bei XRCC4. Stuburiniy lastelése dar reika-
lingas DNR-PK,, kurio homologu mielése iki iol nesurasta. Sio proceso metu kepimo mielése dar
dalyvauja Rad50, Mrel 1 ir Xrs2, trys baltymai, kurie turi endonukleazini ir egzonukleazini aktyvumus.
Mieliy kamienai, kuriuose néra veiklaus $iy trijy baltymy komplekso, nevykdo nehomologisky DNR
galuy sujungimo. Stuburiniuose MRE11-RADS50-NBS1 komplekso tyrima Siame procese labai sunkina
tai, kad jis butinas lasteliy gyvybinei veiklai. Lastelés mutantés, paprasciausiai neiSgyvena (Jackson,
2002). Jeigu mielése susidarg laisvi dvigrandziai DNR galai nekomplementaris, tai NGS pumpuruo-
janciose mielése néra efektyvus ir §ig pazaida pasalina tik dviejose lastelése 1§ 1000. O Zinduoliy laste-
lése gali biiti sujungiami Siuo budu bet kokie DNR galai. DGT $alinimo sutrikimai susij¢ su kai kurio-
mis zmogaus paveldimomis ligomis: Nijmegen ir Bloom’o sindromais, ataksija telangiektazija, kriities

veéziu.
6.3.3. NGS zZinduoliy lastelése

Manoma, kad Sis biidas svarbiausias trikiams zinduoliy Iastelése Salinanti. PrieSingai nei HR ne-
homologisky DNR galuy susijungimui nereikalinga homologija ir tarpusavyje gali biiti sujungti labai
jvairis DNR galai (117 pav.). Zinduoliy lasteliy liniju, jautriy JS, genetiniais tyrimais nustatyti balty-
mai, kurie dalyvauja NGS. Tokioms lasteliy linijoms budingas paZeistas DGT iStaisymas NGS bidu,
todeél po ju apsSvitos JS kaupiasi nereparuoti DGT ir lastelés Ziiva. Pasinaudojus genetinés komplemen-
tacijos reisSkiniu Siose lastelése, nustatyti genai, kurie koduoja Siam vyksmui svarbius baltymus. Nusta-
tyta, kad XRCC5, XRCC6 ir XRCC7 genai koduoja nuo DNR priklausomos proteinkinazés (DNR-PK)
subvienetus. XRCC5 ir XRCC6 koduoja su DNR saveikaujanc¢io DNR-PK Ku70/80 heterodimero 80 ir
70 kDa subvienetus, o genas XRCC7 — DNR PK katalizinj subvieneta (DNR-PKcs). Zmogaus Ku70
baltymas yra apie 69 kDa, o Ku80 — apie 83 kDa (Critchlow ir Jackson, 1998; Smith ir Jackson, 1999).
Sie baltymai, ju abieju kompleksas bei ju kompleksas su DNR gauti kristaly pavidalo ir nustatyta ju
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sandara (Walker ir kt., 2001). Baltymai yra ziedo, uzmauto ant DNR galy, formos. DNR-PKcs yra ~
465 kDa, prisijunges prie DNR galy, turi serino/treonino kinazés aktyvuma (Hammarsten ir kt., 2000).
Baltymas giminiskas PIK kinazéms. NGS reikalingas ir XRCC4/DNR ligazés heterodimeras. Siy ir
pagalbiniy baltymy atlieckamas NGS vyksta trimis etapais: 1) prisijungimas prie DNR galy ir tilto tarp
ju sudarymas; 2) DNR galy subrandinimas; 3) ligavimas (118 pav.).

A
5— -3 5= - L
3] s 3= _g —> Ligavimas
Komplementariis arba buki galai
B
5= -3 5- -3 . .
34 s ¥4 <« -s—> Ligavimas
Bukas ir issikisgs 5' DNR polimeraze
galas
C
N B PFR'ga‘lus‘ bal
o 3 < 5 iSlygiuojantis baltymas
5'ir 3" i8sikise
galai ¢
5 _P -3 . .
— Ligavimas
I — )
DNR polimerazé

117 pav. Nehomologiskas ivairiy DNR galy sujungimas (Postawa ir Blasiak, 2003). A — komple-

mentarius ar bukus DNR galus sujungia DNR ligazé; B — buko ir 5° i8sikiSusio galo papildomas

subrandinimo etapas; C — 5’ ir 3’ iSsikiSusiy galy susijungimas ir iSlygiuojantys baltymai, kurie

stabilizuoja sinapsg ir dél kuriy kiti baltymai, pavyzdziui, polimeraze, pavercia galus tinkamais su-

jungti

Pirmiausia Ku baltymai jungiasi prie DNR galy. Galbiit jie ir aptinka pazeistas DNR vietas. Po to
Ku mobilizuoja DNR-PK. { DGT vieta bei skatina pastarojo kinazinj aktyvuma. Nors pagrindiniai
DNR-PK, s vykdomo fosforilinimo taikiniai lasteléje dar nenustatyti, tatiau manoma, kad Sis baltymas
gali: 1) fosforilinti XRCC4 ir pasalinti ligazés [V/XRCC4 kompleksa nuo DNR galy, prie kuriy prisi-
junge Ku baltymai. Tai butina DNR galy subrandinimo etape; 2) valdyti Ku baltymy atsijungima nuo
DNR galy; 3) fosforilinti Ku70 ir Ku80. Sudétingesniy nekomplementariy galy sujungimas susijes su
pries ligavima vykstaniu ju subrandinimu ir polimerizacija. Sio proceso DNR galy subrandinimo sta-
dijoje taip pat dalyvauja nukleazés ir DNR polimerazés. Pavyzdziui, nukleazés paSalina iSsikiSusius
viengrandzius galus, o polimerazés uZpildo viengrandzius tarpus. Nukleazinis kompleksas
Mrel1/Rad50/Nbs1 gali dalyvauti tiek DNR galy subrandinimo valdyme, tiek juy apsaugoje nuo skal-
dymo, signalizuoti apie DGT susidaryma. Galy subrandinime dar gali dalyvauti egzonukleazé¢ FEN-1
bei helikazés WRN ir BLM. Galiausiai treciajame NGS etape susiformuoja patvarus DNR ligazés IV ir
XRCC4 kompleksas, kurio reikia kovalentinéms jungtims tarp DNR galy susidaryti.
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118 pav. DGT S$alinimas nehomologiniy DNR galy susijungimo biidu Zinduoliy lastelése (Duda-
Sova ir kt., 2004)

Intensyvis tyrimai iSaiSkina vis naujas Sio proceso detales. Tiriant Zmogaus SCID Iasteles aptikta
mutacija naujame gene, koduojanc¢iame baltyma Artemis. Baltymas svarbus limfiniy Iasteliy diferen-
ciacijai kauly ciulpuose. Jis turi 5’ egzonukleazés aktyvuma, todél galbiit dalyvauja DNR galy subran-
dinime. Artemis ir DNR-PKcs kompleksas skaldo i3sikiSusius 5’ ir 3’ vgDNR galus. Sis endonuklea-
z¢és aktyvuma turintis baltymas, matyt visiSkai paSalina 5° vgDNR galus, o 3’galai sutrumpinami iki
keturiy nukleotidy. Kitas baltymas — polinukleotidkinazé (PNK), tikriausiai dalyvauja NGS zmogaus
lastelése. Kadangi pataloginiai DGT, susidarg dél JS ar laisvyjy radikaly, sukuria netinkamus sujungi-
mui DNR galus, tai PNK, prireikus, fosforilina 5’galus. Be to, nustatyta, kad nebaltyminis veiksnys,
inozitolo fosfatas (IP¢), gali specifiskai saveikauti su Ku70/80 ir skatinti DNR galy sujungima in vitro.
Manoma, kad bus atrasti ir nauji NGS dalyvaujantys veiksniai.

NGS geny i$jungimas gyvinuose arba ju lasteliy kultirose nulemia jautruma JS, taciau beveik ne-
pakei€ia jautrumo tiems mutagenams, kurie nesukelia DGT. Mutantuose sutrinka V(D)J rekombinaci-
ja. Tai rodo, kad NGS baltymai dalyvauja Siame procese. Tokiuose organizmuose pasireiskia SCID.
Iki $iol nenustatyta, kad zmogus turéty pazeistus Ku ar DNR-PKcs genus. Tac¢iau zinomi SCID sergan-
tys asmenys, kuriy Artemidés genas mutaves. DNR-PKcs -/- pelés iSoriskai normalios, o Ku -/- pelés
yra mazos, anksti sensta (Ferguson ir Alt, 2001). Tai rodo, kad Ku dalyvauja didesniame rekombinaci-

jos/reparacijos ivykiy skai¢iuje nei DNR-PKecs. Netikéta buvo tai, kad mutacijos pelés DNR ligazes IV

167



ar XRCC4 genuose sukelia embriony Ziiti. Vienas i§ pastebéty sutrikimy tokiuose peliy embrionuose —
naujai susidaranc¢iy neurony apoptozé. [ natiiraliai kylanti klausima, kod¢l Sie du baltymai svarbesni uz
Ku, bandoma atsakyti remiantis ziniomis apie NGS mechanizma. Lastelése, kurios neturi DNR ligazés
IV ar XRCC4, Ku ir DNR-PKecs vis tiek jungiasi prie DNR galy DGT vietoje. Susidarg neveikliis
kompleksai slopina tolesng DGT reparacija. Ku -/- lastelése DGT istaisymas gali vykti, kad ir silpniau,
kitais budais, kurie gali kompensuoti NGS nebuvima. Tai patvirtina ir vi§c¢iuko lasteliy linijos DT40
tyrimai. LIG4 -/- lastelés jautresnés JS nei Ku70 -/- lastelés. Taciau LIG4-/-|[Ku70 -/- dviguba mutacija
turinCios lastelés yra panasaus jautrumo kaip ir Ku70 -/~ (Adachi ir kt., 2001). Kai DNR-PKcs arba Ku
neaktyviis peliy lastelése, tai atsiranda polinkis susirgti limfoma. Kadangi Zmonés, turintys pazaidas
iy baltymy genuose, iki Siol neiSaiskinti, tai manoma, kad $iy geny iSjungimas nesuderinamas su
7mogaus i§gyvenimu. Si pozitirj patvirtina ir lasteliy linijy tyrimai. Zmogaus Ku70 -/~ lastelés greitai
zliva, nes jos beveik nesidalija ir patiria apoptoze. Taciau ligazés IV neveikimas lasteliy nenuzudo, o
padidina jy jautruma JS. Visa tai rodo, kad gyviiny lasteliy mutanty pagal NGS genus i1§gyvenimas dar

priklauso ir nuo jy tipo.

6.3.4. NGS mielése

Mielése tai ne pagrindinis DGT Salinimo biuidas. Kaip minéta anks¢iau, svarbiausias yra HR me-
chanizmas. Geny i§jungimo eksperimentai atskleidé, kad svarbiausi NGS komponentai konservatyvis
tiek mielése, tiek zinduoliuose (11 lentelé, 119 pav.) Yra ir tam tikry skirtumu, susijusiy ne tik su pa-
ties mechanizmo svarba lasteléje, bet ir su jo enzimologija (Daley ir kt., 2005). Pirma, mielése néra
zinduoliy DNR-PKs homologo. Antra, Siuose organizmuose, sujungiant nehomologiSskus DNR galus,
svarby vaidmeni atlicka Rad50/Mrel1/Xrs2 kompleksas, kurio reikSm¢ HR analizavome anksciau (Zr.
skirsni 2.3.2.4.1). Siuos baltymus koduojan¢iy geny suardymas mieliy lastelése sukelia tokius padius
sutrikimus kaip ir YKU70, YKUS80 ir DNL4 i§jungimas.

11 lentelé. Bakterijy, mieliy ir Zmogaus lasteliy svarbiausi baltymai, kurie dalyvauja NGS (Po-
stawa ir Blasiak, 2003)

Bakterijos Mielés Zmogaus lastelés
Yko U Yko70/80 Ku70/80
— — DNR-PK
SbcC/SbeD/— Rad50/Mrel1/Xrs2 Rad50/Mrel1/Nbsl
_ Sir2/Sir3/Sir4 Sir2 A/—/—
YkoV Dnl4 LiglV
_ Lifl, Lif2 XRCC4
_ Nejl _

Neabejotinai Ku yra svarbiausi NGS baltymai, nes jie gaminami tiek bakterijy, tieck Zmogaus laste-
lése (Doherty ir kt., 2001). Eukarioty Ku yra heterodimeras, kurio subvienetus koduoja du genai, atsi-
rade dél geno pradininko duplikacijos. Zmogaus lasteliy Ku baltymy homologai kepimo mielése vadi-
nami Yku70 ir Yku80, nors abu yra apie 70 kDa dydZio. Mieliy NGS taip pat reikia DNR ligazés, ku-

168



ria koduoja DNL4 genas. Fermentas, matyt, atlieka tik §ig vienintele funkcija, kuria lemia jo gebéjimas
prisijungti prie Ku-DNR galy komplekso. Zinduoliy DNR ligazé IV tiesiogiai saveikauja su XRCC4
baltymu. Mielése $io baltymo homologas vadinamas Lifl (Herrmann ir kt., 1998). XRCC4 savo sanda-
ra primena Rad50, nes turi sferos pavidalo galva bei spiralés formos uodega (Sibanda ir kt., 2001), ku-
ria XRCC4 jungiasi prie ligazés. Nors XRCC4 ir Lifl nelabai panasis, centrinis Lifl rajonas, kuris
jungiasi prie Dnl4, yra panasios sandaros. Taip pat Lifl C galo dalis saveikauja su Xrs2 baltymu. Be
to, atrastas ir Lif2 veiksnys, kuris sgveikauja su Lifl. Mutacija L/F’2 gene mazina DGT reparacijos ak-
tyvuma mazdaug tiek pat kaip ir mutacijos LIF'I bei DNL4 genuose. Efektyviam NGS mielése dar rei-
kalingas Nejl (angl. nonhomologous end joining regulator 1). NEJI geno mutantuose, palyginti su
laukinio tipo lastelémis, NGS sumazé¢ja astuonis kartus. dnl4/nejl dvigubuose mutantuose galy sujun-
gimo efektyvumas toks pat kaip ir pavieniuose mutantuose. Nejl baltymas saveikauja su Lifl baltymo
sferine ,,galva®“. Taciau tiksli baltymo funkcija nenustatyta (Daley ir kt., 2005).

Dar keletas mieliy baltymy dalyvauja subrandinant DGT galus. Vienas i3 ju — Pol4 polimerazeé. Sis
baltymas savo N gale turi BRCT domena, kuriuo saveikauja su Dnl4. ISsamesni tyrimai rodo, kad Pol4
dalyvavimas labai priklauso nuo DNR galy savybiy (Daley ir kt., 2005). Pol4, kaip ir zinduoliy Polh
bei Polp, turi unikalia savybeg uZpildyti iSsikiSusius 3’galus. Taciau DGT, turinCiy iSsikiSusius
viengrandzius 5’galus, reparacijai Sis baltymas nereikalingas. Rad27, homologiskas zinduoliy FENI,
endonukleolitiSkai skaldo nukarusius 5’galus. Jis tiek fiziSkai, tiek funkciskai saveikauja su Pol4 ir
Dnl4/Lifl. Rad27 ir Pol4, matyt, veikia subrandinant ir uzpildant 5’galus NGS reakcijoje. Mieliy 3’
NGS nukleazés iki §iol nenustatytos. Zinduoliy lastelése, manoma, §j darba atlicka Artemis (Ma ir kt.,
2002). Taciau, atrodo, kad jai artimiausias mieliy homologas Pso2/Snm1, susijgs tik su ,,segtuky ir
skersiniy sasiuvy reparacija. Mrell turi 3°—5’ egzonukleazés aktyvuma, taciau ar dalyvauja NGS
subrandinant 3’galus, neaisku.

SIR2, SIR3 ir SIR4 dalyvauja nuslopinant genus mielése. Ju delecijos taip pat sumazina NGS
efektyvuma, taiau $is poveikis netiesioginis. Kadangi Sie baltymai aptinkami DNR pazaidy vietose ir
saveikauja su Ku baltymais, galima manyti, kad dél ju geriau prie DNR galy prieina fermentai ir (arba)

Yku70/80 kompleksas.
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119 pav. Saccharomyces cerevisiae NGS modelis (Dudédsova ir kt., 2004): A — paprastas DNR ga-
Iy sujungimas NGS budu; B — DNR galy subrandinimas prie§ sujungima. Jeigu galai néra kom-
plementarts, prie$ sujungima jie subrandinami uzpildant tarpus (Pol4) arba skaldant juos (Rad27)

6.3.4.1. Mieliy NGS reakcijos modelis

Iskart po DGT susidarymo ir iki DNR 5’galo subrandinimo prie DNR molekuliy galy jungiasi
MRX baltymy kompleksas (119 pav.). Siuo momentu Ku taip pat turi jungtis prie laisvy DNR galy i§
abiejy trukio pusiy. Kokia minéty baltymy prisijungimo tvarka, neaiSku. MRX gali sudaryti tiltelj tarp
DNR molekulés (-iy) fragmenty in vitro nebitinai prisitvirtings prie juy galy, o Ku turi jungtis bitent
prie ju. Po to Yku80 ir Xrs2 prisijungia atitinkamai: Dnl4 (Lig4) ir Lifl (Daley ir kt., 2005) bei mobi-
lizuoja Pol4. Susidares kompleksas turi biiti lankstus, nes gali biti reikalinga DNR galy korekcija. Si
lankstuma, matyt, uztikrina Lifl spiraliné¢ uodega, Yku80 C galas ir Ku translokacijos. Toliau DNR
galai sugretinami ir juy nukleotidai suporuojami, po to DNR grandys sujungiamos dalyvaujant ligazei.
DGT vietoje buna dvi Dnl4 molekulés. Manoma, kad pradzioje sujungiama tik viena DNR duplekso
granding, po to ir kita. Jeigu atkurti fosfodiesterinés jungties nepavyksta, tai Dnl4, matyt, gali mobili-

zuoti papildomus baltymus DNR galy subrandinimui.
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6.3.5. Nehomologisky DNR galy sujungimo biidai

NGS daznai vertinamas kaip DGT istaisymo biidas, palankus atsirasti mutacijoms. Ypac tais atve-
jais, kai galai susijungia mikrohomologijos sritimis. Ta¢iau NGS gali vykti ir be klaidy. Siuo metu tei-
giama, kad galimi du NGS keliai (Liang ir kt., 2005). Pirmasis, kuriame dalyvauja Ku ir DNR-PKcs
bei ligazés IV — XRCC4 kompleksas, vyksta be klaidy. DNR molekuliy galai susijungia labai tiksliai.
Eksperimentai rodo, kad Sis kelias daznesnis mielése ir zinduoliy lastelése (Budman ir kt., 2005). Pa-
vyzdziui, sujungiant i$sikiSusius 4 bp galus, neteisingo nukleotidy suporavimo tikimybé yra tik 1 proc.
Jeigu vienu metu susidaro DGT keliose vietose, gali biiti sujungiami netinkami DNR galai, susidaryti
translokacijos. Taciau ir Siuo atveju klaidos tikimyb¢ — tik keletas nuoSimciy. Taciau egzistuoja ir jam
alternatyvus kelias (120 pav.). Jis nustatytas stuburiniy gyviny mutantiniy lasteliy kamienuose. Pa-
vyzdziui, grauziky lasteliy, neturin¢iy Ku80 baltymo, linijoje x7s6 taip pat vyksta DNR galy susijun-
gimas, tik jis yra netikslus. Sis kelias aptiktas ir XRCC -/- ir ligazé IV -/- zinduoliy lasteliy linijose.

Tai rodo, kad egzistuoja nuo Ku nepriklausomas klaidas linkgs daryti DNR galy susijungimo mecha-

nizmas.
NGS
Ku, histonai ir __y, <—— Nukleaze
kiti veiksniai
DNR galai apsaugoti: Subrandinti DNR galai

Sinapsé: galai laikomi

greta vienas kito

Homologijos paieska
DNR-PKcs

DNR ligaze IV — / \

XRCC4 Homologijarasta ~ Homologija nerasta

Polimerazé Stabilizuojantys
FEN1 —» baltymai
Ligaz¢

Polimerazé
Ligaz¢

MHE) Galy sujungimas
v delecijos/ insercijos

Tikslus DNR galy Netikslus galy susijungimas
susijungimas

120 pav. Du NGS keliai (Liang ir kt., 2005)

Pagrindiné $io mechanizmo ypatybé — nukleotidy praradimas DNR galuose bei mikrohomologijos
panaudojimas sujungiant DNR molekules. Todél literatiiroje jis apibiidinamas kaip su mikrohomologi-
ja susijes galu susijungimas (angl. microhomology mediated end joining, MHEJ). Siame procese, ma-

noma, dalyvauja nukarusiy vgDNR galy endonukleazé I (FEN1).
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7. T-DNR rekombinacija

Augaly molekulinés biologijos ir biotechnologijos suklestéjimas labai susij¢s su augaly transfor-
macijos, kuria sukelia Agrobacterium, atradimu ir panaudojimu. Si bakterija geba perneiti savose
plazmidése (Ti ar Ri) esanc¢ios DNR atkarpa 1 augalo lasteliy branduolio genoma. Pernesama DNR va-
dinama T-DNR (angl. transfered DNA). Si savybé panaudojama geny inZinerijoje i augala jterpiant
naujus genus, taip pat tiriant augalo geny funkcijas juy i§jungimo biidu. Rekombinacijos pozitriu T-
DNR isiterpimas | augalo genoma yra labai savitas reiSkinys. T-DNR yra didel¢je (~ 200 kbp) pTi
(angl. tumour inducing plasmid) plazmidéje. Atsakingi uz jos pernesima genai yra uz T-DNR riby. Pati
T-DNR yra gana didelé ir gali talpinti deSimtis geny (Gelvin, 2003). Vieninteliai cis veikiantys ele-
mentai yra dvi 25 bp ilgio 18sigimeg pasikartojancios vienakryptés sekos, esancios i§ abiejy pernesSamos
DNR riby. Kadangi T-DNR néra pernasai reikalingy geny, 1 ja gali biiti jterpiami jvairiis transgenai ir
reguliacinés sekos. Pati pernasa yra gana sudétinga ir gali buiti suskirstyta i bakterini ir augalinj etapus.
Bakterinis etapas tikriausiai kiles i§ konjugacijos, nes ju mechanizmas ir dalyvaujantys baltymai labai
panasiis. Augalinis etapas apima {vykius nuo T-DNR patekimo i augalo lastelg iki jos isiterpimo i ge-
noma.

Agrobacterium puola pazeistus augalo audinius, kuriy zaizdos i$skiria tam tikrus fenolinius jungi-
nius. Sios medZiagos sukelia bakterijos chemotaksj paZeisto audinio link. Bakterijos lastelés prisitvir-
tina prie Seimininko lasteliy sienelés (121 pav.). Cia vyksta tarpusavio atpazinimas, kuriame dalyvauja

tiek bakterijos, tiek augalo baltymai. I$ augalo receptoriy paminétinas vitronektino tipo baltymas.

121 pav. Agrobacterium tumefaciens prisitvirtinusi prie augalo lastelés.
http://depts.washington.edu/agro/index ; microbewiki.kenyon.edu/index.php/Agrobacterium

Idomu tai, kad ji, kaip specifini receptoriy, naudoja ir daug zinduoliy patogeny. Augalo iSskiria-
mus fenolius bakterija atpazista, naudodama dviejy komponenty sistema. Membranoje esantis VirA
baltymas veikia kaip jutiminé kinazé, kuri, aktyvuojama augalo junginiy, vykdo autofosforilinima
(122 pav.). Po to VirA fosforilina VirG. Sis atsako reguliatorius aktyvuoja jvairius vir genus. Augalo
gaminami junginiai gali ne tik aktyvuoti, bet ir slopinti §ig signaling granding. Taip daugelis augaly
rusiy apsisaugo nuo agrobakterijos infekcijos. Vir geny raiSka sukelia T-DNR paruoSima, kanalélio

tarp bakterijos ir augalo lastelés susidaryma ir DNR pernaSa (122 pav.). T-DNR paruosima pradeda
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VirD2 ir VirD1 baltymai. Saveikaudami tarpusavyje, jie veikia kaip sait-specifiné endonukleazé. Sukeé-
les viengrandi truki, VirD2 kovalentiskai prisijungia prie vgT-DNR 5’galo. Susidaro dar nesubrandin-
tas T-DNR kompleksas. Ji nuo T-DNR rajono tikriausiai atskiria viena i§ daugelio bakterijos helikaziy.
Tod¢l plazmideje susidaro viengrandis tarpas. Ji greitai pasalina bakterijos reparacijos sistema. Mobi-
lizuota vgT-DNR molekulg subrandina (supakuoja) VirE2 i tus¢iavidures cilindro formos filamentines
strukttiras. VirE2 dengia vgT-DNR. Taip pastaroji apsaugoma nuo nukleaziy ir tinka keliauti { Seimi-

ninko lastelés branduolj.

Agrobacterium

) Opiny
Virulentidkumo genai wdralazé
Or | LB RB .
> > L Opiny
\ T-DNR VirD?2 permeaze

Fenoliniai ( Opinai
junginiai

Opinq\

Fitochormony sintazé PY

Augalo lastelé

122 pav. T-DNR pernesimo i augalo branduoli schema. LB, RB kairioji ir deSinioji T-DNR ribos;
BPK — branduolio poros kompleksas (Ziemienowicz, 2001).

Tiksli T-DNR komplekso susidarymo vieta dar nezinoma (Tzfira ir Citovsky, 2002). T-DNR ir
Vir baltymy pernasa vyksta dalyvaujant IV tipo sekrecijos sistemai. Ji sudaryta i$ 12 baltymy, kurie
suformuoja du funkcinius darinius: virulentiska piliy ir neSiklio kompleksa. Pastarasis substratus per-
nesa per lastelés membrana. Agrobakterijoje Si neSikli sudaro virD4 geno ir 11 virB operono geny ko-
duojami baltymai. I$ pastaryjy VirB1, VirB2 ir VirB5, matyt, saveikauja su Seimininko lastelés recep-
toriais. Neatmetama galimybe¢, kad VirD2, VirE2 ir VirF gali biti perneSami nepriklausomai nuo virB

operono.
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Seimininko lasteléje T-DNR kompleksas turi patekti i branduoli. Tai aktyvus procesas, kuriame
svarbiis VirE2 ir VirD2 baltymai. Su jais saveikauja ciklofilino Saperono Seimos baltymai RocA, Roc4
ir CypA. Jeigu slopinama VirD2-CypA saveika, agrobakterija praranda geb&jima sukelti auglius (123
pav.). Galbiit augalo Saperonai padeda VirD2 baltymui i$laikyti tam tikra erdving sandarg. VirE2 sa-
veikauja su kitais augalo baltymais VIP1 ir VIP2.

123 pav. A. tumefaciens sukeltas auglys ant pelargonijos stiebo
microbewiki.kenyon.edu/index.php/Agrobacterium

7.1. Isijungimg skatinantys augalo veiksniai

I augalo genoma isijungia ne visos T-DNR molekulés, taciau procentiSkai daugiau nei kitais me-
todais jterpiant DNR. Galbiit tai nulemia T-komplekse esantys VirD2 ir VirE2 baltymai. Manoma, kad
VirD2 gali daryti itaka isijungimo efektyvumui ir tikslumui. Laukinio tipo T-DNR raiSka augalo laste-
lése nulemia augliy susidaryma, nes skatina hormony (auksiny, citokininy) ir junginiy, vadinamy opi-
nais, gamyba. Pastarieji yra aminortig8¢iy ir fosforilinty angliavandeniy dariniai ir skirstomi i du tipus:
oktopinus ir napalinus. Kadangi opinus gali isisavinti tik agrobakterija, tai ji sau sukuria ekologing ni-
S$a, kuri niekam daugiau negali priklausyti. virF’ lokusas budingas tik oktopinus koduojan¢ioms Ti

plazmidéms. Manoma, jis sprendzia galimy Seimininky rata.
7.2. T-DNR jsijungimas | augalo lastelés genomg

T-DNR subrandinimas ir perneSimas { augala neblogai iStirtas, taciau jos isiterpimo i augalo
chromosomas mechanizmai iki $iol neaiskus (Li ir kt., 2005; Loyter ir kt., 2005). T-DNR esanti infor-
macija (pavyzdziui, transgenai) patiria maziau poky¢iy integracijos i genoma metu nei naudojant kitus
metodus (polietilenglikoli, elektroporacija, liposomas, geny patranka) (Gelvin 2003). Todé¢l, dirbant
Siuo metodu, Siek tiek mazesné genetinio nestabilumo rizika. Visi ankstesni tyrimai, atlikti ivairiuose
modeliniuose augaluose, rodo, kad T-DNR isijungia nedésningosios rekombinacijos biidu (Gheysen ir
kt., 1991, Brunaud ir kt., 2002). 4. thaliana tokiy isijungimo viety analizé parodé¢, kad jos daugmaz
pasiskirs¢iusios tolygiai visose penkiose chromosomose, taciau daug reciau isiterpimas vyksta centro-
mery srityse. Nustatyta apie 40 proc. isiterpimy i genus. Intronuose isiterpimai daZznesni, palyginti su
egzonais. Tiriant T-DNR rekombinacija atlikta nemazai eksperimenty, kuriy rezultatus apibendrina du
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modeliai (Mayerhofer ir kt., 1991). Kadangi neaisku, ar rekombinacijoje dalyvauja vgT-DNR ar dgT-
DNR, tai vienas ju vadinamas dvigrandziy triikkiy modeliu, kitas — vgDNR tarpo reparacijos modeliu.
Pirmasis modelis teigia, kad vyksta dgT-DNR integracija i DGT vieta augalo genome. T-DNR galai
Siek tiek iSvyniojami ir jungiasi su augalo DNR 1§ abiejy tritkkio pusiy. Antrasis modelis teigia, kad re-
kombinacija prasideda viengrandziu DNR trukiu, po to augalo DNR susidaro viengrandis tarpas ir Sio-
je vietoje isijungia vgT-DNR. Manoma, kad abiem atvejais VirD2, saveikaudamas su augalo balty-
mais, dalyvauja atpaZjstant triikiy vietas. Siuos modelius tobulino kiti mokslininkai. PavyzdZiui, Tin-
landas (Tinland) ir kolegos mano, jog rekombinacijos vieta labiausiai priklauso nuo T-DNR 3’galo.
Pasak ju, rekombinacija prasideda, kai §i T-DNR vieta atpaZista mazas homologijos sritis virSutinéje
augalo DNR grandingje (Tinland ir kt., 1995). Tada apatin¢je augalo DNR grandinéje atsiranda vieng-
randis triikis ir jo vietoje VirD2 prijungia vgT-DNR 5’gala. Nukares T-DNR 3’galo fragmentas (iki
homologijos vietos) pasalinamas, o antraja iterptos T-DNR granding sintetina augalo reparacijos sis-
tema (124 pav.) (Tinland ir Hohn, 1995). Sie samprotavimai pagristi eksperimenty rezultatais:
1) T-DNR i augalo lastele pernesama vgDNR pavidalo (Tinland ir kt., 1994); 2) nukleotidy seky tarp
T-DNR 3’galo ir rekombinacijos vietos palyginimas rodo, kad tarp ju egzistuoja keleto nukleotidy il-
gio homologijos sritis (Tinland ir kt., 1995; Brunaund ir kt., 2002). Pavyzdziui, atlik¢ 9000 rekombi-
nacijos viety analizg, Brunaund ir kt. nustaté, kad T-DNR linkusi isiterpti { genomo rajonus, kurie tur-
tingi A-T. Tarp vgT-DNR kairiojo (3’) galo ir augalo DNR susidaro trumpas DNR dupleksas. Be to
jame vyksta delecijos. DeSinysis vgT-DNR galas taip pat poruojasi su augalo DNR, sudarydamas kita
DNR dupleksa i$ 2-3 bp (124 pav.); 3) VirD2 biina prisijunggs prie vgT-DNR 5°galo (Ward & Barnes,
1998; Young ir Nester, 1988), skaldo ir liguoja DNR in vitro (Panseqrou ir kt., 1993); 4) mutacijos
virD2 gene sukelia netiksly T-DNR 5’galo isijungima (Tinland ir kt., 1995). Taciau Sis modelis negali
paaiskinti sudétingy T-DNR isiterpimo atvejy (Krizkova ir Hrounda, 1998) bei greitos T-DNR raiskos
(Li ir kt., 2005). Tai lengviau biity galima isivaizduoti darant prielaida, kad rekombinacijoje dalyvauja
dgT-DNR. Kad egzistuoja tokia dgT-DNR, tiesiogiai jrodo eksperimentai su mieliy endonukleaze I-
Scel (Tzfira ir kt., 2003). Sie eksperimentai parodé, kad T-DNR pirmiausia jungiasi i endonukleazés
sukelty DGT vietas. Be to, pati T-DNR, kuri tur¢jo I-Scel atpazinimo seka, buvo dazniausiai jjungiama
1 augalo genoma tik suskaldyta Sio fermento. Kadangi I-Scel endonukleazé skaldo tik dgDNR, tai aki-
vaizdu, kad pries§ rekombinacija vgT-DNR buvo paver¢iama dgT-DNR.
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Augalo DNR 2
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5’ (desinysis)

124 pav. T-DNR integracijos | augalo genoma modelis. Patogumo délei pavaizduota tik virSutine
augalo DNR molekulés grandiné, T(n) — T turtingas rajonas, kuris, manoma, yra tinkama vieta
kairiojo (3”) T-DNR galo rekombinacijai. Galbiit §is T-DNR galas ieSko tinkamos vietos, kol ran-
da nedidele homologiska seka iSkart uz T turtingo rajono. Susidaro trumpas skirtingos kilmes
DNR molekuliy dupleksas; (2) Seimininko DNR molekuléje zemiau homologijos vietos sukelia-
mas viengrandis triikis. D¢l jo atsiradgs 3’-OH galas yra pradmuo DNR sintezei per T-DNR tol, kol
pasiekiamas jos desinysis (5”) galas, prie kurio prisitvirtings VirD2 baltymas. Naujai susintetintos
dgT-DNR isiterpimas { augalo DNR dazniausiai susijgs su Seimininko DNR delecijomis. T-DNR re-
kombinacija su Seimininko DNR sukelia T-DNR 3’galo fragmento delecija (1). DeSinysis T-DNR
galas jsiterpia | Seimininko DNR labai tiksliai. (1) ir (3) — endonukleaziy veikimo vietos (Brunaud ir
kt., 2002)

Pati T-DNR rekombinacija augale, matyt, vyksta nedésningosios rekombinacijos (NGS) budu.
Dabar jau pripazistama, kad Agrobacterium baltymai negali vykdyti DNR reparacijos, todél T-DNR
integracija aptarnauja Seimininko baltymai. PavyzdZiui, mielése T-DNR integracija vyksta HR ir NGS
biudu (Van Attikum ir Hooykas, 2003). Kadangi augaluose dominuoja nehomologiné rekombinacija,
tai Siuo buidu turéty vykti T-DNR rekombinacija. [rodyta, kad rekombinacijos metu prie dgT-DNR
jungiasi augalo KU80 baltymas, kuris yra svarbus NGS (Li ir kt., 2005). A. thaliana ku80 -/- mutanto
somatinése lastelése nevyksta T-DNR rekombinacija, o esant Sio geno perraiskai, vairenio augalai jaut-

resni Agrobacterium infekcijai bei atsparesni DNR pazaidas sukeliantiems veiksniams.
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8. RNR rekombinacija

1962 m. nustatyta, kad tarp giminisky poliovirusy genomy vyksta apsikeitimas genetiniais Zyme-
nimis. Mazdaug tuo pat metu atrasta RNR ,replikaz¢* — polimerazé, kuri gali sintetinti RNR ant RNR
matricos. 1965 m. QP replikazé buvo panaudota RNR pagausinimui nelastelinéje sistemoje. Nors tai ir
buvo RNR rekombinacijos tyrimy pradzia, taciau dar ilgai jos mechanizmai ir mastai buvo neaiskis.
Skirtingai nei DNR rekombinacijos atveju nenustatyta specifiniy geny, valdanciy $i procesa. Kadangi
nebuvo nelasteliniy eksperimentams tinkamy sistemy, tai RNR rekombinacija buvo stebima tik in vivo
ir visada egzistavo galimybé, kad ji vyksta ne tarp RNR molekuliy, o tarp ju cDNR kopijy (Chetverin,
1999). Be to, ilga laika vyravo nuomon¢, kad RNR rekombinacija vyksta tik replikacijos matricy kai-
tos budu (Nagy ir Simon, 1998).

RNR rekombinacija buvo mislé daugiau nei tris deSimtmecius po jos atradimo. Dabar padaryta di-
dziulé jos tyrimy pazanga ir jau aiSku, kad Sios rekombinacijos mechanizmai labai {vairiis. Vyraujantis
RNR rekombinacijos tipas — nedésningoji rekombinacija. Ji susijusi su keleto riiSiy transesterifikacijos
reakcijomis, kurias vykdo pacios RNR molekulés, arba §i procesa katalizuoja tam tikri baltymai. Ka-
dangi homologiné rekombinacija vyksta molekuliy homologijos vietose, tai Sis rekombinacijos budas
saugo genomo sandara, o nedésningoji rekombinacija keicia ja. Kadangi viruso genomo didziaja dali
sudaro jam ,,gyvybiskai“ svarbiis genai, dauguma nedésningyju (nehomologiniy) rekombinanty pa-
prasCiausiai ,,neiSgyvena®. Dél Sios priezasties ilgai vyravo klaidinga nuomoné¢, kad RNR rekombina-
cija dazniausiai vyksta homologinés rekombinacijos biidu. Sios rekombinacijos daznis labai skiriasi
{vairiuose virusuose. Pavyzdziui, kryZminantis {vairiy serotipy koronavirusams ir pikornavirusams jis
sickia 10”/nukleotidui (nt), tadiau RNR faguose jis labai mazas ir tesickia 10" '/nt. Nedésningosios re-
kombinacijos daznis daugelyje RNR virusy buvo panasus ir sieke 10”/nt (Chetverin, 1999). Kad néra
koreliacijos tarp homologinés ir nedésningosios RNR rekombinacijos, rodo, jog tai visiSkai skirtingi
procesai. 1997 m. buvo sukurtos pirmosios nelastelinés sistemos RNR rekombinacijai tirti. Viena i§ ju
pasizymi i$skirtinémis savybémis, nes procesa galima grieztai kontroliuoti nuo pradzios iki galo
(Chetverin ir kt., 1997). Si sistema sudaryta i§ RNR bakteriofago Qp replikazés, tam tikros sandaros
RNR molekuliy fragmenty, turinCiy specifines 5’ ir 3’ galines sekas, kuriose yra polimerazés atpaZi-
nimo saitai, ir INTP. Qp replikazés gali pagausinti tik RNR molekulg, turincia Sias specifines 5’ ir 3’
sekas, ir taip sudaryti RNR molekuliy kolonija (125 pav.). Pagal §ia metodika galima gauti atskiras

molekuliy kolonijas, uznesus tinkama RNR ant agarozés gelio, kuriame yra replikaze ir INTP.
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125 pav. RNR rekombinacijos tyrimo sistema pagal Chetvering. RNR kolonijos agarozes gelyje,
turin¢iame QP replikaze ir INTP. Kolonijos iSryskintos panaudojus hibridizacija su zymétu zondu.
http://rna.protres.ru/rus/#Molecular proc.20Colony

Siekiant gauti kompaktiSkas kolonijas, RNR molekulés uZzneSamos ant agarozes, turincios replika-
zg ir padengiamos nailono membrana impregnuota rNTP (Chetverin ir kt., 1997). RNR rekombinacijai
tirti substratais naudojami atskirti vienas nuo kito RQ (angl. replicable by Qf) RNR 5 ir 3’ fragmen-
tai. Molekuling kolonija galima gauti tik tada, kai RNR fragmentai rekombinacijos biidu susijungs
vieng molekulg. Pagal susidaran¢ias RNR kolonijas sprendZiama apie rekombinacijos daznj Sioje sis-
temoje tam tikromis salygomis, o iStyrus kolonija sudarancias molekules, galima nustatyti, kokiu budu
vyko rekombinacija. Kadangi RNR kolonijos susidarydavo, tai akivaizdziai rod¢, kad RNR rekombi-
nacija gali vykti be DNR tarpininko. RNR rekombinacijos daznis, naudojant QP replikaze, lygus 10” —
10*/nt. Rekombinanty sekoskaita parodé, kad jie susidaré nehomologinés rekombinacijos biidu. Ho-
mologinés rekombinacijos biidu rekombinantai susidarydavo, kai i sistema buvo iterpiama dNTP ir
atvirksting transkriptazé. Sis fermentas vykdo homologing rekombinacija matricy kaitos bidu. RNR
rekombinacijos mechanizmas, esant QP replikazei, skiriasi nuo matricy kaitos mechanizmo. Tokiy re-
kombinanty strukttiros tyrimai parodé, kad ju susidarymas vyksta transesterifikacijos reakcijos metu.
Siuo atveju 5> RNR fragmento 3’-OH galas atakuoja 3’ fragmento fosfodiesterines jungtis ir sudaro
naujas. Si reakcija nevykdavo, jeigu 5’ fragmento 3’-OH grupé biidavo pasalinama (Chetverin, 1999;
Chetverin, 2004). Kai reakcijoje nedalyvaudavo QP replikazé ir rINTP, fragmenty rekombinacija buvo
keletu eiliy retesné. Tai rode, kad replikazeé kazkokiu buidu katalizuoja RNR molekuliy rekombinacija.
Savaiminés RNR rekombinacijos mechanizmas buvo visiskai kitoks. Sioje rekombinacijoje dalyvauja
ne 3°-OH, o 2’-OH grupé¢s. Panasios savaiminés reakcijos vyksta ir in cis, todél RNR molekulése buvo
aptinkamos delecijos. RNR savaime yra rekombinogenisSka ir rekombinacijai be jos pacios tereikia
Mg*" jony. Tokios rekombinacijos daznis labai mazas ir siekia ~ 10° h™ vienai nukleotido jungéiai

37°C temperatiiroje. Tokie spontaniSki RNR persitvarkymai gali buti svarbiis RNR ir DNR genomy
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evoliucijai. Jeigu lastelés baltymai ju ir nepadidina, esamo daznio pakanka, kad zmogaus lastel¢je

kiekviena minute susidaryty nauja rekombinantiné RNR. Per visa Zmogaus gyvenima jo kiine gali su-

sidaryti iki 10%° rekombinantiniy RNR molekuliy. Net nezymios ju dalies atvirkstiné transkripcija ir

integracija gali sukelti Zmogaus genomo poky¢ius.

Rekombinacija gali didinti virusy patogeniskuma. Buve ne tokie kenksmingi virusai po rekombi-

nacijos gali tapti labai virulentiSku kamienu. Pavyzdziui, taip atsirado labai virulentiSkas ,,Hong Kon-

go” tipo gripo virusas. Tokie persitvarkymai yra labai pavojingi. AprasSyti keli atvejai, kai poliomelita

sukele vakcinoje buvusiy virusy neurovirulentiniai revertantai. Reversijas dazniausiai sukelia genetinés

keliy poliovirusy serotipy, paprastai ieinanciy i vakciny sudéti, rekombinacijos.
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