Kwasy nukleinowe

Replikacja




Biatko
Helikaza
Prymaza

SSB
Gyraza DNA

Polimeraza DNA I

Polimeraza DNA |

Ligaza DNA

Funkcja w replikacji DNA
Rozplata podwojng helise

Syntetyzuje starterowy odcinek
RNA

Stabilizuje regiony jednoniciowe
Wprowadza ujemne skrety
superhelikalne

Syntetyzuje DNA

Usuwa startery | wypetnia
brakujgce fragmenty nici DNA

t gczy konce DNA



Telomerazy

Enzymy rybonukleoproteinowe, ktore katalizujg
wydtuzanie 3" koncowej nici DNA. Majg charakter
odwrotnej transkryptazy, ktéra ma wtasna matryce.



Konsekwencje wystepowania form
tautomerycznych - pirymidyny

Tautomeria keto-enolowa, wynikajgca z przemieszczania
sie protonow H sprawia, ze zasady azotowe wystepujg
w roznych postaciach tautomerycznych:

Laktam (postacC ketonowa =0), lub
Laktym (postac enolowa —OH)

W warunkach fizjologicznych dominujgcg iloSciowo
postacig tyminy i uracylu jest laktam, natomiast
cytozyny — laktym.

Mutagenny efekt tautomerii zasad pirymidynowych wynika
z faktu, ze laktym tyminy tworzy komplementarng pare
Z guaning zamiast adening.



Konsekwencje wystepowania form
tautomerycznych - puryny

W warunkach fizjologicznych gtownymi
formami tautomerycznymi guaniny |
hipoksantyny sg tautomery laktamowe,
natomiast dominujacg formg adeniny
jest laktym.

Laktamowa forma tautomeryczna adeniny
tworzy pare z cytozyng, co moze lezec
u podtoza mutagenezy.



Czynniki modyfikujgce strukture DNA

Kwas azotawy powoduje deaminacje C (—U), G, | A
(—hipoksantyna). Dochodzi do zamiany par zasad

Hydroksylamina przeksztatca C w zwigzek podobny do U —
dochodzi do zmian par zasad

Zwigzki alkilujgce powodujg alkilowanie gtownie N7 i N1
guaniny oraz N1, N3 adeniny i N3 cytozyny. Prowadzi to do
tranzycji 1 transwersji. AT—>TA, AT->GC, GC-CG,
GC—-AT, GC—-TA. Podobnie dziata cisplatyna
wykorzystywana w leczeniu chorob nowotworowych.
Barwniki akrydynowe wnikajg miedzy zasady | powodujg ich
rozsuniecie —deformacja matrycy i btedy w replikacj



Czynniki modyfikujgce strukture DNA

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (z dymu
papierosowego, kawy, czerwonego miesa) tworzg addukty
z DNA prowadzac do mutacji

Heterocykliczne aminy aromatyczne (powstajg podczas
termicznej obrobki biatkowych produktow) tworzg addukty

Analogi zasad btednie wbudowane powodujg mutacje

Wolnerodniki powodujg modyfikacje zasad prowadzgce do
mutacjl (8-hydroksy-guanina, glikol tyminy). Modyfikujg
takze reszty cukrowe



Czynniki modyfikujgce strukture DNA

 Promieniowanie jonizujgce Inicjuje reakcje
wolnorodnikowe a takze moze prowadzic do
pekania nici (utrata informacji genetyczne))

 Promieniowanie ultrafioletowe prowadzi do
powstawania dimerow pirymidynowych a w
Konsekwencji delecji




Choroby wrodzone

* Wrodzone zaburzenia rozwojowe
(rozszczepienie kregostupa, wady serca,
Zzajecza warga) — podtoze genetyczne oraz
czynniki zewnetrzne

* Nieprawidtowosci chromosomowe —
powstajg w przebiegu gametogenezy
(rekombinacji chromosomow) — dziedziczg
sie

e Choroby jednogenowe (wady metaboliczne)
— Zznamy ok. 3500



Zapobieganie | wykrywanie

Zmniejszenie ryzyka narazenia ciezarnych
na dziatanie zewnetrznych czynnikow
mutagennych | teratogennych

Badania skriningowe rodzin zagrozonych

Diagnostyka prenatalna



Istotg dziedziczenia jest przekazywanie informacji
0 syntezie biatek, ich strukturze i czynnosci.
Informacja ta ukryta jest w sekwencji zasad
DNA.

Przez ekspresje genu rozumie sie odczytanie tej
informaciji i jej realizacje przez synteze
odpowiedniego biatka.

Petnha ekspresja genu realizuje sie przez replikacje
DNA, transkrypcje i potranskrypcyjne przemiany
prekursorowego RNA oraz translacje |

potranslacyjne przemiany syntetyzowanego
biatka.



Mutacje

Mutacje polegajg na mniejszych lub wiekszych zmianach
struktury materiatu genetycznego.

« Podstawienie zasad — zamiana jednej na inng

* Delecje — (wypadniecie zasady), insercje -
(wprowadzenie dodatkowe| zasady)

Konsekwencje zalezg od umiejscowienia mutacji w tancuchu
DNA = zmiany w informacji genetycznej — zmiany ilosci
lub wiasciwosci wytwarzanych biatek, uposledzenie
czynnoscl biatka, zmniejszenie szybkosci inicjacii,
eliminacja czynnosci genu, brak transkrypcji genu,

Mutacje objawowe powstajgce w sekwencjach kodujgcych
genow, dziedziczg sie. Mutacje bezobjawowe znajdujace
sie wregionach pomiedzy genami nie maja znaczenia.



Transkrypcja




Polimeraza RNA z E. col

Podjednostka Liczba Masa (kDa) Funkcja
o 2 37 Wigze biatka regulatorowe
B 1 151 Tworzy wigzania
fosfodiestrowe
B 1 155 Wiaze matryce DNA
O /(sigma) 1 70 Rozpoznaje promotor

| Inicjuje synteze



Polimeraza RNA z E. col

Poszukuje na DNA miejsc inicjacji transkrypcj

Rozwija krotki odcinek dwuniciowego DNA tworzac
jednoniciowg matryce

Selekcjonuje odpowiedni trifosforan rybonukleotydu
| katalizuje tworzenie wigzania fosfodiestrowego

Wykrywa sygnaty terminacji transkrypcji
Oddziatuje z biatkami represorowymi i
aktywujgcymi, ktore modulujg szybkosc transkrypcii



Transkrypcja rozpoczyna sie w miejscach
promotorowych matrycy DNA

Po odnalezieniu miejsca promotorowego dochodzi
do rozdzielenia dwuniciowego DNA na pewnym
fragmencie (ok. 17 pz).

Nic DNA matrycowa (komplementarna do nici
transkryptu, antysensowna) selekcjonuje
komplementarne trifosforany rybonukleozydow.

[Ni¢ kodujgca ma te samg sekwencje co transkrypt
RNA, Jest nicig sensowng]



Wiekszosc¢ nowo syntetyzowanych RNA
rozpoczyna sie od pppG lub pppA.
Kierunek syntezy 5 — 3.

Nie jest wymagany starter



Elongacja

Elongacja zachodzi w bablach transkrypcyjnych
(rejonach zawierajacych polimeraze RNA,
DNA i powstajgcy RNA) i rozpoczyna si€ po
uformowaniu pierwszego wigzania
fosfodiestrowego. Dochodzi do utraty
podjednostki 6 polimerazy RNA.

Rownolegle z rozplataniem przed polimerazg
dochodzi do zaplatania za enzymem.

Polimeraza RNA nie sprawdza nowo
powstatego fancucha — jest mniej doktadna
niz polimeraza DNA w procesie replikacii.



Terminacja

Na etapie terminacji formowanie wigzan
fosfodiestrowych ustaje, z hybrydu RNA-DNA
oddysocjowuje RNA a rozpleciony fragment
DNA znow sie splata.

Sygnat stop to najczesciej palindromowy rejon
bogaty w pary GC za ktérym wystepuje rejon
bogaty w AT i 4 lub wiecej reszt U.

Podjednostka sigma przytgcza sie do
polimerazy RNA | szuka nastepnego miejsca
promotorowego.



Potranskrypcyjne modyfikacje —
dojrzewanie RNA

W komorkach prokariotycznych

Wycinanie i modyfikacja niektorych regionow
Dodawanie nukleotyddéw do konca tancucha RNA
Modyfikacja zasad (metylacja) | reszt rybozy

W komorkach eukariotycznych

Odciecie sekwencji liderowej od strony 5°
Wyciecie intronu (przez endonukleaze)
Zastgpienie UU na koncu 3 czgsteczki przez CCA
Modyfikacja niektorych zasad



Roznice miedzy Pro | Eukaryota

U Eukaryota transkrypcja i translacja przebiegajg w
roznych przedziatach komorkowych co umozliwia
wielostopniowq | precyzyjng regulacje ekspresji
genow.

U Eukaryota dojrzewanie RNA jest bardzie]
skomplikowane — prawie wszystkie prekursory mRNA
ulegajg splicingowi co prowadzi do powiekszenia
roznorodnosci puli biatek.

U Eukaryota wystepujg 3 rodzaje polimeraz RNA —
zbudowane z 8-12 podjednostek | dodatkowo z
podjednostek RPB1 i RPB2

U Eukaryota niezbedne sg czynniki transkrypcyjne |
sekwencja TATA w poblizu miejsca startu



Splicing

Introny sg precyzyjnie wycinane z prekursorow
MRNA.

Gtéwna sekwencja intronowa zaczyna sie od
GU a konczy na AG.

Splicing rozpoczyna sie od rozciecia wigzania
fosfodiestrowego miedzy eksonem powyzej
iIntronu | koncem 5 intronu. Grupg atakujgca
jest 2 OH reszty adenylowej w miejscu
rozgatezienia. Miedzy resztg A1 5 koncowym
fosforanem intronu tworzy sie wigzanie 2 -5
fosfodiestrowe.



Splicing

Rownoczesnie reszta A potagczona jest z dwoma
iInnymi nukleotydami poprzez zwykte 5-3° wigzanie
fosfodiestrowe. W ten sposob tworzy sie w tym
miejscu produkt posredni o ksztatcie lassa.

Nastepnie koniec 3 -OH eksonu 1 atakuje wigzanie
fosfodiestrowe pomiedzy intronem a eksonem 2.
Eksony 1 | 2 zostaja potgczone a intron w ksztatcie
lassa uwolniony.

W tym  procesie zachodzg dwie reakcje
transestryfikacji a nie hydroliza 1 ligacja. Liczba
wigzan fosfodiestrowych pozostaje ta sama
podczas obu etapow.



Niskoczgsteczkowe jgdrowe RNA (snRNA)
wraz ze specyficznymi biatkami biorg
udziat w wycinaniu intfronow z
prekursorow mRNA.



Sekwencje wzmacniajgce (enhancer)

Zwiekszajg aktywnosc¢ wielu promotorow
u wyzszych eukariontow ale same nie
majg aktywnosci promotorowych. Mogg
stymulowac transkrypcje w miejscach
oddalonych od siebie, wystepowac
przed, za a nawet w srodku

transkrybowanego genu.



Splicing rRNA

Splicing rRNA opiera sie na
autokatalitycznym wycinaniu intronow
bez udziatu biatek.

Prekursory rRNA mogg wykazywac
aktywnosc¢ nukleazowg oraz
polimerazowa.



Ekspresja genow




DNA w chromosomach eukariotycznych
jest silnie zwigzany z zasadowymi
biatkami — histonami | tworzy chromatyne.

Histony mozna oddzielic od DNA przez
potraktowanie roztworem soli lub

rozcienczonym kwasem. Otrzymuje sie 5
typow histonow: H1, H2A, H2B, H3 i H4.




Histony — ich forma i charakter
majg znaczenie w regulacji stopnia upakowania DNA i
jego dostepnosci dla replikaciji | transkrypcji

24P Lys/Ag amli_rlﬁ)zk?/\(jla;eos\/\zat/ch HERE
H1 AN 215 21.0

H2A 1.25 129 14.5

H2B 2.5 125 13.8
H3 0.72 135 15.3

H4 0.79 102 11.3



Nukleosomy

Jednostki strukturalne chromatyny
zbudowane z dwoch  czgsteczek
histonow H2A, H2B, H3 | H4 oraz
odcinak DNA o dtugosci 200 pz.

WiekszosC DNA Jest owinieta wokot
histonowego rdzenia. Pozostaty DNA
nazywany tacznikiem wigze sgsiadujgce
nukleosomy | nadaje  wtoknom
chromatyny elastycznosc.

Struktura ta przypomina sznur koralikow.



Nukleosomy sg pierwszym stadium
kondensacji DNA w komorce.

Nawiniecie DNA na nukleosomowy
rdzen skraca jego wymiary liniowe.
Prosty odcinek DNA ztozony z 200 pz ma

dtugosc ok. 68 nm, w nukleosomie
wymiar skraca sie do ok. 10 nm.



Podczas replikacji stare histony pozostajg
przy kompleksie z dupleksem DNA
zawierajgcym nic prowadzacg
natomiast nowe histony dochodzg do
dupleksu zawierajgcego niC opozniona.



