4. GENU REKOMBINACIJA

Cilveka, kukuriizas un peles 3iinas kodola atrodas apmeéram 10°
dazadu génu. Salidzinot ar génu skaitu, hromosomu ir visai maz:
cilvekam — 23, pelei — 20 un kukuroizai — 10 pari. Tatad viena
hromosoma jaatrodas [oti daudziem géniem. Citologs V. Setons, kas
siki izpetija mejozes norisi taisnsparpiem, jau 1902. gada noradija,
ka tresa Mendela likuma darbibai jabiit ierobeZotai, jo géni, kuri at-
rodas viena hromosoma, dro$i vien nevar brivi kombinéties un
iedzimst kopa.

Viena hromosoma lokaliz€to génu saistito iedzim$anu nosaka
génu saistiba. Génu saistiba paradas tadejadi, ka vairdkas pazimes,
Kas kopa bijuSas vienam no hibrida vecakiem, kopa izpauZas ari
hibrida pécnacejiem. Sadu «pazimju pievilkdanos» atkldaja 1906.
gadad Anglija V. Betsons un R. Pennets. Kada eksperimentd vini
krustoja divas pukzirniSu Lathyrus odoratus formas: vienai bija
purpursarkani ziedi un ovali ziedputeksni, otrai — sarkani ziedi un
apali ziedputek$ni. F, paaudzeé ieguva %/, pécnacéju ar purpursarka-
niem un '/, ar sarkaniem ziediem, tapat 3%, augu ar ovaliem un
/4 — ar. apaliem ziedputek$piem. Uzskaitot augus péc abam pazi-
mém reizé, neieguva attiecibu °/;s6:%/16:%/6:1/15. Vecaku fenotipi
(purpursarkani ziedi ar iegareniem putek3niem un sarkani ziedi ar
apaliem putckdniem) paradijas daudz bieiak, neka tas batu sagai-
dams péc tresa Mende|a likuma. Autori toreiz 3ai paradibai nedeva
izskaidrojumu, uzskatot to tikai par interesantu izpémumu.

4.1. HROMOSOMALAS IEDZIMTIBAS TEORIJAS RASANAS

Hromosomu sakaru ar iedzimtibu pieradija tikai 1910. gada
T. Morgans, A. Stertevants un K. BridZess, veicot drozofilas krus-
toSanu. Kada no eksperimentiem drozofilu, kurai bija savvalas tipa
(peleka) kermena krasa un rudimentari sparni, krustoja ar musu,
kurai bija melns kermenis un normali sparni (4.1. att. a, b). Fi
paaudzé visam musam bija peleka kermena krasa un normali sparni.
Izdarot analizeéjoSo krustoSanu ar abu vecaku recesivo pazimju ne-
s€ju (melns kermenis, rudimentari sparni), ieguva negaiditus re-
zultatus. Ja krustoSanai izveélejas F, tévinu, vina pécnacgjiem bija
tikai tadas abu pazimju kombinacijas ka vina vecakiem: peleks ker-
menis ar rudimentariem sparniem vai arl melns kermenis ar nor-
maliem sparniem attieciba 1:1 (it ka abas pazimes noteiktu viens
un tas pats géns). Krustojot F, matiti ar tévinu, kam bija abas
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4L5% 5%, \ 8,5% 85% |
83% b 17%

4.1. att. Kermegpa krasas (b ge€na) un s?érnu garuma (vg géna) iedzim-
sana drozofilai:
a — bez krustmijas, b — ar krustmiju. kas notikusi starp gé€niem b un vg.



recesivas pazimes, paradijas ne tikai vecakiem bijusas pazimju
kombinacijas, bet ari jaunas, tacu Fy skaitliskas attiecibas neatbilda
dihibridiskas analizéjo$as krustoSanas skaldisanas attiecibam
(1:1:1:1). Vecaku pazimju kombinacijas paradijas daudz bie-
zak (kopa 83%) neka jaunas kombinacijas jeb rekombinacijas (kopa
17%).

Pilnigo saistibu starp kermepa krasu un sparnu garumu T. Mor-
gans izskaidroja ar to, ka geni, kas nosaka $is pazimes, atrodas
viena hromosoma. Lai attélotu So génu savstarp€jo novietojumu, tos
raksta virs vai zem vienas kopé&jas svitras. Melnu kermena krasu
nosaka recesivais géns b (anglu black — melns), bet peléku — bt;
rudimentarus sparnus — recesivais géns vg (angl|u vestigial — aiz-
meties), bet normalu — vgt.

bt ug bugt
P % -
btuvg buvgt
peléka, melna,
ar rudimentariem ar normaliem
sparniem sparniem
P gametas /bt og\100% vet 100%
F btug
bugt

visas pelékas, ar normaliem sparniem

Analizgjo3i krustojot F; tévinus, iegust:

b+ vg bug
— X Q
bug* bug
peléks, melna,
ar normaliem ar rudimentariem
sparniem sparniem

& gametas % 50% 50% O 1000/0

Fy b¥og buvg* hromosSomas no téva
buvg buvg hromosomas no mates
peléka, melna,

ar rudimentariem ar normaliem
sparniem gparniem
50% 50%
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Analizéjosas krusto3anas reciprokaja varianta (izmantojot Fy
matites), péc T. Morgana domam, nedaudzie rekor_n_bmanit_l varéja
rasties tikai tad, ja daZos mates $anu kodolos (3aja gadijuma —
17%) homologiskas hromosomas ir apmainijusas ar iecirkpiem:

b+ vg bug
PO
bugt bug
¢ gametas: -’@ (bt ugt & gametas:{bug (100%)
~— \'_\_/’1 -
nerekombi- rekombinantas
nantas (jauna tipa)
{vecaku
tipa)
h mas
b+ vg buvgt bog btugt nroorrggtsgs
F —_ —_
b bug bug bug buvg 2;0$320mas
pelekas, melnas, melnas, pelékas, -
ar rudimentariem ar nor- ar rudimen- ar nor-
sparniem maliem tariem maliem
sparniem sparniem sparniem
41!50/0 41150/0 8)50/0_ 8)50/0
nerekombinantas rekombinantas
(vecaku tipa) (jauna tipa)

Procesu, kura rezultata notiek saistito genu apmaiga starp ho-
mologiskam hromosomam, T. Morgans nosauca par krustmiju jeb
krosingoveru. Krustmijas teoriju netiesi atbalstija ari citologu peti-
jumi. Jau 1909. gada F. Jansenss, noverojot salamandras sperma-
togenézi, siki aprakstija profazes 1 stadijas un izteica domu, ka
hiasmu veidoSanas diplotenad izskaidrojama ar to, ka 35aja laika
notiek apmaina ar homologisko hromosomu iecirkniem. Bija zinams
ari, ka drozofilu téviniem hiasmas neveidojas, bet matitém — vei-
dojas.

Izpétot daudzas drozofilas pazimes, izradijas, ka tas visas var
iedalit Cetras grupas. Dazadu grupu pazimes iedzimst savstarpéji
neatkarigi (brivi kombingjas), bet vienas grupas pazimes iedzimst
saistiti. Drozofilai ir astonas hromosomas jeb ¢etri hromosomu pari.
No ta var secinat, ka Cetras saistibas grupas atbilst Cetram daia-
dam hromosomam. T. Morgans piegema (1910. gada), ka geni, kas
atrodas viena hromosoma, veido vienu saistibas grupu. Visam lidz
§im genétiski izpetitajam organismu sugam (cilvekam, pelei, drozc-
filai, zidvérpejam, kukurizai, tomatam, mieZiem, zirniem u. c.) génu
saistibas grupu skaits tie3am ir vienads ar hromosomu haploidalo
skaitu (vai ari mazaks par to, ja sugas geneétika vel nepilnigi iz-
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pétita, pieméram, trusim ir zinamas tikai 11 saistibas grupas, bet
hromosomu haploidalais skaits ir 22). Prokariotiem, kam ir tikai
viena hromosoma, visi géni veido vienu saistibas grupu.

Izradijas, ka starp diviem saistitajiem géniem krustmija notiek
ar pastavigu bieZumu. So bieZumu izsaka (procentos) ka rekom-
binanto pécnacéju kopéja skaita attiectbu pret visu pécnacéju
skaitu, kas iegiiti heterozigotas analizéjoSaja krustoSana. A. Sterte-
vants 1911, gada atklaja t. s. aditivitates likumu — krust-
mijas bieZumu starp diviem géniem var aprékinat ka divu citu génu
krustmijas biezumu summu vai starpibu, Iidzigi geometriskajiem
attalumiem starp punktiem, kas atrodas uz vienas taisnes a b ¢

— i —

bec=ac—be vai ac=ab+be utt.

Ka piemeéru apskatisim rekombinacijas biezumu starp cetriem
géniem, kas atrodas drozofilas X hromosoma jeb I saistibas grupa:
y, w, v, m. Dazados krustojumos ieguts sads rekombinacijas bie-
Zums starp apskatamajiem geniem:

Geénu pari Rekombinacijas bieiums
y — w 0,01500 (1,5%)
y— v 0,33022 (33,0%)

y —m 0,36155 (36,2%)
v—m 0,03130 (3,1%)
w— v 0,31500 (31.5%)
w— m 0,34627 (34,6%)

A. Stertevants secinaja, ka géni hromosomas izvietoti lineari, bet
krustmijas biezums starp tiem atspogulo to savstarpejos attalu-
mus — jo attalums starp géniem ir lielaks, jo bieZak var notikt
krustmija. Tatad géns hromosoma ienem noteiktu vietu — lokusu.
Vélak péc padomju genétika A. Serebrovska ierosinajuma atsta-
tumu starp lokusiem, kur§ dod vienprocentigu krustmiju (1% re-
kombinantu analizéjosa krusto3ana), pienéma par rekombinacijas
mérvienibu un nosauca par morganidu. Arzemju literatiird to sauc
par centimorganidu. Augstak apskatito Cetru genu izvietojumu dro-
zofilas X hromosoma shematiski var attélot sadi:

1,5 31,5 3,1 | (morganidas)
| ! |
y w U m

Krustmija var notikt jebkura hromosomas vieta. Visbiezak, it
ipadi isas hromosomas, ta notiek viena punkta, bet var vienlaicigi
notikt ari divos vai pat trijos punktos, ja vien hromosoma ir pie-
tieko3i gara. Ja krustmija notiek viena punkta, to sauc par vien-
karso, ja divos, — par divkarSo, ja irijos, — par triskarSo krust-
miju. Ja heterozigota krustmija kada hromosomas iecirkni notiek
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divas reizes, tad $i iecirkpa galapunkti atgrieZas sakotné€ja stavokli
un individs fenotipiski pieskaitams nerekombinantajiem:

A B A B vienkars$a krustmija A b

X s

a b a b a B
A B A B divkarsa krustmija A B
XIXZ
a b a b a b

Divkar$e krustmiju var pieradit, ja novero kadu treSo genu, kas
atrodas starp diviem ieprieks aplitkotajiem:

A G B A G B divkar$a krustmija A g B
— X -

a g b a g b a G b

4.2. HROMOSOMU KARTES

A. Stertevanta atkiatais aditivitates likums paradija, ka ar ge-
nétiskas analizes palidzibu ir jesp€jams spriest par genétiska ma-
teriala organizaciju 3tna. Pienemsim, ka kadam organismam iegiita
jauna mutanta pazime (§) un misu uzdevums ir noteikt 3o pazimi
determinéjosa géna atrasanas vietu genoma. Darba sakuma nosaka,
kadai saistibas grupai pieder pétama pazime §. Sim nolukam ne-
pieciedams, lai petnieka riciba biaitu individi, kuriem katra saistibas
grupa jau ir pa zinamam recésivam génam — t. s. jezimetajgénam.
Iegust F, hibridus starp pétamas mutacijas neséjiem 86 un iezime-
tajgenu aa, bb utt. neséjiem. F, hibridus savstarpéji krustojot, iegiist
Fp. Ja géns atrodas cita saistibas grupa neka iezimétajgens a, tad
F, novéros skaldi§anos atbilstosi treSajam Mendela likumam:

P 6 a* o a
_z X R
§ at ot a
petamais mutants individs ar iezimétajgenu
5 at 6 at
F, X

&+ a &8t a
F, gametas /4 @ + 4 +1/4 +‘/4@

Fy S)igdt—at—+3/d0t—aa +3/,668ar— +!/,666aa

Ja géns & atrodas viena saistibas grupa, piemeéram, ar génu b, tad
3adu individu F, skaldiSanos attiecibad ®/15:3/16:%/16: /15 nenovéro. Ja
saistiba starp géniem ir pilniga (krustmija nenotiek), F, skaldas ka
monohibridiskaja krustoSana — 3/, : /4, bet, ja notiek krustmija, pa-
radas gan vecaku pazimju kombinacijas, gan ari rekombinacijas.
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Kad atrasts, kadai saistibas grupai pieder gens &, var noskaid-
rot ta atra$anas vietu hromosoma. To var izdarit tikai attieciba pret
kadiem citiem 3is hromosomas géniem, nosakot krustmijas bieZumu
to starpa. Ja eksperimentatora riciba ir divi zinami geni, piemeram,
b un ¢ no §is saistibas grupas, tad analizéjamais géns var atrasties
1) starp b un ¢; 2) arpus posma bc, géna b puse€; 3) arpus posma

bc, géna ¢ pusé. Vispirms pec trim géniem — §, b un ¢ ieguost tri-
heterozigotu:
P 8§ btct &b ¢
— X
6 b-CA_ 6+b ¢
Fi & brer triheterozigota
57b ¢

Triheterozigotu analizéjosi krusto ar triskar$o recesivo hommozigotu
(analizatoru):

o
o
+
©
‘.
on

Y b
Nbc

o

Ta ka analizatoram veidecjas tadas gametas, kas satur tikai re-
cesivas visu triju génu aléles, tad pécnacéju (Fp) fenotipu nosaka
tikai to hromosomu génu sastavs, kuras vini sanémusi no trihetero-
zigotas. Ja notikusi krustmija, tad iegust astonas F) fenotipiskas
klases:

8§ brctun &b ¢ — ncrekombinanti,

8 b ctun 8+b*c — rekombinanti, parkrustojums noticis starp
§—b un b—c,

& b ¢ un 67b+tect — rckombinanti. parkrustojums noticis starp
5—b,

8 bT¢ un &6~b ¢t — rekombinanti, parkrustojums noticis starp
b—rc.

Rekombinantu skaitu Fy, izdalot ar kopé€jo Fy individu skaitu, iegiist
rekombinacijas biezumu starp attiecigajiem diviem géniem. Div-
karSo rckombinantu skaitu pieskaita gan vienam, gan otram vien-
kardo rekombinantu skaitam. Géns & atrodas starp géniem & un c,
ja rekombinaciju biezums starp b un ¢ ir vienads ar rekombinaciju
bieZumu summu starp b un § un starp ¢ un c:

b 8 c bd+odc=bc.

: | !

Géns & atrodas arpus posma b ¢, géna ¢ pusé, ja rekombinacijas
biezums starp & un & ir vienads ar rekombinaciju bieZumu summu
starp ¢ un & un starp b un c:

b ¢ ) bd=bc+ch.
| |
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Geéns 6 atrodas arpus posma bc, géna c¢ pusé, ja rekombinaciju
bieiums starp & un ¢ ir vienads ar rekombinaciju biezuma summu
starp 8 un & un starp 6 un c:

) b c Sc=0b+bc.
i i |

Piemeéram, ir noteikls, ka géns A drozofilai atrodas viena saisti-
bas grupd ar e un c¢. Janosaka to savstarpéjais novietojums, vadoties
péc analizéjosas krusto$anas rezultatiem:

Q cthtet 3 c¢h

c he x c he

o

Jaatceras, ka drozofilai var analizét tikai triheterozigotisko matisu
pécnacéjus, jo tévigpiem krustmija nenotiek, tatad Fp, rekombinantu
nav. Kada eksperimenta pavisam iegiiti 1002 Fy individi, kuri as-
tonas fenotipiskas skaldiSanas klasés sadalas $adi:

cthtet 298} nerekombinantie individi, kas sanémus$i no mates
che 292 neparmainitu hromosomu
¢ hte 102 ) . .
cth et 105 rekombinanti c—h un e—h
+ht
2 Z Z+ gg} rekombinanti c—e un e—h
+
(C:JFZ Z+ ig} rekombinanti c—h un c—e

Talak aprekina rekombinanto individu skaitu un rekombinacijas bie-
zumu katram génu parim:
I) géniem ¢ un h:
1024105+ 16+ 14=237
237 :1002=0,2365 jeb 23,6%
2) geniem e un h:
102 +105+89+86 =382
382:1002=0,3812 jeb 38,1%
3) géniem ¢ un e:
89+86+16+14=205
205 : 1002 =0,2046 jeb 20,5%
Ta ka visvairak rekombinantu ir starp e un h, tad var teikt, ka
géni e un h atrodas peétama hromosomas iecirkna galos, bet géns
¢ — ta vidu. Génu savstarpéja izvietojuma shéma ir §ada:

e 20,5 c 23,6 h
} } |
38,1
Redzams, ka aprékinatais attalums e—h ir nedaudz mazaks par
attalumu e—c un ¢—h summu:

38,1<20,5+23,6
38,1 < 44,1
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Sis neatbilstibas pamata ir apstaklis, ka, aprekinot attalumu e—h,
netika nemti vera divkarsie rekombinanti

ech e cth
ercht . etc bt

kuri attieciba uz géniem e un h fenotipiski atgadina nerekombi-
nantus. Tadé| rekombinantu e—h skaitam japieskaita divkar3o re-
kombinantu skaits, pie tam pareizinats ar 2, jo Siem individiem
krustmija posma e—h ir notikusi divas reizes: 3824 (16+14) X2=
=382+30x2=2382+60=442. Tad patiesais rekombinaciju bieZums
posma e—h ir 442:1002=0,441 jeb 44,1%. Génu savstarpejie atta-
lumi morganidas ir

e 20,5 c 23,6 h
| | |
441

Novérojot tikai divus génus — e un h, divkar3o krustmiju nebttu
iespéjams atklat un attalums e—#h tiktu aprékinats nepareizi. Div-
kar3a un vairakkartiga krustmija notiek daudz retak neka vien-
kar3a. Teoreétiski divkarSas krustmijas varbitiba ir vienada ar abu
to sastadoso vienkarSo krustmiju varbitibu reizinajumu. Krustmiju
varbatibu izsaka ar rekombinaciju bieZumu. Pieméram, ja krust-
mijas varbiittha posma e—c ir 0,205, bet posma ¢—h 0,236, divkar-
$ajai krustmijai posma e—h janotiek ar Sadu varbatibu: 0,205X
% 0,236=0,04838 jeb 4,8%. Faktiski iegiitais divkarias rekombina-
cijas bieZums posma e—h ir (16+14) :1002=30:1002=0,02994 jeb
3,0%. Tadéjadi redzams, ka viena hromosomas vieta notikusi krust-
mija traucé krustmiju blakusrajonos. So paradibu atklaja H. Mel-
lers un nosauca par interferenci. Interferences stiprumu izsaka
koinicidence. To zinamam hromosomas rajonam aprékina, fak-
tisko divkar$as krustmijas bieZumu attiecinot pret teoretiski sagai-
damo gadijuma, ja katra krustmija notiktu neatkarigi cita no citas:
0,02994 : 0,04838=0,61885 jeb 62%. Koinicidences vértiba var bit
dazada. Ja divi lokusi ir visai attali vai to starpa ir centromera,
koinicidence var but 1009%, t. i., krustmijas viena otru nekave. Jo
tuvak atrodas lokusi, jo koinicidences vértiba samazinas. Attalumu
starp géniem visprecizak var aprékinat, ja tie atrodas tik tuvu viens
otram, ka divkar3a krustmija dotaja posma vispar nenotiek (koini-
cidence ir 0%). Drozofilai $ads attalums ir 10 morganidu vai ma-
zak, bet, ja attalums starp géniem ir 40 un vairak morganidu, ko-
inicidence ir 100%, t. i., divas krustmijas viena otru nekavé.

Zinot, kadi géni veido vienu saistibas grupu un cik bieZi starp
tiem rodas rekombinanti, var sastadit hromosomas shému, kura pa-
radits génu linearais izvietojums un to savstarpéjais attalums mor-
ganidas. To sauc par hromosomas karti. Hromosomas genétiskas kar-
tes sastadisanai ikreiz krusto individus, kas at$kiras vismaz ar trim
saistito génu pariem, pie tam velams, lai saistiba butu péc iespejas
cieSaka (lai nenotiktu divkarsa krustmija).
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0,0tsc -~ scute
0,31(1)7 — tethal(1}7
0,6 br - broad
0,7 kz  — kurz
E | 0,8pn — prune
EI\ 0,9t gt - gjant
E 15 w ~ white
2,9 spl ~ split
\3,0 fa - facet
[\ \3,/+N -~ Notch
\3,7 Ax  — Abruptex
L\\ 45 A - Abnarmal abdomen
L\S’,S ec - echinus
\5,9 bi - bifid
7.5rb —ruby
L \\\2,5b0o - bordeaux
FA\/3.6 cx - curlex
L\\/3.7¢cv  —crossveinless
E\W6,02cb  — club
l7,’0 dx - deltex
189 cm ~ carmine
200ct -~ cut
25,0 sn - singed
g‘},l ac - ocellifess
2pt - pentagon
W54 7~ Lan'??
2771z - lozenge
3},8 ras —raspbecry
33,0 v —vermilion
33,2dwx -~ dwarfex
| \\334 srb ~ smoall-bristle
361 m - miniature
362dy - dusky
36,3 fw - furrowed
4L9wy - wavy
4.{,0 s - sable
444 g ~ garnet
445 ty - tiny
f,5 sd — scalloped
51,6 89 - Bag
EWN\S35 si — small-wing
40 mc - microchaete
544un  — uneven
4,5r - rudimentary
67 £ - forked
5708 — Bar
5§2.‘: sy — smail-eye
)4 Bx — Beadex
595 fu - tfused
625car - carnation
2,7 M(1)n— Minjature(1)n
640 sw — short-wing
66,060 — bobbed

I(X) Hromosoma :

0,0 y — yellow
0,0 +Hw — Hairy-wing

1]

0,0xtg — telegraph

0,0 al g~ arisfalgss

0,] ex -~ expanded
3 03ds - dachsous
¥ 03tnet~ pet
__/I.?SC - gta{

, 5% - Curly
-./II,Oed - echinaid
I 71206 - cult
-_413,0d£ - dumpy
I -160Sk - Streak

f
[/

4

11 a4 Dendeb

24094 ~ giant - 4

3l0d ~ dachs

/22,05p - Sternopleural

_-/410.7 - Jammed
440ab - abrupt

) /46,'0_+M(2)9—MZ7u19 (2)e

] C

35,/ Stw ~ straw

485 b
,7 ]

— bla
- Jaunt

39 hk - hook
4,3tbr1—br:ghf

520tpys—polychaetous
/; 0% c}ll(- crir{kled

5
/54 5% rn ~ rofund

/545 pr - purple

51,7irh -~ roughish
E7///54,8B1 ~ Bristle
] 5?0# - light

5.

,3 th ~ thick

/55,40p — apterous

/565_*std— staroid

-/ 5:0 po- pale-ocelli
670 vg — vestigial

4 71,5%sf - safranin

Y7200 - Love

5cn - cinnabar
Sarch- arch
Otupw~—upward

5
7
6.

74,0 9p - gap
755 ¢ — curved

725 ch — chubby
/ 73,0 dke~ dark-eye

810 fj — four-jointed
d30nw — narrow
915sm — Smooth

/60,0 fr ~ fringed
_/67,0rf— roof
%9§Jh] — humpy
992a — arc
1005px — plexus
/104’ (@2)bw~ lethal(2) bw

104,0hv - heavy-vein
104,5bw - brown
106,4 pd — purpleoid

/lOé‘,hmr—morula
/707,0 sp— speck

1073 bs — blistered
107,{ ba - balloon




4.2.
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KI -Joug(/.bOS foktors

4 auglibas faktors

K,

Y
00ru —roughoid 0,0+ bt ~ bent
:Féo, 0*aa-anarista 0,0+M-4 - Minute- 4
FT—02ve —veinlet 0,0+ci - cubftus interre
0,0+ar — abdomen rots
0,0+ gvl — grooveless
0,1+sv - shawen
2004 i . 02 ey —eyeless
,0dy -divergen ? - i
/25,0.tbe-3-ben/:g%- tumor ',:fai -:f;;‘;lrl;id
_/gg”g;e _;iﬁ;j} ? Cat -~ Cataract ]
350%rs - rose
370xrt - rototed
5 ZYSGpp - gpproximated
39,0*pyd - polychaetoid
3 400 tt -~ tilt
7 40,2M(3)h— Minute(3)h
5/40,4+o - Dichaete
/zgg Ly - Lyra
th - thread
-/4/,0 st — scariet
:/46‘0%_’ - Wrinkied __)J
= 470 — radius-incompletus -
——47,50fd — Deformed
47,5xwp — warped
+—47%,7pb — proboscipedia
+——80p - pink
Y —497ma - maroon
50,0 cu - curled
¥ —51,3ttr — tetrapter
T 582Sb ~— Stubble
Y5855 ~—~ spineless
1T5866x ~ bithorax
T~2620sr — stripe
1~26319l — glass L
'\64,0:k — kidney B
] 645+sed — seploord
620/ - Delta -
| _695H - Hoirless {
*/70,7e -~ ebony y
1720 bn ~ band L _
:/;2,§:d§t - defadchecll .._V
57 ¢d - cardina ./
5576,2 wo —  white-gcelli ®
] 88,0xmah - mahagon T
.-\\\gl,] ro - roughg 4 u ‘
:\Qj,otcmp-— crumpled
9386 Bd -~ Beaded m
4 94, Pt — Pointed 1!
100,7 ¢ca -~ claret
101,0M@G3)t —  Minute(3)
106,2M(3)g— Minute(3)g

att. Drozofilas hromosomu genétiskds kartes. Paradita tikai neliela

genu daja.
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4.3. att. Kukuriizas hromosomu genc¢liskds kartes (paradita tikai dala génu).
Centromeras atraSanas vietu norada bultiga.

Pirmo genetisko karti publicéja A. Stertevants 1913. gada. Ta
bija sastadita drozofilai. Vind noteica seSu génu savstarpéjo izvieto-
jumu X hromosoma. Eikariotu hromosomas kartés attélo ka taisnes,
uz kuram meéroga atzimétas génu atradanas vietas (lokusi); pie
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katra lokusa noradits ta nosaukums un attalums no viena hromo-
somas gala eso$a lokusa, kuru pienem par O punktu. Hromosomu
kar$u sastadiSana ir Joti darbietilpiga. Eikariotiem pagaidam Sis
darbs veikts tikai vairakam drozofilu sugam, pelei, cilvekam, kuku-
riizai, tomatam, lauvmutitei, zirniem, risiem, mieZziem, raugam, nei-
rosporai. Apskatot hromosomu kartes (4.2., 4.3. att)), redzams, ka
daudzu kar$u garums ir vairak nekad 100 morganidas. Sadi skait]i
rodas tade], ka savstarp€jos attialumus nosaka cie$i saistitiem ge-
niem, bet kopéjo hromosomas garumu aprekina, summejot Sos at-
talumus.

4.3. REKOMBINACIJU UZSKAITE HAPLOFAZE

Vairumam eikariotu sugu dzives cikla galvena ir diplofaze, tade}
par krustmiju, kas tiem notikusi mejozes laika, var spriest tikai pec
gametu apaugloSanas rezultata radusas nako3as paaudzes. Tiesi no-
verot krustmijas rezultatus var tikai tadiem organismiem, kam hap-
lofaze ir pietieko3i izteikta, lai to varetu pétit neatkarigi no diplo-
fazes. Pieméram, sarkanas pelejumsénes Neurospora crassa dzives
cikla valdosa ir haplofaze, bet diplofazi veido tikai garena zigota,
kura driz péc apaugjo$anas sakas mejoze. Mejozes rezultata izvei-
dojas asks — soma ar 8 haploidalam sporam (sakuma veidojas 4
haploidalas Sanas, bet péc tam katra Siina vélreiz dalas mitotiski).
Katru sporu ar mikromanipulatoru var izpemt no aska un baribas
vidé no tas izaudzét haploidalu miceliju. Viens no peléjumsénes gé-
niem nosaka sporas nobrieSanas atrumu. Dominanta alele nosaka
atraku sporu nobrieSanu (to apvalki ir tumsi), recesiva — vélaku
(sporu apvalki ir gaiSi). Sa géna iedzimSanu ir seviski érti noveérot,
jo nav nepiecieSams sporas izset. Ja diplofaze ir heterozigotiska péc
§i géna (Aa), tad jau pirmas (reduktivas) daliSanas laika viena no
abam meitsiinam sanem aléli A, bet otra — a. Péc nako$as dali-
$anas radisies divas $unas ar genotipu A un divas — ar a, bet péc
mitozes aska biis Cetras A tipa (tumSas) un Cetras a tipa (gaisas)
sporas. Ta ka abu mejotisko daliSanos varpstas askogeénaja 3una
(zigota) novietojas gareniskas ass virziena, tad visas sporas sakar-
totas viena virkné: AAAAaaaa. Askus ar lineari novietotam sporam
sauc par regularajiem askiem.

Ja rajond starp lokusu A un hromosomas centromeru notiek
krustmija, tad aska izveidojas citads sporu sakartojums: AdaadAaa,
AAaaaaAA vai aaAAAAaa. Ja kads cits géns B atrodas starp krust-
mijas vietu un centroméru., tad géna B rekombinacijas nenotiek
(4.4. att.). Jo lielaks lokusa attilums no centroméras, jo lielaka ir
varbutiba, ka $ai posma notiks krustmija. Peléjumsénes genétiskaja
hromosomas karté par 0 punktu piepem centroméru un génu iz-
vietojumu nosaka attieciba pret centromeéru. Attalumu starp génu un
centroméru aprékina, rekombinanto asku skaitu attiecinot pret ko-
pe€jo asku skaitu; to izsaka morganidas. Ta ka peléjumsenei katras
divas sporas faktiski parstav vienu mejozes rezuitata izveidojuSos
Sunu, tad S0 darba metodi var saukt par tetradu analizes metodi.
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4.4, att. Heterozigotiskas sarkanas peléjumsenes Neurospora
crassa askusporu skaldisanas atkariba no nogatavosanas

atruma:
a — asku aréjals izskats (tumZas askusporas jau sasniegulas gata-
vibu, gaiias vél pav nobriedudas; buliiqn norada askus. kuros noti-
kusi krustmija), b — mejozes norise heterozigotas aska.

Ar tetradu analizi var noteikt ne tikai attalumu no géna lidz
centromérai. 51 metode Jauj secinat ari, ka viena mejozes cikla re-
zultata notikusi rekombinacija dod reciprokus (savstarpéji pretéjos)
rekombinanto $anu tipus vienada skaita. Viena aska nekad ari ne-
iegiist visas astopas rekombinantas sporas. Tas pierada, ka krust-
mija notiek nevis ¢etru hromatidu stadija, bet gan divu hromatidu
stadija.

Maizes raugam Saccharomyces cerevisiae katra aska ir sporu
tetrade. Sis sporas nav novietotas lineari. Tadus askus sauc par ne-
regulariem. Neregularajos askos ar tetradu analizes palidzibu var
noteikt tikai sporu tetrades skaldiSanas attieciba 2:2 jeb 1:1, un
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krustmiju péc viena géna uzskaites nav iesp€jams konstatét. Ja no-
véro divu saistito génu alé|u skaldiSanos, var noteikt rekombinanto
sporu paradiSanas bieZumu. Pieméram, diheterozigota ata b+b me-
jozes rezultata var veidot triju tipu askus:

atbt | atb+ \ atbt | a b atb atb
ab ab ‘ atb a bt a b+ | a b+
P tipa asks N tipa asks T tipa asks

P tipa jeb vecdku ditipa aska atrodas sporu tetrade, kura ir sporas
tikai ar abu izejas celmu alé|u kombinacijam (a*b* un a b). T tipa
jeb tetratipa aska atrodas cetru tipu sporas — divas ar izejas celmu
(vecaku) alélu kombinacijam (atbt un a b) un divas ar jaunam
aleju kombinacijam (atb un a b*). N tipa jeb nevecaku ditipa as-
kos atrodas sporas tikai ar jaunam aleju kombinacijam (a*b un
a bt). Ja alé]u pari a un b nav saistiti (atrodas dazados homolo-
gisko hromosomu paros), tie mejozé pa meitSinam sadalas viens
no otra neatkarigi. Tada gadijuma P un N tipa aski veidojas ar
vienadu varbiitibu, kopa sastadot !/3 no visiem askiem, bet T tipa
aski sastada %3 no asku kopskaita. P un N tipa sporu tetrades vei-
dojas tikai hromosomu kombingé3anas rezultata, bet T tipa tetrades
veidojas, kombinéjoties tadam hromosomam, kurds starp a vai b
lokusu un centroméru notikusi krustmija. Ja @ un b lokusi atrodas
viena hromosoma un ne parak talu viens no otra, tad P tipa asku
sastopamibas varbutiba palielinas, bet samazinas T un it ipadi N
tipa asku sastopamiba. Génu neatkarigu iedzimSanu var uzskatit par
pleradity, ja
fe=fx, bet [1=0,667,

kur fp — P tipa asku varbatiba (relativa frekvence), Fx — N tipa
asku varbdatiba, fr — T tipa asku varbitiba.

Lokusu savstarpéjo izvietojumu var petit ari, sporas izséjot uz
barotnes un nosakot no tam izaugudo klonu pazimes. Aprékinot, cik
procentu no kopéja klonu skaita veido kloni ar rekombinantam pazi-
meém, iegist attalumu starp lokusiem morganidas.

4.4. KRUSTMIJAS CITOLOGISKAIS PIERADIJUMS

Krustmiju, kuru vispirms atkiaja tikai ar hibridologiskas analizes
metodém, 1931. gada pieradija ari citologiski. Sim nolikam izman-
toja objektus, kuriem viena homologisko hromosomu para hromoso-
mas nesa ne tikai raksturigus génus — t. s. iezimeétajgénus, bet bija
jezimétas ari morfologiski, lidz ar to tas viegli bija atSkiramas ari
mikroskopa. Sadu eksperimentu izdarija H. Kreitone un B. Maklin-
toka ar kukurazu un K. Sterns ar drozofilu.
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K. Sternam, apstarojot drozofilas ar rentgenstariem, izdevas ifegit
musdu liniju, kuram Y hromosoma bija zem lenka piestiprinata vie-
nam X fromosomas galam, tad€éjadi sai «apvienotai» hromosomai
bija burta L forma; citai linijai X hromosoma bija stipri saisinata,
jo no tas bija atrauts fragments bez centromeéras, kur$ bija pievieno-
jies 4. hromosomai. Ta ka hromosomu materials 8o parkartojumu
rezultata nebija zaudéts, abam linijam bija normala dzivotspéja.
Normali attistijas arl dzimumpazimes, jo, ka zinams, drozofilas dzi-
mums nav atkarigs no Y hromosomas klatienes, bet gan no X hro-
mosomu un autosomu skaita attiecibas (Y hromosoma nepiecieSama
tikai tevinu fertilitatei). Krustojot abas linijas, ieguva matites ar di-
vam citologiski iezimétam X hromosomam. Sis hromosomas saturéja
ari iezimetajgenus. Saisinataja X hromosoma bija recesivais géns cr
(anglu carnation — lielziedu nelke), kur$ nosaka briinas acis, un do-
minantais géns B (anglu Bar — stienitis), kurs nosaka sasaurinatas,
svitrveida acis ar samazinatu fasetu skaitu. L veida hromosoma sa-
turéja $o génu savvalas tipu aleles — dominanto ¢r+ (sarkanas acis)
un recesivo B+ (apalas acis). Sadas matites krustoja ar tévipiem,
kuriem bija moriologiski normala (ndjinveidiga) X hromosoma ar
abu génu recesivajam alélem — cr un B+. Sis analizéjosas krusto-
$anas rezultati paraditi 4.5. attéla, pie tam apskatitas tikai matites,
jo tas no téva sanéma normalas formas X hromosomu, ar kuru va-
réja salidzinat no mates sanemto X hromosomu.

Krusto$ana iegiitas apméram 400 ma{ites izveidoja cetras klases.
Divas no tam, kuram piederéja vairums Fp musu, bija abu pazimju
(acu krasas un formas) sakotnéjas kombinacijas -— briinas, Sauras
acis (cr, B) un sarkanas, apalas acis (¢r+Bt). Paréjas divas klasés
bija jaunas pazimju kombinacijas — briinas, apalas acis (c¢r, B*)
un sarkanas, Sauras acis (crt, B). Mikroskopiskie pétijumi pieradija,
ka visam analizétajam matitém viena X hromosoma bija nijinvei-
diga (sanemta no teva), bet otra X hromosoma (no mates sanemta)
katrad klasé bija citada. Matitém ar brinam, Sauram acim 31 X hro-
mosoma bija saisinata; matitéem ar sarkanam, apalam acim ta bija
L veidiga; matitém ar branam, apalam acim ta bija normala (nijin-
veidiga), bet matitém ar sarkanam, Sauram acim X hromosoma bija
gan saisinata, gan L veidiga. Tadejadi tiem individiem, kuriem para-
dijas sakotnéjas pazimju kombinacijas, ari no mates sanemta X hro-
mosoma nebija moriologiski mainijusies, bet rekombinantajam mu-
sam no mates bija sapemta jaunas formas X hromosoma, kura va-
r€ja izveidoties tikai tad, ja mates X hromosomas apmainitos ar
iecirkniem, t. i, ja notiktu krustmija.

Drozofilai ir zinamas daudzas hromosomn uzbuves parveides,
kad kads hromosomas rajons ir zaudéts vai arl ir divkar3ojies. Po-
liténo hromosomu preparatos 3os rajonus var precizi noteikt, jo
politénas hromosomas konjugé péc principa «disks pret diskus» un
diski, kam nav homologu, izveido sanu cilpu (sk. 6.26. att.). Lidz
ar hromosomu materiala zaudejumu vai divkar$o3anos mainas ari
to pazimju izpausme, kuru géni atrodas parveidotaja iecirkni. Pie-
méram, heterozigotam wtw, kuram jabat ar sarkanam acim (dominé
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Bez krustmijas K/-usfmija

1 F crf cr @
I cr r cr f gj
Gomeras 7

85

4.5. att. Krustmijas citologiskais picradijums drozofilai. Paskaidrojumi
teksta.

alele wt), fenolipiski var paradities recesiva pazime — baltas acis,
jo aléle wt tiek nozaudéta. Sajd gadijuma pazid ari viens no X
hromosomas diskiem, bet otraja X hromosoma (ar génu w) pret
zaudéjuma vietu tas izliecas loka. Tada veida génus var saistit ar kon-
krétiem politéeno hromosomu diskiem, kuri izveido hromosomu cito-
logiskas kartes. Ja salidzina génu izvietojumu citologiskajas un ge-
netiskajas kartes, izradas, ka genu kartiba tajas pilnigi sakrit, tacu
fiziskie attalumi starp géniem citologiskaja karté ne vienmer ir pro-
porcionali genétiskajiem attalumiem, kas aprekinati, vadoties no

163



pazimju rekombinacijas. Galvenais $o atSkiribu celonis ir nevien-
meérigi notieko$a krustmija (sk. 4.6. nod.).

Pamatojoties uz pétijumiem ar drozofilu, galvenokart par pa-
zimju saistibu ar dzimumu un krustmiju, T. Morgans formuléja
hromosomalas iedzimtibas teoriju. Tas galvenas tézes ir $adas.

1. Geni hromosomas atrodas lineara seciba, noteiktos attalumos
viens no otra.

2. Viena géna aléles atrodas homologisko hromosomu identiskas
vietas (lokusos).

3. Pazimes, kuru géni atrodas viend hromosoma, iedzimst
saistiti.

4. Starp homologiskajam hromosomam notiek regulara apmaina
ar géniem — krustmija jeb krosingovers.

5. Krustmijas bieZums ir atkarigs no attaluma starp geniem.

4.5. MITOTISKA KRUSTMUJA

Saistito génu rekombinacija var notikt ne tikai mejoze, bet re-
tumis ari 3anu mitotiskas daliSanas laika. Tada gadijuma to sauc
par mitotisko krustmiju. Pirmo reizi to aprakstija A. Serebrovskis
1925. gada, balstoties uz pétijumiem par vistam. Krustmija var no-
tikt tikai tad, ja homologiskas hromosomas atrodas ciesi blakus un
ja katra hromosoma jau reduplicéjusies — sastav no divam hroma-
tidam, kuras kopa satur centromera.

Ir noverojumi, ka mitozes profazé homologiskas hromosomas at-

c c
Interfaze, $anas Profaze, mitotiska Metaraze , notikusi
genotips th . krustmija aléfu rekombindcija
¢ cch
_ -— . e . e
Anaféze + + Divas m'e:fsunis
- & --—-———— ar genotipu cc
. c
vai oh
c c
L S— > - - — =
+
[ [ U .
ch
c c
MeitS$ina ar Meitsdna ar
. . ch ch
genotipu cc genotipu ¢ ¢
Sanu klons , kas dod Sinu klons, kas dod
balto plankumu peleko plankumu
4.6. att. Peles 1. hromosomas lokusz ¢ notiku3as mitotiskis krust-

mijas shema.



rodas daudz tuvak viena otrai
neka nehomologiskas un 3kiet,
ka interfaze tas izteikts véel kra-
sak. Interiazes beigas hromoso-
mas jau ir reduplicejusas, katra
sastav no divam hromatidam.
Parasti abas mashromatidas ir
savstarpéji identiskas, tacu, ja
ir notikusi krustmija un orga-
nisms ir heterozigotisks, alélu
sastavs tajas var parmainities
(4.6. att.). Ir iespejams, ka
viena meitsina noklust abas
hromatidas ar dominanto aléli
(viena rekombinanta, otra —
nemainijusies), bet otra — abas
ar recesivo aleli. Katra $a no-
tikuma wvarbiitiba ir 50%. Ja
krustmija notikusi embrionalas
attistibas laikd, no homozigotis-
kas Sunas var savairoties klons,
kas fenotipiski at3kiras no pa-
réjam (heterozigotiskajam) or-

ganisma §iinam. Pieméram, pe- 4.7. att. Peles 1. hromosomas lokusa ¢
lei 1. hromosomu pari ir albi- rl:nkmas l-;rlektltntJa.‘sg '101'1.Ulipi‘Sl-\'ét lf(
g A . . usme  — contrastejosi  simetriski
nisma gens ¢ ar mUlth_lo aleju glankmni hctcruzij_{omsJ chc  apmato-
sériju, kas nosaka dazadu ap- juma. Balto plankumu  veido 3inu
matojuma pigmentacijas sama- klons ar genotipu cc, tumso — ar
zina3anos. Homozigota cc ir al- genatipu et

binoss, homozigota cth¢eh — ar

gaisu matu pamatdalu (t. s. Sinsilla), bet heterozigota c*c¢ ir ar
gaisu matu pamatdaju un ar pavajinatu matu galu krasojumu (t.s.
gai%a sindilla) (4.7. att.). Ja lokusa c heterozigotai notiek mitotiska
krustmija, uz vienlaidus apmatojuma rodas divi simetriski plan-
kumi — balts un tumg$s. Mitotiska krustmija dod pazimju rekombi-
naciju tikai tad, ja notiek posma starp hromosomas centroméru un
pazimi kodejosu lokusu. Ja alé]u parl dominésana ir pilniga, feno-
tipiski var registrét tikai Stnu klonu ar recesivo aléli homozigotiska
stavok!i.

4.6. FAKTORI, KAS IETEKME KRUSTMUU

Krustmiju, ka jebkuru Sinas procesu, ietekmé daudzi faktori.
Starp tiem ir tadi, kas palielina krustmijas biezumu (rekombino-
geéni), un tadi, kas to samazina (antirekombinogéni). Rekombinaciju
biezumu var mainit dazados limenos — iek3siinas, $inas, organisma
un populacijas limeni. Faktoriem, kas darbojas populacijas, orga-
nisma vai Stnas limeni, parasti ir vispareja, nespecifiska iedarbiba
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uz rekombinacijam. Pie tiem pieder sekojosi biologiskas dabas
faktori:

a) individa dzimums — heterogametiskajam dzimumam krust-
mija vai nu nenotiek (drozofilu tevigiem, taurinu matitem), vai ari
notiek retak neka homogametiskajam dzimumam (pelu tévigiem, ba-
lozu matitem);

b) individa vecums dazadi ietekmé krustmijas bieZumu, piemé-
ram, drozofilam, pelém;

¢) genoma struktira — homologisko hromosomu struktioras at-
Skiribas samazina krustmiju attiecigajos iecirknos (sk. ar? 6.3.3. un
6.3.4. nod.}. heterohromatina sakopojumi palielina krustmiju citas
hromosomas, bet apspieZ to blakusrajonos, papildhromosomas maina
krustmijas bieZumu augiem;

d) organisma funkcionalais stavoklis — heteroze palielina krust-
mijas bieZumu, tapat ari hibridiem ta ir biezaka, ir pozitiva saka-
riba starp organisma jutibu pret temperatiiru, apstarosanu un starp
rekombinaciju biezumu, tapat heterohromatina rajonos krustmijas
bieZums vairak varié neka eihromatina rajonos.

Daudziem faktoriem ir specifiska ietekme. Tie ir ipaSi genotipa
géni, kuru mutantas aléles iedarbojas dazada veida:

a) izjauc hromosomu normalo konjugaciju;

b) apspieZz pasu krustmiju;

¢) trauce hiasmu veidosanos;

d) traucé hromosomu pareizu attalinasanos anafaze;

¢) izraisa hromosomu salip3anu.

Uzkrajas arvien vairak pieradijumu, ka krustmiju kontrolé dau-
dzi géni un ari citoplazmatiskie faktori. Nebiologiskas dabas fak-
tori, kas ietekmé rekombinaciju bieZumu, var biat fizikdli vai
kimiski. Fizikali faktori ar nespecifisku iedarbibu ir tempera-
tira (parmaina fermentu sistemu aktivitati) un daZzadu veidu joni-
zéjosais starojums (saraujot polinukleotidu kédes, parmaina hro-
mosomu  struktaru). Ultravioletajam starojumam ir specifisks
efekts — tas ierosina timina (mazaka méra — ari uracila un cito-
zina) diméru veidosanos, un rezultald mainas DNS struktira. Bez
tam ultravioletie stari izraisa DNS bazu oksidé3anos, hidrataciju,
sarauj kovalentas un ddenraza saites, rezultata tiek partraukta
nukleinskdbju biosintéze. Ultravioletais starojums var iedarboties
tikai uz vien$tnas organismiem vai uz atseviskam Stinam. Rekom-
binogéna iedarbiba ir ari gravitacijas laukam, y stariem un ultrais-
vilnu diapazonu elektromagnétiskajiem vijniem. Kimisko fak-
toru vairumam ir daudzpusiga ledarbiba uz $inas struktiram.
Daudzi aktivakie rekombinogeéni iedarbojas uz DNS vai kavé DNS
sintézi un parveido hromosomu struktaru vai izraisa génu mutaciju.
Daudzi rekombinogeni ir antibiotiskas vielas, kas apspiez DNS, RNS
un proteinu sintézi. Pieméram, antibiotika mitomicins C, kas pie-
skaitams alkilejoSiem savienojumiem, inhibé galvenokart DNS sin-
tézi, veido kovalentas saites starp komplementaram DNS kédém, pail-
dzinot interfazes S un G, periodu, tapat var saistit ari dazadas
DNS molekulas, izraisot hromosomu somatisko konjugaciju. Cita
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antibiotika — aktinomicins D apspieZz RNS un proteinu sintézi, ap-
stadina sanu daliSanos interfazes G, un S perioda. Rekombinogeéni
ir vairaki slapek|a bazu analogi: uracila analogs 5-fluoruracils, ade-
nina analogs 3-dezoksiadenozins un citi, kas inhibé DNS sintezi.
Ir vielu grupa, kuras ietekmé 3iinas energijas mainu un tada veida
ari genétisko rekombinaciju bieZumu. Piemeram, fosforileSanu inhihé
kofeins un 2,4-dinitroienols, kas ari ir rekombinogéni.

4.7. REKOMBINACIJA PROKARIOTOS

Prokarioti vairojas bezdzimumiski. Tomeér ari starp prokariotiem
notiek genétiska materidla apmaina transformacijas, transdukcijas
un konjugicijas cela.

7.1. TRANSFORMACIJA

Jau 1928. gada F. Grifits noveroja, ka, kopa audzéjot nonaveétas
patogénu pneimokoku $inas ar dzivam nepatogénu pneimokoku 3-
nam, pédéjas k|ust patogenas un izraisa pe|u saslim$anu. Uz agara
barotnes patogénais celms (ar kapsulam) veido gludas, S tipa ko-
lonijas (anglu smooth — gluds), nepatogénais celms (bez kapsu-
lam) veido graudainas, R tipa kolonijas (anglu rough — rievains).
Izséjot nonavetu S tipa un dzivu R tipa pneimokoku maisijumu, ap-
méram 1% koloniju ir S tipa, gludas. So paradibu nosauca par
transformaciju, un tas pamata acimredzot ir ijedzimto pazimju

Prepardts: Nonaveétas Dzivas R tipa Nondvétas Dzivas R tipa
S tipa (varot)  bakterijas S tipa baktérijas
bakterijas baktéerijas

& © & e
!

Augsana uz Neaug Visas kolo- %% S tipa  99% R tipa
agara ! nijas R tipa kolonijas kolonijas
a
S tipa Bez3inu Komponentu R tipa
b/%te'-r‘ijas eksfrakts attirisana baktérifas Vi
A\ AN A ISOS_
Kb&,?@ SU”“ <¢9 g — .L’ E_é + @ = 8 kolonijas
@3}\4 noardlsana Prote:m R tipa
{ .
( ! 1% S tipa
LSty 5
g f + % @ koloniju
'S % 99% R tipa
b DNS koloniju

4.8. aif. Genetiska transiormacija:
a — firansformaciia ar nondavétam S tipa 3anam, b transformacija ar pneimokoku
5 tipa Sunu DNS5.
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parnesana (4.8. att. a). Transforméjo3a faktora kimisko dabu pétija
O. Eiverijs ar lidzstradniekiem. Vini 1944. gada pirmo reizi piera-
dija, ka transformejosais faktors ir DNS (4.8. att. b), bet ne pro-
teini, ka domaja agrak. Daba transformacija ir konstatéta Strepto-
coccus, Bacillus, Haemophilus, Neisseria un Rhizobium gints bak-
terijam, ka ari daudzam aktinomicétem.

Transformacija ir daudzpakapju process. Sakuma DNS dubuit-
spirale saistds pie kompetentas bakierijas 3iinas sienas. Uz 3adu
$unu virsmas atrodas ipa$s kompetences faktors, kura veido3anas
ir atkariga no vides un baktérijas fiziologiska stavokja. Péc tam
DNS dubultspirale caur $unas sienu un plazmas membranu nonak
citoplazma. Saja laika baktérijas periplazma DNS fragmenté endo-
nukleazes un viens no DNS paveidiem tiek noardits, domajams, ar
eksonukleazém. Abi pirmie transformacijas etapi ir nespecifiski un
notiek ar jebkuru divpavedienu DNS. TresSaja etapa baktérijas cito-
plazma iek[uvusi vienpavediena DNS saistas ar Siinas rekombina-
cijas sistémas proteiniem, kurus kodé& rec géni. Seko rekombinacija
starp transformétas DNS un $iinas genomiskdas DNS homologiskam
nukleotidu secibam. Transformacija uz Siinu recipientu var parnest
lidz /200 no bakteérijas donora hromosomas. Transformacijas efekti-
vitate, aprékinot pret Sinu recipientu, pneimokokiem ir 10-2—10-3,
bet hemofilajam baktérijam — 103—10-7,

Transformaciju var izmantot genu secibas un to relativo atta-
lumu noteik$anai. Tuvak novietotie géni biezdk nekd attalinatie
transforméjas vienlaicigi (kotransforméjas). Vienlaicigas transfor-
macijas bieZums ir proporcionals attalumam starp analizejamiem
géniem. Pieméram, recipientu, kas satur 2 mutantas aléles a un ¢
un vienu normalu aléli b+, transforme ar DNS, kas satur 2 nor-
malas aleles at un ¢t un vienu mutantu aléli b. Analizé 100 trans-
formantus, kurus atlasa péc iezimeétajgéna at. legist 6 atb un
50 ate¢ klonus. Tatad iezimétajgénu a* un b kotransformacijas bie-
zums ir 6%, bet at un ¢t — 50%. No ta var secinat, ka ¢+ ir tu-
vak at neka bt. Péc tam izdara transformantu atlasi péc cita selek-
cionéjama iezimétajgéna, pieméram, ct. legiist 10 ¢ctb un 40 cta+
klonus. Tatad ¢+ un b kotransformacijas bieZzums ir 10%, bet ¢t un
at — 409%, un ¢t ir tuvak at neka b. Salidzinot abos eksperimentos
iegttos rezultatus, var secinat, ka génu seciba ir a—c—b un at-
talums starp a un ¢ ir mazéaks neka starp ¢ un b.

4.7.2. TRANSDUKCUIJA

1951. gada N. Cinders un. DZ. Lederbergs, pétot salmonellu bak-
teriofaga P22 replikaciju, atklaja, ka faga moriogenézes laika DNS
iepakoSana kapsida ne vienmer ir specifiska. Faga populacija ar
bieZumu 10-4—10—* atrada dalinas, kas vai nu kopa ar iaga DNS
satur ari baktérijas hromosomas fragmentu, vai ari satur tikai daju
no baktérijas hromosomas. Sadi fagi ir defektivi. Tie var inficet bak-
tériju un ievadit taja DNS. Bet faga replikicija nenotiek, jo ir zau-
deéta dala no faga linearas divpavediena DNS genoma. Starp bak-
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terijas DNS, kas Suna iek]uvusi kopa ar fagu, un 3iinas hromosomit
var notikt homologiska rekombinacija. Baktérijas genétiska mate-
riala parneSanu ar bakteriofagiem sauc par transdukciju un $adus
bakteriofagus — par transducéjosiem bakteriofagiem. DNS daudzums,
ko no donora uz recipientu var maksimali parnest, atbilst faga ge-
noma lielumam. Bakteriofagam P22 tas ir apmeram 90000 bp, ta-
tad apmeram 100 baktérijas géni. Transducéties var jebkur$ no
baktéerijas géniem. Sadu transdukciju sauc par visparigo
transdukciju.

Velak transducejoSus fagus atrada ari citam baktérijam, piemé-
ram, E. coli atrada bakteriofagu Pl, Bacillus subtilis — PSB1 un
SP10.

Visparigo transdukciju izmanto ka vienu no precizakajam génu
genétiskas karteSanas metodem. Geénu kartéSanai, tapat ka trans-
formacijas gadijuma, visbieZak izmanto pazimju vienlaicigo trans-
dukciju (kotransdukciju), t. i., nosaka, ar kadu bieZumu bakterio-
fags vienlaicigi parnes divu iezimétajgenu parus. Pieméram, ja
kotransducéjas iezimétajgeéni a+ un b+, un b+ un c¢t, bet ne at un
ct, génu seciba ir a—b—c. Vienlaicigas transdukcijas biezuma ¢
sakaribu ar attalumu starp atseviskiem géniem minuatés d var iz-
teikt vienadojuma c¢= (1—d/L)3, kur L ir transducéta DNS frag-
menta garums minites.

1
mA J T~ Rm_ 3 oNs faga daling

gal

f—— E.coli DNS

o
o
o
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int, IHF “ int, Xis, IHF
gal 8 o A

2 "
bio |
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po8 /
- I
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|4

< A

L ¥l ott A .
gal 2 N R mn A J —7— bie L
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4.9. att. Saitspecifiska rekombinacija starp bakieriofaga A un
E. coli genomu:

a — bakteriofaga A linearas hromosomas ciklizé3ana (m un m' —
genoma gall. A, J. N, — faga geéni). b E. coli genoma frag-
ments ar alfB saitu. ¢, d — E. coli hromosomi intergréts 3 profigs.
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1956. gada DZi. un E. Lederbergi atklaja otru, ierobeZotas jeb
specializétas transdukcijas veidu. To novéro ar mé-
reno bakteriofagu lizogenizétas bakterijas. Tas satur baktérijas hro-
mosoma integretu faga genomu. Integracija ir specifiska un notiek
noteikta faga un baktérijas genoma iecirkni, ko sauc par piestipri-

nasanas jeb atf saitu (anglu affachment — piestiprinasanas). Pie-
stiprinasanas vietu faga DNS apzimeé ar a#tP, bet atbilstoSo vietu
baktérijas genoma — ar affB. Bakteriofaga A aftB vieta E. coli

hromosoma atrodas starp galaktozes (gal) un biotina (bio) ope-
ronu. Abu piestiprina$anis vietu vida ir iecirknis O, kura notiek
rekombinacija starp faga un baktérijas genomu. Nukleotidus pa
kreisi no O iecirkna faga genoma apzimé ar P, bet pa labi no ta —
ar P’, respektivi, attP vietas struktura ir POP’ (4.9. att. a). Bakté-
rijas attB vietas struktiira atbilstodi ir BOB’ (4.9. att. b). Rekom-
binaciju starp aftP un aftB vietu katalizé faga géna in! kodetais
proteins — integraze, piedaloties Sunas faktoram [/HF (anglu in-
tegration host factor — integracijas saimnieka faktors). Vispirms
vairakas integrazes molekulas specifiski saistas ar aff{P vietu faga
hromosoma un veido kondensetu ribonukleoproteina kompleksu, ko
sauc par intasomu. Dazas integrazes molekulas saistas ar af(B
vietu un komplekséjas ar intasomu. Péc tam integraze ske] bakte-
rijas un faga DNS O iecirknu abos pavedienos un sasaista faga un
baktérijas DNS galus, veidojot profaga galos hibridas aft vietas —
kreisaja pusé BOP’ (E. coli tas atrodas pie gal operona) un labaja
pusé POB’ (atrodas pie bio operona) (4.9. att. ¢, d). Kreiso hibrido

att vietu apzimeé ar attL (ang|u left — kreisais), bet labo — ar
altR (ang|u right — labais).
attP attB attL attR
Int/IHF

POP’ + BOB’ Int/Xis/IHF BOP’ + POB’

Rekombinacija notiek noteiktd nukleotidu seciba jeb saita, tapéc
to sauc par saitspecifisko rekombinaciju. Ta principiali atSkiras no
visparigas rekombindicijas ar to, ka nav nepiecieSama izteikta nuk-
leotidu secibas homologija starp baktérijas un faga genomu at¢
saitiem.

Saitspecifiska rekombinacija ir apgriezeniska, un noteiktos ap-
stak|os profags var izSkelties saitspecifiska rekombinacija starp attL
un attR vietu. Profdga izgriesanai vajadzigi divi faga kodetie pro-
teini /nt un Xis un baktérijas /HF. Tomer dazos gadijumos — ar
bieZumu 10-5—10-% profaga izSkelSana ir nepreciza (4.10. att. a, b)
un saitspecifiska rekombinacija piedalds nukleotidi, kas attalinati
no integracijas saitiem affL un at{R. Rezultata jaga DNS rekombi-
néjas ar dalu no blakuseso3as baktérijas hromosomas, zaudéjot ek-
vivalentu daudzumu faga DNS, kas paliek saistita ar bakteérijas hro-
mosomu. Inducéjot ar fagu A lizogenizétu E. coli, rekombinantais
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4.10. att. TransducéjoSa bakteriofaga A veido3anas shéma:

a — E. coli hromosoma integréts profags 2. b — profidgs L neho-

mologiska izgrieSana starp gal iecirkni baktérijas hromosoma un starp

profaga A un J génu (izgriezta faga DNS zaudé iecirkni ar génu /

un iegiist baktérijas hromosomas iecirkni gal*). ¢ — transducéjofa faga

% defektivs (d) genoms, d — transducéjoia faga inducéfana ar
ultravioleto starojumu.

fags saturés vai nu gal, vai bio operonu iezimétajgenus (4.10. att. c).
Péc iepakoSanas prokapsida rekombinantais fags (4.10. att. d) var
parnest Sos iezimétajgénus uz citu baktériju, respektivi transducét
tos baktérijas génus, starp kuriem integréjics profags.

4.7.3. KONJUGACUJA

1946. gada Dz. Lederbergs un E. Teitems novéroja, ka, kopa
kultivejot divus auksotrofus E. coli celmus, E. coli 58-—161 (mef-
bio~) un E. coli W677 (thr—, leu~), ar biezumu 10-5—10-% veidojas
prototrofas, tatad met*, biot+, thrt, leu™ bakterijas. So fenomenu ne-
var izskaidrot ar mutantu varbiitéjo spontano reversiju, jo tas var-
biitiba, ja spontano mutaciju vidéjais biezums 105, diviem iezimé-
tajgeniem ir tikai 10-5x10-6=10-'2. Acimredzot starp abiem E. coli
celmiem ir notikusi genétiska materiala apmaina. Talakie pétijumi
radija, ka génu apmaina notiek tikai tad, ja baktérijas kontakté viena
ar otru. DNS parnes tikai viena virziena, apliitkotaja pieméra no
E. coli 58—161 uz E. coli W677. Tapéc pirmo nosauca par donora
jeb «viriSko» Siinu, bet otro — par recipiento jeb «sievisko» Sanu.
Noveéroto paradibu nosauca par konjugaciju.

Pétot «virisko» un «sievisko» baktériju atSkiribu, atrada, ka do-
nora 1pasibas ir saistamas ar fertilitates (F) faktora klatbatni «vi-
riSkaja» baktérija. 1952. gada V. Heiss paradija, ka F—faktors ir
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945/028 4 5 plazmida (apzimé ari F plaz-

midu). Balktérijas, kas satur F
137 plazmidu, apzimé ar F+ (satur
15,0 1—3 F plazmidas), bet baktérijas,
17,6 kas to nesatur, — ar F—.

F plazmida sastav no 94 500 bp
garas, kovalenti slégtas, divpave-
dienu DNS molekulas. F plazmi-
das DNS satur 22 identificétus
génus, kas apvienoti 33000 bp
gard fra operona (anglu [rans-

‘gﬁ’ltm

oriT 3.0 fer — parneSana) un kas nepie-

600 td . - -~ w -
» oy cieSami DNS parnesSanai no F+ uz
90 frp F~ baktériju (4.11. att.). 13 no

Siem géniem satur informaciju,

kas nepiecieSsama F skropstinu

4.11. alt. F plazmidas genétiska veido$anai. F skropstinas kalpo

karte. kontaktu veidoSanai ar F- 3i-

nam. Skropstinas orienté kontak-

téjosas baktérijas cieSi blakus vienu otrai un funkcioné ka kanals

plazmidas DNS parne$anai no F*+ uz F~ Sinu. F plazmidas replika-

cija notiek no oriV iecirkna, piedaloties Siinas DNS replicesanas
proteiniem un plazmidas frp géna produktam.

F faktors E. coli $tina var eksistét 2 stavok|os: ka autonoma
plazmida vai ari ka baktérijas hromosoma integreta DNS molekula
(4.12. att.). Sadas plazmidas sauc par episomam. Integracija
notiek ar biezumu 10—2—10-%, un tas realizé$anai nav nepiecieama
baktérijas rec funkcija. Rekombinacija starp F plazmidu un bakte-
rijas hromosomu notiek IS elementu iecirknos, kurus satur ka F
plazmida (4.11. att., 182, 1S3, 98), ta ari bakteérijas genoms. Bak-
térijas hromosoma ir apméram 20 1S elementi.

Baktérija, kas satur episomu (4.13. att. a), klust par Hjr $inu
(anglu high frequency of recombination — augsta rekombinacijas

a b 153 c d

E.coti KI2 ONS

F piazmida

a & IS3 frp 1S3 ¢ d
c 2 1 ‘F'-’.ff v Y E.coli K12 Hf- DNS

tro

ori T
4.12. att. F plazmidas integracija E. coli genoma:
a — E. coli hromosomas dala. kas satur IS elementu, b — F

plazmida, ¢ — E. coli genoma integréta F plazmida (episoma).
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frekvence), jo $ada bakte- £ coli £ £ coli Hir

rija k]ist ne tikai par F

plazmidas, bet ari baktéri-

jas hromosomas donoru -

recipientajai F— Sunai. Pec

tam kad izveidojies kon- a E.coli F~
takts starp Hfr un F— bak-

tériju, aktivéjas dala no

tra operona géniem, kuri
donora ${ina inducé vienu j—\\'

DNS replikacijas  ciklu.
DNS replikacija sakas no \
integrétas plazmidas oriT

iecirkna, kas lokalizéts tra e
operona (4.13. att. b). /\\—-/@ - @IQ
DNS parne$ana uz reci- /—l\ a /‘\\

piento 3iinu notiek vienlai-
Cigl ar tas ]‘eplikéciju_ Re- Homologiska rekombindcija

cipienta F~ Suna, sakot ar E.coli F~ $ina
jaunsintezéta DNS pave-
diena 5/ galu, vispirms 4.13. att. Bakteriju konjugacija:

a 7 a — E. coli Hfr+ veido3amas, b — E. coli Hfr un
parnes to F plazmxdas E. coli F— konjugacija, ¢ — parnestals DNS pavediens

daIU, kas nesatur fra ope-  var rekombinétics ar recipientas 3inas homologiskiem
ronu, bet péc tam ar plaz- Sy Dus Prepeatvaim sk revimenta oea
midu saistito bakterijas kiast daleji diploidala.

DNS (4.13. att. ¢). Tikai

rephkacuas cikla nobeiguma parnes ari fra operonu. Recipienta
§una, kas sapeéemusi visu Hfr hromosomu, parverSas par Hjr do-
noru. Parnesanas ilgums ir apmeram 100 minites. Reali Hfr hro-
Mosomu  uz recipienta $inu parnes joti reti, jo gandriz vienmer
konjugacijas laika $ianu kontakts zid un recipienta $ina sapem
tikai dalu no F plazmidas un baktérijas genomlskas DNS. Tapec
rekombinanti, kas iegiiti, konjugejot HfrXF~, parasti ir ar F- feno-
tipu. Konjugaciju var partraukt arl makshg1 baktérijas kultiiru in-
tensivi sakratot vai homogenizéjot.

Ka jau minets, F plazmida . bakteérijas hromosoma var bat in-
tegréta dazidos lokusos un dazadi orientéta. Tapec baktérijas geni,
kurus recipienta F~ 3$ina ievada pirmos, dazados Hfr celmos ir
atkirigi. Nemainas génu izvietojuma seciba. Starp parnesto E. coli
hromosomas daju un baktérijas recipienta hromosomu rec sistémas
proteinu klatbatné notiek homologiska rekombinacija. Bakterialas
hromosomas kartésanai izmanto konjugaciju starp Hfr donoriem un
F- recipientiem. Pieméram, azi, ton, lac un gal karté3anai izmantoja
donora E. coli HfrH (thr+, leu*, gal*, lact, ton®, azi', str®) celma
konjugésanu ar E. coli F~ (thr-, leu—, gal, lac-, tons, azi, str)
celmu. Pazimju saisinajumi paskaidroti 4.1. tabula.

Tilit pec abu celmu bakiériju kultiru samaisiSanas sakas konju-
gacija. Regulari, ik pec dazam minatém, nem kultiras paraugus
un konjugaciju partrauc. Péc tam kultiiru izs€j uz cietas selektivas

recipienta 3iina
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- 4.1. labuia

E. coli hromosomas kartéanai
izmantotie iezimétajgeni

Apziméjums Feuotlps
thr—, leu— Nesintezé treoninu, leicinu
gal-, lac— Neizmanto galaktozi, laktozi
tonr, tons Rezistence, jutiba pret infekciju ar
bakteriofagu Tl
azit, azis Rezistence, jutiba pret azidu
strr, strs Rezistence, jutiba pret streptomicinu

barotnes. Aplikotaja eksperimentd ta saturéja streptomicinu. Strep-
tomicina klatbutné neaug pret streptomicinu jutigas donorsiinas. Ba-
rotne nesaturéja ari treoninu un leicinu, jo jau iepriek$ bija zinams,
ka E. coli HfrH konjugacijas pirmajas miniités parnes leu un thr
iezimetajgénus. Savaktajos paraugos regulari nosaka, kada laika se-
ciba augos$ajas recipientsiinas paradas paré€jie analizéjamie iezimétaj-
génu produkti (4.14. att.). Dotaja eksperimeta pec 9 min paradijas
rekombinants, kas bija izturigs pret azidu, péc 10 min atlasija pir-
mos pret infekeiju ar bakteriofagu TI izturigos rekombinantus utt.
Ja eksperimentu turpina 60 min, tad 3aja laika 90% rekombinantu
ir azi® un 709% rekombinantu — fon. lezimétajgénus lac un gal
parnes vélak, tapéc eksperimenta beigas lact rekombinantu ir 40%,
bet gal+ rekombinantu — 309%. Rezultatu interpretacija ir vienno-
zimiga — iezimétajgeéni lew un thr (zimé€juma nav paraditi) atro-
das vistuvak integretajai F plazmidai. Tiem seko azi, fon, lac un
gal. Jo talak no F plazmidas integracijas vietas atrodas iezimétaj-
géns, jo mazaks eksperimenta beigas ir ta rekombinantu skaits. Ta-
déjadi, izmantojot partraukto konjugaciju, var noteikt génu secibu
un to relativo attalumu minidtés. Pilna baktérijas genoma karte-

Sanai jaizmanto pec iespéjas

100 vairak iezimetajgénu un Hfr

1 ozr  celmu, kas atSkiras ar integre-
. 80 tas plazmidas vietam, jo, pie-
2 ton augot iezimétajgéna attalumam
S 2 60 no oriT, rekombinantu skaits
§= samazinas. Samazinas ari iezi-
& v fac —y = o x
T8 <0 meétajgenu produktu noteik3a-
vE A gat  nas precizitate. Pilna E. coli
&3 ¥ genu karte-aiznem 100 minites.
1 Taja ir lokalizéti vairak neka
T T e T T e e tokstotis génu lokusu (4.15.
Inkubacijas laiks . = att.), kas parstav apmeram
30% no E. coli genétiskas
4.14. att. E. coli génu karté3ana ar ietilpibas. Karte ir C”_(“Ska: k_as
partrauktas konjugacijas metodi. saskan ar elektronmikroskopis-
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4.15. att. Daléja E. coli genctiska karte.

kiem novérojumiem un fizikali kimiskajos merijumos jegiitajiem se-
cinajumiem. E. coli K12 genétiskajas kartés geni, kuru funkcija ir
radnieciga, parasti ir atrodami viend hromosomas iecirkni. Tas
acimredzot ir operons. Géni, kas kontrole transkripciju un transla-
ciju, ir izvietoti replikatora tuvuma. Sim faktam, domajams, ir ari
funkcionala nozime. Lidz &im kartétie géni hromosoma nav izvietoti
vienmérigi. Vismazak genu atrasts DNS replikacijas terminé3anas
iecirkni. Nav izslegts, ka dajai no baktérijas hromosomas nepiemit
kodéjosa, bet kada cita funkcija.

Bez E. coli F+ un Hfr celmiem, kas satur attiecigi autonomu vai
integretu F plazmidu, ir atrastas ari rekombinantas F plazmidas.
Tas kopa ar F plazmidas DNS satur ari baktérijas hromosomas
fragmentu, kura garums nereti ievérojami parsniedz plazmidas ga-
rumu (pat lidz 50% no baktérijas hromosomas). Sadas rekombi-
nantas F plazmidas sauc par F’ faktoriem (ari F—merogenota,
F—genota). Tas veidojas homologiskas rekombinacijas ce|a starp
identiskam F plazmidas integracijas vietam (IS elementiem). Homo-
logiskas rekombinacijas rezultata F plazmidas genetiskas informa-
cijas daudzums nesamazinas, un, konjugéjot ar F— baktériju, ta
parnes ieverojamu baktérijas genoma daju. Recipienta bakterija
klist dalgji diploida.
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4.8. KRUSTMIJAS MEHANISMS

Jau 20. gadsimta sakuma tika izteikta doma, ka saistito génu
rekombinacija notiek tad, kad novéro hiasmas, t. i., mejozes pro-
faze 1. 1971. gada Dz. DZonss, pétot mejozi taisnsparniem ar auto-
radiografijas metodi, téviniem nimfas stadija ievadija ar 3H iezi-
meétu timidinu pédéjas pirmsmejozes mitozes S perioda laikd. Me-
jozei sakoties, katra hromosoma bija viena jeziméta un viena neie-
ziméta hromatida, bet mejozes anafazé 1 varéja novérot ieziméta
materiala paradisanos ari uz neiezimétas hromatidas tajas vietas,
kur profaze 1 ir bijusi hiasma (4.16. att.). Apmainito hromosomu
iecirknu bija divas reizes mazdk par hiasmu vidé€jo skaitu attiecl-
gaja lecirkni. Krustmija acimredzot nevar sakties pirms homolo-
gisko hromosomu sinapses (zigoténas stadijas beigas), bet, sakot
ar diploténu, kad novéro hiasmas, krustmijai jau janosledzas. Ta-
tad krustmija notiek pahiténas laika, varbut — véla zigoténa. Ne-
tiedi to apstiprina pétijumi par polinukleotidligazes aktivitati, kura
atjauno fosiodiestersaiti starp mejotiskds endonukleazes sarautas
DNS 5 hidroksiléto galu un 3’ fosforileto galu. Si aktivitate pieaug
pirmsmejotiskas interfa-
zes un profazes 1 laika
lidz pahiténas vidum, péc
tam strauji samazinas.

\ Notiekot  vienkarSajai

—_— /\ ¢/ \\  krustmijai, homologisko
hromosomu bivalenta iz-
/ v veidojas viena hiasma, un

no bivalenta eso3ajam
Cetram hromatidam (tetra-
des) divas nemasu hroma-
tidas apmainas ar iecir-
kniem, bet divas paréjas

4.16. at{. Sisena Stenophyma grossum mejozes nemasu hromatidas paliek

anafaze. 1. Tikai viena hromatida katrd hromo-

soma pirmsmejozes mitozé ieziméta ar radio- ReManigas. P?C _abiem
aktivo timidinu, tadu krustmijas rezultata radio- mejotiskas daliSanas cik-
aktivais timidins paradijies ari neiezimétaja |jem izveidojas Cetras ga-

hromatida.

metas -— divas ar sakot-
nejo genu sastavu un
divas rekombinantas. Tatad, ja kadai
heterozigotai krustmija notiktu visas
(1009%) sSinas, tikai 509% no game-
tam batu rekombinantas. Ta ka
krustmija nenotiek visas $inas, bet
daudz retak (seviski, ja géni atrodas
tuvu viens otram), tad analizéjosaja
o ) _ krusto$ana vienmeér ijegiast mazak
4.17. att. Hiacintes mejozes profazé 5 5001 rekombinanto pécnacéju.
I veidojodies bivalenti un tajos no- - - p
vérotas hiasmas (ziméjums vei- Pastav da“‘ilﬁls hipotézes par
dots, mainot fokusu). krustmijas mehanismu, Péc vienas
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no pirmajam, ko 1908S.
gada izvirzija F. Jansenss
un talak attistija S. Dar-
lingtons (1920—1937), ho-
mologiskajam konjugéjo-
sam hromosomam spirali-
z@&joties un savstarpéji sa-
vijoties, tas var partrikt
un péc tam apmainities
ar homologiskam dajam,
veidojot hiasmas. So hias-
motipijas hipotézi apstip-
rinaja citologiskie morfolo-
giski ijezimétu hromosomu a b

1thre§anas NOVErojumi 418 att. Genétiskd rekombinicija starp divam
mejoz€, kas parada, ka ab- homologiskam hromosomam.

pus hiasmai konjugé mas-

hromatidas, kuras pieder

vienai homologiskajai hromosomai, tatad tiedi hiasma ir krustmijas
rezultats, nevis otradi (4.17. att.).

Parravuma vieta vienas hromatidas DNS dubultspirales gals sa-
vienojas ar parrautds DNS galu homologaja hromatida (4.18. att. a).
Pec hiasmas sabruk3anas katra jauna dubultspirdle satur sakotnéjo
DNS molekulu dalas (4.18. att. b). Ir izpetits, ka krustmijas vieta
komplementaro pavedienu apvienojums ir trepjveidigs un aptver
vairakus tokstodus nukleotidu (4.18. att. ¢). Pie tam DNS sarau-
Sana un atkalapvieno$ana ir tik preciza, ka homologiskis rekombi-
nacijas laika nezud neviens nukleotidu atlikums. Procesa nobei-
guma fosfodiestersai$u parravumus saslédz ligaze.

Ir pieradits, ka krustmiju var iniciet parravums vienas DNS

é
I

4.19. att. Krustmijas sakuma etapu hipotétiska shema.
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dubultspirdles viena pavediena (4.19. att. a). Sakot no parravuma
vietas, ar DNS pavedienu saistas un to atvij polifunkcionals pro-
teins rekombinaze (4.19. att. b). Prokariotos atviSana notiek 5-3’
virziena, bet eikariotos — 3’-5” virziena. Viena no rekombinazes pa-
matipasibam ir t3s sp€ja apmainit homologiskas virknes starp
vpDNS un dpDNS (4.19. att. c¢). Rekombinacijas starpprodukts vis-
biezdk ir divas blakusorientétas DNS dubultspirales ar parkrusto-
tam virkném (4.19. att. d). Tapéc uzskata, ka parkrusto$anas laika
endonukledaze sarauj DNS pavedienu arl recipientas DNS dubult-
spirdlé. Atbrivotais pavediens hibridizéjas ar komplementariem nuk-
leotidiem donora DNS molekula. Seko parravumu ligéSana
(4.19. att. e), sazarojuma migrésana (4.19. att. f) un parkrustotu
DNS pavedienu veidoSanas (4.19. att. g). Pirmais $adu parkrustotu
DNS eksistenci prokariotiem pierddija R. Holidejs (4.20. att.). Ve-
lak sadas DNS struktiiras atrada ari eikariotiem. Tapéc homologis-
kas rekombinacijas starpproduktu ar parkrustotam virkném sauc
par Holideja krustu jeb Holideja savienojumu. Jaatzime, ka dazu
Holideja savienojuma veido$anas etapu molekularais mehanisms vél
nav izpétits. Piemeéram, nav izoléta un izpétita donora DNS pave-
dienu Skelo$a endonukledze. Nav izslégts, ka dazados organismos
atseviSki krustmijas etapi ir atskirigi. Homologiskas rekombinacijas
mehanisms, izmantojot baktérijas mutantus ar defektu vispareja
rekombinicija, vislabak ir izpétits E. coli. Sadu petijumu rezultata
ir identificeti apméram 10 E. coli géni, kas kodé rekombinacijai ne-
piecie3amos proteinus.

Eksperimentos ar bakteriofaga % un ta mutantu DNS ir atrasts,
ka vienpavediena parravumu, pie kura var iniciéties homologiska
rekombinacija, katalizé E. coli proteins RecBCD. ATF klatbatne
RecBCD saistas ar dpDNS galu (4.21. att. a) un parvietojas starp
komplementariem DNS pavedieniem, atvijot DNS dubuitspirali kus-
tibas virziena un aizvijot to aiz sevis. Atvisanas atrums ir lielaks
(300 nt sec—!) neka aizviSanas atrums (200 nt sec!), tapéc RecBCD
atrasanas vieta veidojas divas vienpavediena DNS cilpas
(4.21. att. b). Ja vp DNS cilpa nukleotidu seciba ir 5 GCTGGTGG
3’, kas nosaukta par chi saitu (anglu crossover hotspot instiga-
tion — krustmijas karsto punktu provocetajs), RecBCD funkcione
ka endonukledze, kas 3ke] fosfodiestersaiti 4—6 nukleotidu attdluma
no chi saita uz 3’ gala pusi. Péc tam RecBCD parvietojas talak un,

4.20. att. Plazmidu rekombinacijas starpprodukts (ziméjums no mikro-
fotografijas).
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4.21. att. E. coli RecBCD proteina hipotétisks darbibas
mehanisms.

sakot ar parravuma vietu, izspieZ no dubultspirales vp DNS galu
{4.21. att. ¢). Atbrivotais pavediens var iedarboties ar E. coli re-
kombinazi (recA gena kodéto proteinu) un ievadit homologisku re-
kombinaciju.

chi saitam lidziga nukleotidu seciba, pie kuras DNS vienu pa-
vedienu Ske|] RecBCD, atrasta ari E. coli DNS. Radniecigu nukleo-
tidu secibu ar vienadu funkciju sauc par konteksta secibu jeb kon-
sensa sekvenci. Lidz §im ir identificéti vairaki E. coli chi kon-
sensi, pieméram, 5 ACTGGTGG 3, & GTTGGTGG 3 un 5
GCTAGTGG 3’. Baktérijas hromosoma tie atrodami ik pec 5—10 kb.
Pédéjos gados lidzigi chi konsensi atrasti arl citiem prokariotiem

a
I+PecA
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5
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Y

422 att. E. coli RecA proteina (rekombinizes)
katalizetd virkpu apmaina divu DNS molekulu
komplementara iecirkni.



un eikariotiem. Tapéc uzskata, ka RecBCD lidzigi fermenti varétu
funkcionét ka visparigds rekombinacijas stimulatori gan prokario-
tiem, gan eikariotiem.

E. coli rekombinaze, RecA, ir nepiecieSama visu veidu homolo-
giskaja rekombinacija. Tas analogi ir atrasti arl eikarotu, tai skaita
cilveka, Siinas.

Rekombinacija visbiitiskdka ir RecA spéja apmainit homologis-
kas DNS virknes ka starp vienas DNS dubultspirales homologiskiem
iecirkniem, ta arl starp divam homologiskdm DNS dubultspiralém.
Lai tas varétu notikt, jabiit $adiem nosacijumiem: 1) vienai no
dpDNS molekulam jasatur vpDNS iecirknis; 2) vpDNS iecirknim
jaatrodas otras dpDNS molekulas homologiska saita; 3) vienai no
DNS molekulam apmainas vieta jabiit brivam galam. Ja ir $adi
nosacijumi, RecA komplekss ar vpDNS izraisa DNS dubultspirales
lokalu denaturaciju homologijas iecirkni un stimulé vpDNS hibridi-
zaciju ar komplementaro DNS pavedienu. RecA saisti§anas ar
vpDNS ir polara un prokariotiem mnotiek 5-3’ virziena, sakot ar

AI
\ ons A
Endonuk{eaze Iigdze

8 g’

Genétiska apmaipa
bez krustmijas
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b Genétiska gpmaina
ar krustmiju

4.23. att. Krustmijas beigu etapu hipotétiska shéma (Holideja krusta
izomerizacija, SkelSana un ligéSana).
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vpDNS & galu (eikariotu rekombinaze piesaistas 3’-5’ virziena).
Pirmaja etapa, ko sauc par presinapsi, RecA piesaistds pie vpDNS
(4.22. att. a). Péc tam kad vpDNS presinaptiskais komplekss orien-
tejies blakus homologiskajai dpDNS, veidojas sinapse, kura RecA
katalize lokalu dpDNS atviSanu un vpDNS hibridizaciju ar komple-
mentaro dpDNS pavedienu vairakus simtus nukleotidu gara iecirkni.
Komplekss, ko sauc par D-cilpu (ang|u displacement — aizvieto-
Sana), satur 3 DNS pavedienus (4.22. att. b). Ta veido3anas iz-
raisa ATF hidrolizi un D-cilpas sazarojuma atru pagarinasanos jeb
migraciju visa homologiska DNS iecirkyna garuma. Ari sazarojuma
migracija ir polara un prokariotiem notiek 5-3’ virziena. Visa mig-
racijas laika notiek nepartraukta ATF hidrolize lidz ADF. Ka jau
minets ieprieks (sk. 4.19. att. d, e), pirms sazarojuma migracijas
acimredzot notiek ari viena pavediena parrauSsana DNS dubultspi-
ralé, pavedienu parkrusto$anas un galu ligesana reakcija, ko kata-
lizé polinukleotidligaze.

Péc sazarojuma migracijas abas sasaistitas DNS dubultspirales
satur divus parkrustotus un divus neparkrustotus pavedienus
(4.23. att. a). Tie atrodas DNS superspiralizéta struktira, kas pie-
lauj pavedienu brivu rotaciju. Var veidoties divas izoméras pave-
dienu formas. lzomerizacijas laika parmainas abu DNS pavedienu
paru savstarpéjais izvietojums — divi pavedieni, kas bija parkrus-
toti, k|ast par neparkrustotiem, un otradi (4.23. att. b).

Rekombinacijas nobeiguma Holideja savienojumi tiek parrauti
parkrusto$anas vieta un atbrivotie gali ligeti ar polinukleotidligazi.
Parraudanu katalizé specifiska endonukleaze, kas pazist DNS kon-
formaciju, bet ne nukleotidu secibu. $adi fermenti atrasti gan pro-
kariotiem, gan eikariotiem. Ja sarau$ana notiek pirms pavedienu
izomerizacijas, abas sakotnéjds dubultspirales atdalas viena no ot-
ras gandriz neparmainitas; nelielas parmainas var bit tikai viena
pavediena relativi isa iecirkni (4.23. att. c¢). Ja parkrustoto pave-
dienu sarauSana notiek péc izomerizacijas, katra no atbrivotajam
dubultspiraléem satur abu siakotnéjo dubultspird]u iecirknus
(4.23. att. d), respektivi notiek reci-
proka krustmija. Ja sazarojuma mig- 4 a' 4
racijas rajona organisms ir heterozi-
gotisks pec dota lokusa, 3aja vieta
veidojas heterodupleksa DNS. DNS
reparacijas sistemas proteinu klat-
biitne viens no heterodupleksa pave-
dieniem var tikt korigéts attieciba
pret otru, izgriezot nekomplementaro
nukleotidu secibu un sintezéjot kom-
plementaru. S1 procesa rezultata no-
tiek nereciproka krustmija, kas feno-
tipiski izpauzas ka géna konversija g4
(4.24. att.). Génu konversijas rezul-
tata savstarpéji at3kirigas rekombi- 424, att, Génu  konversijas
nantu klases rodas nevienada skaita. shéma.
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4.25. att. Sporu sadalijums péc
krustmijas heterozigotiskas pe-
[&jumsénes aska.

Piemeram, heterozigotiskas peléjumse-
nes aska 8 sporas sadalisies nevis at-
fieciba 4:4, bet 6:2, t. i, 6+:2— vai
2+:6- (4.25. att.). Tatad génu konver-
sija atspogulo nereciproku informacijas
parneSanu no viena dupleksa uz otru.

Reparacija DNS heterodupleksaja
iecirkni var ari nenotikt. Tad katrs no
DNS pavedieniem heterodupleksa ra-
jona satur atskirigu genétisko informa-
ciju. Sadai sporai daloties, rodas divas
atskirigas meitsporas. Ja aska ir viens

neidentisks meitsporu paris, segregaciju apzimé par 5:3 segrega-
ciju, bet, ja ir divi neidentiski meitsporu pari, — par 4:4 (abe-
rantu) segregaciju. Citiem vardiem, ja notikusi 5:3 segregacija,
heterodupleksa DNS ir tikai viena hromatida, bet, ja 4:4, — ta ir
abas hromatidas (4.25. att.).

Jaievero, ka génu konversija var notikt tikai relativi isa DNS
jecirkni (parasti viena géna robezas), jo heterologija DNS rajona,
kas parsniedz apméram 500 bp, bloké Holideja savienojuma migra-
ciju. Arpus krustmijas iecirkna iezimétajgéni segregéjas reciproki,

t.i.,4:4.
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4.26. att. Génu konversijas hipotétisks modelis (div-
pavedienu parravums recipienta DNS, kam seko
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Aprakstitais homologiskas krustmijas mehanisms nav vienigais
iespéjamais. Petijumi ar rauga mutantiem, kuros ievadits rekom-
binanta plazmida klonéts normals rauga gens, liecina, ka homolo-
gisko rekombinaciju pat vairak tukstosus reiZu stimulé abu DNS
pavedienu sarau$ana donora géna. Nav izslégts, ka ari mejotiskas
rekombinacijas starpprodukts var but donora DNS ar parravumu
vai spraugu abos DNS pavedienos. Rekombinacijas procesu iz-
skaidro hipotétisks molekularais modelis ar diviem Holideja savie-
nojumiem. Rekombinacija sakas ar divpavedienu parravumu (to
katalizé endonukledze) viena no hromatidam (4.26. att. a). Parra-
vumu papladina 5’-3" eksonukleaze. Veidojas sprauga ar 3’ vienpave-
diena galiem (4.26. att. b). Viens no brivajiem 3’ galiem hibridizé-
jas ar donora dupleksa homologisku iecirkni, veidojot aizvieto3anas
cilpu (4.26. att. c). Ta, sakot ar 3’ galu, pagarinas DNS reparati-
vaja sinteze (4.26. att. d). Ja cilpa satur tadu nukleotidu secibu,
kas komplementara spraugas otras puses DNS pavediena 3’ galam,
homologiskie iecirkni konjugé un jaunveidota hibrida 3" gals fun-
kcione ka iniciators otras DNS virknes reparativajai sintézei uz iz-
spiesta pavediena (4.26. att. e). Lidz ar to sprauga tiek reparéfa
divos vienpavediena DNS reparicijas sintézes etapos. Sekojosa sa-
zarojuma migracija un ligésana veidojas divi Holideja savienojumi.
To SkelSana vienados (parkrustotos vai neparkrustotos) pavedienos
dod divus iespéjamos rekombinantus bez krustmijas (4.26. att. ),
bet §kel$ana atSkirigos pavedienos (parkrustota un neparkrustota) —
divus iesp€jamos rekombinantus, kuros notikusi  krustmija
(4.26. att. g).

Divpavedienu parravumi veicina ari homologisku rekombinaciju
eikariotu $finu kultiiras starp eksogénu DNS un Sinu DNS vai ari
starp divam eksogénam DNS molekulam. Tas nozimg, ka fermenti,
kas nepiecieSami homologiskai rekombinacijai, ir normali $inu kom-
ponenti. Starp tiem ir endonukledzes, eksonukleazes, helikazes, DNS
reparacijas fermenti, rekombindzes un, iespéjams, vél citi, neidenti-
ficéti proteini. Homologiska rekombinacija aktivas ir linearas, bet
ne cikliskas DNS molekulas. Acimredzot fragmenté3anas rezultata
veidojas rekombinacijai piemérots substrats, pieméram, DNS mole-
kulas gali. Jo lielaks DNS fragmentu galu skaits, jo lielaka ir var-
batiba rekombinacijai nepiecieSamo vienpavediena DNS galu vei-
dosanai eksonukleazu un helikazu darbibas rezultata. Vienlaicigi ar
homologisku rekombinaciju Stnu kultiira notiek ari nehomologiska
(nelikumiga) rekombinacija. Jadoma, ka nehomologiska rekombina-
cija notiek tieSa sona ievadito DNS fragmentu ligé3ana. Ir piera-
dits, ka' nehomologiska rekombinacija nenotiek DNS dubultspirales
galu noardi$ana. Var uzskatit, ka DNS molekulas ar neatvitiem ga-
liem 3Gna rekombinéjas galvenokart nchomologiski, bet DNS mole-
kulas ar atvitiem galiem tiek iesaistitas galvenokart homologiskaja
rekombinacija. Eksogéna DNS $ina var iek|at tikai péc sanu kul-
tiras specialas apstrades, ka ari injicéjot eksogénu DNS 3Zanas ci-
toplazma vai kodola caur mikrokapilaru. Sada veida maksligu DNS
ievadiSanu 3Gna sauc par transfekciju. Transfekcéta DNS
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4.27, att. Homologiska un nehomologiska rekom-
binacija ar eksogénu DNS.

saglaba dubultspirales struktiiru. Sada DNS ir substrats nehomolo-
giskai rekombinacijai (4.27. att., bulta labaja pus€). Lielaka trans-
fekcetas DNS daja degradé€jas (4.27. att., vertikdlas bultas). Pir-
mais degradacijas starpprodukts ir DNS dubultspirale ar atvitiem
galiem. Ta var kalpot ka substrats homologiskai rekombinacijai
(4.27. att., bulta kreisaja pus€). Dala no tds var renaturéties un
rekombinéties nehomologiski (4.27. att., abos virzienos veérsta bulta),
bet vairums noardas lidz nukleotidiem (4.27. att., vertikala trekna
buita). Kopéjais visu augSminéto procesu gala rezultats ir DNS
brivu galu skaita samazinasana. Tatad rekombiné&jas tikai neliela
dala no $iina iek]uvusas DNS. Vairak neka 99% no tas noardas lidz
nukleotidiem. Acimredzot eikariotu $iinu nukleazu un rekombinaci-
jas proteinu normala biologiska funkcija ir Sinas DNS divpave-
dienu parravumu reparacija un eksogénas DNS noardisana.

Pétijumi par eikariotu Siinas transfekcétas DNS rekombinaciju
liecina, ka principa ir iesp€jams korigét génu mutacijas, §ina ieva-
dot eksogénu, normalu génu saturoSu DNS. Tas paver iespeju iz-
stradat metodes jedzimto slimibu arste$anai, ja ir identificéts sli-
mibu izraisoSais defekt¥vais géns. Sadu arstéSanas metodi sauc par
génu terapiju.

4.9. JAUNU GENU VEIDOSANAS
MUGURKAULNIEKU SOMATISKAJAS SUNAS

Mugurkauinieki satur specializétas $iinas, kuru diferenciacijas
laika notiek hromosomalas DNS iekSmolekulara rekombinacija. Tas
rezultata veidojas jauni géni, kadi $finas pirms to diferenciacijas
nav atrasti. Jaunveidotie géni kodé proteinus, kuri pazist un pie-
saistas ar nekovalentam saitém pie organisma iek]juvusiem mikroor-
ganismiem (baktérijam un virusiem), svesam $iinam un moleku-
lam, ka ari pie paSa organisma parmainitam, piemeéram, véza, 3i-
nam. Sie proteini ir saistiti ar plazmas membranu un atrodas uz
specializeto $inu, T un B limiocitu, arejas virsmas, vai ari tie no
diferencétiem par plazmas $unam B limfocitiem izdalas asinsrites
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sistema. Sie proteini aizsargad organismu no infekciju ierosinatajiem,
sveSiem audiem un molekulam. Organismam sve3o dalinu un mole-
kulu kopumu sauc par antigéniem. Savukart asinsrité izdalitos aiz-
sargproteinus sauc par antivielam jeb iminglobuliniem (Ig), ar B

limfocitu plazmas membranu saistitos imunglobulinus — par vir-
smas iminglobuliniem (slg; anglu surface — virsma), bet ar T
limfocitu plazmas membranu saistitos aizsargproteinus — par T

$unu receptoriem (TCR; anglu T-cell receptor — T-3iunu uztvéréjs).
Limfociti un antivielas ir daja no organisma aizsargsistémas, ko
sauc par imiinsistému.

Mugurkaulnieku iminsistéma sastav no limfoidiem
organiem — kaulu smadzeném, aizkrits dziedzera, liesas un limi-
mezgliem, no organisma brivi cirkuléjosam atseviskam 3$inam —
limfocitiem un makrofagiem un no asinsrité cirkuléjo$am antivie-
lam. Limfociti un makrofagi veidojas no kopéjas cilm$iunas. Cilm-
$una vispirms diferencéjas par limfoidalo vai hemopoiétisko pus-
cilm§tinu. Noteikta mikrovidé vai orgdna limfoidala puscilm$una
diferencéjas par B vai T limiocitiem, bet hemopoiétiska Siina- — par
makrofagiem un citam asins $inam. B limiociti diferencéjas kaula
smadzenes, limfmezglos un liesa. To diferenciacijas pédéja posma
veidojas plazmas $iina, kas izdala iminglobulinus. T limiociii vis-
pirms diferencéjas aizkriits dziedzeri, bet péc tam periférajos lim-
foidajos organos. Makrofagi diferencé€jas kaula smadzenés. Visas
minétas Sunas ir asinis.

T un B limfocitu diferenciacijas pirmie posmi notiek bez anti-
gena lidzdalibas. To rezultata veidojas T limfociti, kas satur TCR
(TCR+ T limfociti), un B limfociti, kas satur slg (sIg+ B limfociti).
Sadi limfociti var piesaistit tadu antigénu, kura molekula ir TCR
vai slg antigéna saistiSanas centriem komplementars iecirknis. Sis
iecirknis ir relativi iss un parasti satur 10—20 monoméru (amino-
skabju, cukuru) atlikumus. Antigéna iecirkni, kas saistas ar TCR
vai slg, sauc par antigéna determinanti jeb epitopu. Jebkur§ makro-
molekulars antigéns var saturét daudzas determinantes. Proteinu
dabas determinantes antigéna parasti ir atSkirigas. Polisaharidu
dabas determinantes antigéna bieZi ir vienadas, jo vairums polisa-
haridu ir uzbiivéti no atkartotiem monomeru elementiem. Antige-
nus, kuru determinantes ir vienadas un atkartotas, sauc par poliva-
lentiem antigéniem.

Antigenu skaits praktiski ir neierobeZots. Tapéc neierobezZotam
jabat ari specifisku T un B limiocitu skaitam. Limfocita specifis-
kumu attieciba pret antigéna determinanti nosaka TCR vai slg mo-
lekulas uzbiive. Abu veidu antigéna receptori ir proteini, un to uz-
biives dazadibas pamata ir at$kiriga, genétiski determinéta amino-
skabju seciba. Tatad jebkur$ individuals TCR+ T limfocits vai slg+
B limfocits var atskirties no citiem limfocitiem ar TCR vai slg ko-
dejosiem géniem.

Antigéna determinantes piesaisti3ana komplementaram slg vai
TCR izraisa 31 limfocita aktive3anu, kas izpauZas ta proliferacija.
No viena limfocita, tam daloties, veidojas daudzi identiski limfociti,
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respektivi aktivéta limfocita klons. Klona veidoSanos no aktiveta
limfocita sauc par klonalo selekciju. Antigéna saistiSanas meha-
nisms pie B un T limfocitiem ir atSkirigs. B limfocita slg var tiesi
saistities pie komplementaras antigéna determinantes. TCR var pie-
saistit tikai atsevis$ku, nesaistitu ar citam, antigeéna determinanti, un
tikai tada gadijuma, ja ta atrodas uz paligSiinas virsmas kopa ar
citu palig8iinas membranas molekulu — galvena auda savienojami-
bas kompleksa (MHC; ang|u major histocompability complex) 1 vai
11 klases molekulu. So T limfocitu ipasibu sauc par ierobezo$anu ar
MHC. Palig$inu, kas uz savas virsmas eksponé antigéna frag-
mentu kopa ar MHC molekulu, sauc par antigéna piestaditajsanu.
MHC molekulas ir glikoproteini, kuru uzbiive katram vienas sugas
individam ir at3kiriga no jebkura cita 3is sugas individa MHC mo-
lekulam (iznpemot monozigotiskos dvinus). MHC molekulas-ir anti-
geéni, jo nosaka audu atgriiSanu péc to parstadiSanas cita tas pasas
sugas organisma. MHC 1 klases antigéni atrodas uz daudzu Siinu
virsmas. MHC II klases antigéni atrodas tikai uz specializétu Siinu
(makrofagu, B limfocitu, Langerhansa un dendritisko $iinu) vir-
smas. TCRt T limfociti, kas kopa ar antigéna un MHC [ klases
molekulu kompleksu piesaista arl piestaditajsinu, ir citotoksiski un
nonaveé kontaktéjoSo Siinu, ja ta nav makrofags. Sadu T limiocitu
subpopulaciju sauc par citotoksiskiem T limfocitiem Tc. To biolo-
giska pamatfunkcija ir virusinficétu, organismam sveSu Sunu, taja
skaita pasa organisma parmainitu, piemeéram, veZa Sunu nonave-
Sana. TCR+ T limfociti, kas kopa ar antigéna un MHC II klases
molekulu kompleksu ir piesaistijudi piestaditajsunu, aktivizeéjas un
izdala daZzadus proteinus. Izdalitie proteini aktivizé citas blakus-
eso$as imunsistémas Sanas, to skaita B limfocitus. Proteinus, kas
veicina citu $unu aug$anu, proliferaciju vai diferenciaciju, atbilstosi
izraisitajam efektam sauc par augSanas, stimulétajiem vai diferen-
ciacijas faktoriem — kop€ji par citokiniem. Limfocitu izdalitos cito-
kinus sauc ari par limfokiniem vali, ja tie ietekmé citu limfocitu aug-
Sanu, par interleikiniem. T limiocitu subpopulaciju, kas péc anti-
géna piesaistiSanas izdala limfokinus, sauc par T paligsinam Tg
(anglu helper — paligs). To biologiska pamatfunkeija ir citu orga-
nisma imiinsistémas 3iinu aktivizéSana.

Par antigéna piestaditajsunu T¢ un Tm limfocitiem parasti kalpo
makrofags (4.28. att. A,B). Tas fagocité (la, 1b) un fragmenté an-
tigénu (2a, 2b). Antigéna fragmentus saista un parnes uz plazmas
membranas aréjo virsmu MHC 1 klases (3a) vai MHC II klases
(3b) molekula. Pie antigéna fragmenta kompleksa, kas eksponéts uz
makrofaga virsmas, ar MHC molekulu piesaistas Tc vai Tg limfocits
(4a, 4b). Limfocita piesaistiSana aktivizé makrofagu. Aktivetais
makrofags izdala interleikinu 1 (5a, 5b), kas savukart aktivé T
limfocitu un izraisa ta proliferaciju. Veidojas T limfocitu klons (6a,
6b). Jebkur$ no klona limfocitiem var piesaistit atbilstoSu antigéna
piestaditajstnu un padstimuléties ar izdalitiem limfokiniem (7a, 7b).
Vienlaicigi notiek T limfocita diferenciacija, kamér izveidojas pil-
nigi diferencéti, nobriedusi T limfociti (8a, 8b). Nobriedusie MHC
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I klases molekulu specifiskie T¢ limfociti saistds ar virusinficetu
sanu (9) un nonave to (10). DaZi no T¢ limiocitiem paliek asins-
rite ka atminas Siinas (11). Tas péc atkartotas antigéna piestadi-
tajsunas paradiSanas organisma atri mobilizeéjas un veido klonu.
Tapéc, ja organismu atkartoti stimulé ar antigénu, imana atbilde
ir atraka un intensivaka.

B limfocita slg pazist un piesaista neparveidotu (nefragmentétu)
antigénu (4.28. att. C). Parasti $dda piesaistiSana nav pietiekosa B
limfocita aktivé$anai (izpémums ir polivalentie antigéni). Vairuma
gadijumu, lai notiktu slgt B limfocitu proliferacija un diferencia-
cija par plazmas $unu, tos aktivize Ty limfocita izdalitie limfokini.
Vispirms notiek slgt B limfocitam piesaistita molekulara antigéna
(4c) endocinoze (12). Endocitétais antigéns fragmentéjas (13) un
kopa ar MHC 11 klases molekulu eksponejas uz B limfocita virsmas
(14). Antigéna fragmenta kompleksam ar MHC II klases molekulu
piesaistas atbilsto$s nobriedis Twm limfocits (15) un izdala limfo-
kinus. To ietekmeé B limfocits proliferé un diferencéjas (16). Veido-
jas vienadu B limfocitu klons. Ta atseviskas $iinas turpina dalities
tik ilgi, kameér tas stimulé piesaistitie Ty limiociti (17). Saja laika
notiek B limfocita diferenceSanas par plazmas Sinu (18), kas iz-
dala ierosinatajai antigena determinantei specifiskus imunglobu-
linus. Tie saistas ar briviem antigéniem un iezime tos vai nu izva-
diSanai no organisma, vai noardisanai (19).

Visas aplikotas imunsistémas &0nu virsmas molekulas ir gené-
tiski radniecigi proteini vai glikoproteini, kas sastav no vairakam
polipeptidu virkném. Tapéc tas apvieno viena imiinglobulinu saimé.

Iminglobulinu saimes molekulu ipasibas un veido$anas
vislabak izpétitas pelem. Tipiska imunglobulina molekula sastav no
4 polipeptidu virkném — divam identiskdm vieglajam (L; angju
light — viegls) un divam identiskam smagajam (H; anglu heavy —
smags) virkném. Virknes savstarpéji saista disulfida saites. Ir divu
veidu vieglas virknes, % un A, bet viena un taja pasa Ig molekula
tas ir identiskas vai nu divas %, vai ari divas A. Visu mugurkaul-
nieku limfocitos ir 5 smago virknu klases jeb izotipi: p, §, y, & un
a. Pe]lu B limfocitos ir vairakas y virknpu apaksklases — y1, y2a,
¥2b un y3. Atseviska antivielas molekula ir divas vienas un tas pa-
Sas klases (vai apakSklases) smagas virknes. Smaga virkne nosaka
plazmas 3unas sekretéto imunglobulina veidu — IgM, IgD, IgG,
1gE un IgA. Piemeram, zimé&juma (4.29. att.) paradita pelu imun-
globulina molekula (IgGl) sastav no divam vyl smagajam virkneém
un divam vienadam (x vai A) vieglajam virknem. Antivielas mole-
kula sastav no atseviskiem doméniem. Vienas vieglas virknes N gals
kopa ar vienas smagas virknes N galu apméram 110 aminoskabju
atlikumu garuma veido antigéna saistiSanas centru. Taja amino-
skabju seciba dazadam antivielam ir at$kiriga. Tapec 5o molekulas
dalu sauc par variablo iecirkni (V) un apzimé ar atbilstoSas vir-
knes indeksu (Vi vai Vgm). Paréja polipeptidu virknu dala dazadam
antivielu molekulam ir lidziga. Tapéc io sauc par molekulas kon-
stanto daju (C) un apzimé vieglajai virknei ar Cy, bet smagajai
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4.29. att. Iminglobulinu saimes molekulu uzblves shéma.

virknei — ar Cgl. Smaga virkne bez tam satur vairakus citus fun-
kcionali at$kirigus doménus (zimejuma Cg2 un Cy3).

T Sanu receptors (TCR) sastav no divam at3kirigam polipeptidu
virkném, vai nu « un B, vai y un 8. Abas virknes sasaista disulfida
saite. Abu polipeptidu virknpu N gali veido TCR variablo doménu
(Vo un VB), kas, piedaloties MHC molekulai, funkcioné ka anti-
géna receptors. Vairak neka 99% pelu T limfocitu TCR satur a un
B virknes. T limfocitus, kuru TCR sastav no y un § virkném, parasti
atrod starp epitélijSanam, kur tie funkcione ka citotoksiskas Siinas.

Audu savienojamibas kompleksa (MHC) proteini ir polimorfiski,
un to geéni atrodas viena, MHC lokusa. Pelém $is lokuss atrodas
17. hromosoma un aiznem apméram 4000 kb. Taja ir 33 MHC 1 kla-
ses géni un septini MHC II klases géni. MHC 1 klases molekulas
sastav no divam polipeptidu virkném. Tikai vienu no tam, a virkni,
kodé MHC lokusa gens. Otra, vieglad, virkne ir By-mikroglobulins. To
kode 2. hromosomas géns. Dazadas virknes atdkiras molekulas N
gala, kur ir divi domeni, a; un ay. Tuvak plazmas membranai ir mo-
lekulas konstanta dala a3, kas ir lidziga iminglobulinu konstanta-
jilem domeéniem. Po-mikroglobulins nav saistits ar plazmas mem-
branu, un pie o virknes tas piesaistas nekovalenti. MHC Il klases
molekulas sastiv no divam polipeptidu virkném o un B. Katru no
tam kodé atsevisks MHC lokusa géns. Dazadu MHC II klases mo-
lekulu aminoskabju seciba atdkiras to N gala doménos, a; un B;.
Tuvak plazmas membranai ir konstantie doméni ap un p.

Imunglobulinu un T Sitnu receptoru génu veidoSanas un ekspre-
sija. T un B limfociti var veidot receptorus, kas pazist un saista jeb-
kuru, ari maksligu antigénu un ta determinanti. Ta ka katru
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receptora polipeptidu kode atsevisks géns, Ig un TCR génu skaitam
§iinas genoma jabiit Joti lielam, praktiski neierobeZotam. Tas nav
iespéjams, jo faktiskais génu skaits dzivnieka 3$ina neparsniedz
100 000. Ari eksperimentali ne dzimumsiinas, ne arl vairuma soma-
tisko 8iinu Ig un TCR veidojoso polipeptidu kodéjosie géni nav at-
rasti. Tie ir atrasti tikai limfocitos noteikta to diferenciacijas sta-
dija. Katrs individuals limfocits var sintezét imuanglobulinus vai
TCR tikai pret vienu noteiktu antigena determinanti, un katra lim-
focita ta gena dala, kas kodé Ig vai TCR variablo doménu, ir at-
§kiriga no variabla domena citos limfocitos. Tatad organisma speju
veidot dazadam antigéna determinantem komplementaras moleku-
las nosaka limfocitu skaits. Pieméram, pelei ir 3 10% limfociti. No
tiem apmeéram 2/; ir T limfociti un '/3 — B limfociti. Péc antigéna
iek]aSanas organisma ta determinante saistas tikai ar tada limfocita
receptoru, kura saistidanas centrs ir komplementars antigéna mo-
lekulas dalai. Péc tam notiek §i limfocita klonala selekcija, B lim-
focita diferenciacija par plazmas Sinu un specifiskas antivielas iz-
dali$anas no tas.

Pastav vairakas hipotézes par iminglobulinu un TCR génu vei-
dosanos limfocita. Saskana ar vienu no tam Ig un TCR variablos
(V) iecirknus kodé daudzi atseviski geéni, bet konstantos iecirknus
(C) — viens géns. Limfocita diferenciacijas laika viens no V geé-
niem rekombinéjas ar € génu un veido unikalu polipeptidu kodéjosu
génu. Ofras hipotézes pamata ir pienemums, ka Ig un TCR polipep-
tidus kodéjoso génu variablos iecirknos limfocita diferenciacijas laika
stipri palielinas mutaciju daudzums, kas nosaka Ig un TCR génu
variablo iecirknu atskiribu katra limfocita. Parbaudot $is hipotézes
eksperimentali, konstatéja, ka pareizas ir abas. Vispirms tika pétita
pelu iminglobulinu genu veido$anas. Ig kodejoSo genu nukleotidu
secibas tika salidzinatas anfivielas producgjosas peju plazmas 3i-
nas, So 3anu priek$tecu diferenciacijas starpformas un embrionalas
dunas un konstatéja, ka lg vieglo virkni kodeé tris DNS iecirkni:
konstanto dalu C géns, Vi, dalas C galu — J géns un Vi, dajas N
galu — V gens. Ig smago virkni kodé cetri DNS iecirkni: konstanto
dalu C géns, Vg C galu — divi géni J un D un Vg N galu — V
géns. V, D un J géni ir vairaki, un tie atrodas atseviskos lokusos
(4.30. att., a). Katras Ig virknes veido$anai nepiecieSamie génu lo-
kusi ir atseviskas hromosomas. Pieméram, vieglo » virkpu veido-
$anai nepieciesamie lokusi pelem ir 6. hromosoma, vieglo A virknu
veido§anai — 16. hromosoma, smago virknu veidoSanai — 12. hro-
mosoma. Visi smago virknu izotipu geni ir lokalizeti viena, apmé-
ram 200 kb gara DNS iecirkni. Dzimumsianas un kaulu smadzenu
$tanas V, D un J génu lokusi ir atdaliti ar DNS iestarpinajumiem,
kuru garums var parsniegt vairakus desmitus kb. Limioidalo pus-
cilmdiinu diferenciacijas laika par B limfocitiem notiek intrageno-
miska DNS rekombinacija, kuras rezultata izske]as DNS iecirkni
starp V un J lokusiem, ja veidojas vieglo virknu géni, un starp D
un J, péc tam starp V un DJ, ja veidojas Ig smago virknu géni.
Veidojoties vieglas virknes génam, viens no daudziem V géniem
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4.30. att. Iminglobulina géna veidoSanas un ekspresijas
shéma.

apvienojas ar vienu no J (4.30. att. b). Veidojoties smagas virknes
génam, viens no daudziem V apvienojas ar vienu no J, péc tam DJ
ar vienu no V (4.30. att. ¢). AtseviSko V, J un D ligé3anas vietas
nav precizi fikseétas, tapéc geénu apvieno3anas lajka var veidoties
loti daudzi varianti ar at3kirigu nukleotidu secibu. C géns vienmér
ir lokalizéts netalu no J géna un ietilpst kopéja tramkrlptona Lim-
focita diferenciacijas laika vispirms veidojas Ig smagas virknes
géns. Taja talit aiz J ir Cy, kas transkribéjas ka pirmais no izoti-
piem. No transkribetais hnRNS tas procesésanas laika izskaldas
starp kodéjosiem iecirkniem atlikuSie nukleotidi un veidojas Ig sma-
gas virknes p izotipa mRNS (4.30. att. d). Ribosomas ta transléjas
par polipeptidu (4.30. att. e). Polipeptids proceséjas Goldzi
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kompleksa un izdalas 3iinas citoplazma. Limfocitu, kas citoplazma
satur Ig smagas virknes p izotipu, sauc par pre-B limfocitu. Tikai
péc tam ekspresejas Ig vieglas virknes (vai nu x, vai 4) (4.30. att. 1),
apvienojas ar smagas virknes p izotipu (4.30. att. g). Veidojas Ig,
kas parvietojas uz plazmas membranu. Limfocits kjust par B lim-
focitu.

Peles genoma ir 90—300 Vx, 4Jx, 2VA, 3/A, 100—200Vw, 12Dg
un 4/ géni. Veidojoties lg smagajai virknei, tas dazadu variantu
skaits ar 200Vyg, 12Dg un 4Ju géniem ir 9600. Variantu skaits ar
300V un 4J% géniem ir 1200. Péc smago un vieglo virknu apvieno-
Sanas kopejais Ig variantu skaits ir lielaks neka 10 miljoni. Fak-
tiski tas ir vel lielaks, jo variantu daudzumu palielina neprecizitates
ligéSana un DNS parkartoSanas laikd novérotais pastiprinatais so-
matisko mutaciju daudzums. Viens no mutaciju izraisitajiem iemes-
liem acimredzot ir limfocitos atrodama terminala dezoksinukleotidil-
transferaze, kas pirms ligéSanas atseviskiem V, J un D fragmentiem
var pievienot papildu nukleotidus.

Ja organisma esosa antigéna daudzums ir pietieko$i liels, B lim-
focits diferencéjas par plazmas Sianu, kas sekreté imiinglobulinus
(antivielas). Ir noskaidrots, ka abu veidu Ig — slg un Ig — kodé
viens un tas pats smagas virknes géns, bet atskirigas ir Ig un slg
mRNS. Ig mRNS ir isaka neka sIg mRNS un 3’ gala nesatur divus
eksonus M, un M,, kas kodé hidrofobu polipeptidu. Hidrofobais poli-
peptids Ig transporta laika aiztur to plazmas membrana. Abu veidu
mRNS rodas primara transkripta procesé3anas laika. lIg smagas
virknes primarais transkripts satur divus poliadenilédanas saitus
(PA), ka ari splaisa donora un akceptora saitus (S) (4.31. att.).
Transkripta procesésanas laika var notikt vairakas konkurgjosas
reakcijas: poliadenilé$ana pirmaja vai otraja poliadenileSanas saita
un splaisings. B limfocita notiek splaisings un veidojas p mRNS,
kas 3’ gala satur eksonus M, un M, Ribosomas ta transléjas par
sIG smago virkni. Plazmas 3sinas splaisings nenotiek, primarais Ig

PA M2 PA
‘s M]
v 1 2 3 4 S/i ;i//
M—C‘—é—é— Cy primarais transkripts

/'/ .
v 1 2 3”%% LA v 1T 2 3 ¢ A

Splaisings l

]

v 1.2 3 ¢4 Vi1 234

BoomMANS LT T T 1B-(A), CI T T T W4, u, mRNS

me

4.31. att. Virsmas un sekret€jamo imanglobuiinu mRNS veidoSanas
shéma.
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B limfocita Iminglobulinu izotipu parslégsana
diferenciacija (IgM — |gG] —> IgG2a )

l-; violg C;t Cs Cza{Cn CrbHCroa- Ce H Ca |-
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C, C]]
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’ c,, He He, Hey F-- 5
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@Y 1gG2a

4.32. att. Iminglobulinu izotipu parslegSanas shéma.

g

smagis virknes géna transkripts P")liadenilé_jas pirmaja PA sait3
un veidojas sekretéjama Ig (usec) MRNS. Ribosomas ta translejas
par Ig smago virkni.

B limfocita diferenc¢ianas laika par plazmas Sinu aktivéjas ari
Cu blakus esosais C8 gens, kas kodé IgD. IgD ir imiinglobulins,
kas atrodas tikai uz limfocita virsmas ka slgD un nekad nejzdalas.
Ta biologiska funkcija viennozimigi nav izpetita. Uzskata, ka sligD
ir nepieciesams B limfocita parvérsanai par plazmas Sinu. Ja
slgM+ limfocitu ar antigénu stimulé atkartoti, notiek imiinglobu-
lina smagias virknes géna parsiégsana uz vienu no Cy izotipiem
(4.32. att.). Parslégdana ir atkariga no antigéna kimiskas dabas,
paligdinu populacijas sastava un B limiocita atraSanas vietas or-
ganisma. Parasti ta notiek liesa, kur plazmas Siina sekreté vienu
no IgG izotipiem. Izotipa parslégsanas laika notiek rekombinacija,
kuras rezultata deletéjas Cp un C8§ un aktivéjas viens no Cy gé-
niem. Saja laika novéro ari papildu mutacijas géna variabl3d iecir-
kni, kuru rezultata IgG ar antigénu saistds daudz cie3ak neka ar
IgM. Citiem vardiem, sekundaras imunas stimuléSanas laika pieaug
antivielu tieksme pret antigénu. Cita mikrovide C izotips var par-
slégties nevis uz Cy, bet uz Ca. Tad plazmas Siina sekreté IgA, kas
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ir galvena antiviela piena, siekalds un uz glotadam. Savukart, ja izo-
tips parslédzas uz C,, notiek IgE sintéze. IgE ir antiviela, kas sais-
tas ar noteiktiem audiem. Péc reakcijas ar atbilstoSu antigénu audos
rodas lokdla iekaisuma reakcija, kas IgE pastiprinatas veido3anas
gadijuma izraisa alergiju.

T limfocitu receptoru (TCR) géni, lidzigi ka imunglobulinu géni,
ari veidojas DNS iekSmolekulara rekombinacija. Pieméram, pelém
TCR B lokuss ir 6. hromosoma 700—800 kb gara DNS iecirkni.
Taja ir divi funkcionali lidzvertigi géna konstantas dajas (C) iecir-
kni. Katra C iecirkna pretstraumes seciba ir viens D elements, sesi
J elementi un 20—30 V elementi. TCR % lokuss ir 13. hromosoma un
satur tris Hy—Cy elementus. Pirms katra no tiem ir apméram sep-
tini V segmenti. D segmentus ¢ lokuss nesatur. TCR o un & lokusi
ir 14. hromosoma un atskiras no citiem TCR génu lokusiem ar {to,
ka daudzi TCR & kod€josSie segmenti ir izvietoti starp a génu veido-
josiem V un J segmentiem. TCR a géna veidoSanai ir 75—100 V
segmenti un vairak neka 50 J segmenti. TCR § géna veido$anai ir
apméram 10 V segmenti un pa diviem D un J segmentiem. Visu
TCR polipeptidu géni veidojas lidzigi imanglobulinu géniem, lim-
foidalas puscilm3iinas diferenciacijas laika apvienojot pa vienam no
V—J—C vai V—D—J—C fragmentiem.

Citotoksisko T limfocitu (T¢) un T paliglimfocitu (Tg) TCR sa-
stav no vienas a un vienas B polipeptidu virknes. Tikai nelielas,
apméram 1% T limfocitu populacijas TCR sastav no y un & poli-
peptidu virkném. So T limfocitu biologiska funkcija veél nav izpétita.
Ir atklati ari vél citi T Stnu veidi, pieméram, supresorie T limfociti
(Ts). Tie regule T¢ un Ty limfocitu aktivitati. Dazadu T limfocitu
subpopulaciju kopums veido organisma celularas imunitates sis-
temu. Savukart asinsrité cirkuléjosas antivielas parstav organisma
humoralas imunitates sistemu.

Vislabak izpétita pelu iminsistema. Pétijumi par cilvéka iman-
sistému liecina, ka pamata ta ir lidziga pe|u iminsistémai. Pieme-
ram, lidziga ir audu savienojamibas kompleksa (MHC) lokusa un
T Stnu receptora o un B virknu lokusa organizacija, lidzigi ir ari
iminglobulinu géni. Atskiriba no pelu lg, kuru vairums (apméram
95%) satur » vieglas virknes, cilveka Ig satur (apmeéram 40%) A
vieglas virknes. Ig génu variantu veidosanas mehanisms dazadam
sugdm var biot atskirigs. Pieméram, vistam vairdk neka 95% no
Ig satur A vieglas virknes. Tas veidojas, rekombinéjoties vienigajam
funkcionalajam VA segmentam ar vienigo JA—Chi iecirkni. Anti-
vielu daZadiba vistam tomér neat$kiras no citiem mugurkaulnie-
kiem. Acimredzot dazam sugim Ig varianti rodas galvenokart pa-
stiprinatu somatisko mutaciju rezultata Ig géna variablaja iecirkni.
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