Az Oro |toanyag DNS RNS
replikacio), és az 6roklédeés




2.1 Nukleotidok, nukleinsavak

Informacioatadas (6rokitbanyag)

Informacios egység (gén)

Dezoxiribonukleinsav (DNS), ribonukleinsav (RNS)
Energiahordozok (ATP, GTP, ADP stb...)
Redoxfolyamatok (NAD, FAD)

Sejtmagban, mitokondriumban, plasztiszban (DNS),
retrovirusok orokitbanyaga RNS

rRNS, tRNS, mRNS, miRNS, siRNS, fehérjék



A DNS és az RNS
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Nukleozidok

e Bazis + cukor
— Dezoxiadenozin (adenin+dezoxiriboz)
— Dezoxiguanozin (guanin + dezoxirib6z)
— Uridin (uracil + ribdz)
— Dezoxicitidin (citozin + dezoxirib6z)
— Dezoxitimidin (timin + dezoxiriboz)

dezoxiadenozin (dA)



Nukleotidok, nukleinsavak

* Nukleotid: Nukleozid + foszfat
(a nukleozid foszfat észtere)
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A DNS szerkezete (watson és Crick 1953)
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A DNS elsbdleges szerkezete

* Bazis sorrend
 Komplementaritas

* Szekvenalas
— Sanger modszer
— Human genom projekt (HGP)
* 1992-2003



DNS szekvenalas

Frederick Sanger (1977)
gazsagugyi biotechnologia, orvosdiagnosztika

DNS-szal feldarabolasa (restrikcios endonukleazok —
kettOs szal hasitasa szalon belul)

Denaturacio (ssDNA): templat szal: 3’ - 5

Hozzavalok: DNS primer, dNTP, ddNTP (3’ C sem
tartalmaz OH-t), DNS polimeraz

ddNTP-nél megall a szintézis

Jelzés mddja szerint 3 modszer



1. Médszer — primer jeldlés

A templatot négyfelé osztjak

Mindhez adnak jelzett primert, polimerazt, dNTP-t, és
egyiket a ddNTP-bdl (ddA, ddT, ddC, ddG)

Kilonbdz6 hosszusagu szakaszok keletkeznek,
gelelektroforézissel elvalaszthatok

Az utolso (3’) nukleotid valamelyik ddNTP lesz)
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2. modszer

A templatot négyfelé osztjak

Mindhez adnak primert, polimerazt, dNTP-t, és egyiket a
jelzett ddNTP-bdl (ddA, ddT, ddC, ddG)

Kiléonbozb hosszusagu szakaszok keletkeznek,
gelelektroforézissel elvalaszthatok

Az utolso (3’) nukleotid jelzett ddNTP lesz)
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3. modszer

A templatot NEM kell negyfelé osztani

Hozzaadnak primert, polimerazt, dNTP-t, és
kilonbozben jelzett ddNTP-ket (ddA, ddT, ddC, ddG)

Mindegyik ddNTP mas jelzést visel (fluoreszcens)

Kilonbdz6 hosszusagu szakaszok keletkeznek,
gelelektroforézissel elvalaszthatok

Az utolso (3’) nukleotid jelzett ddNTP lesz)
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Teljes DNS szal szekvenciaja

* Tobb restrikcios enzimmel generalt hasitasi
mintazat

* A restrikcids endonukleazok altal generalt
fragmensek 6sszerakasa az atlapolo
szekvenciak segitségével



Uj generacids szekvendlas - piroszekvendlds

Teljesen eltér a Sanger-féle szekvenalastol

Egyszerre csak egy nukleotidot adnak a templathoz, vagy
beépll, vagy nem

Ha beépll, pirofoszfat keletkezik, ami egy kemilumineszcens
folyamatot indit el

Ha van felvillanas, akkor az azon a helyen, az adott bazis van
Szilard hordozon, vagy folyadékfazisban
Gyors, de csak rovidebb szakaszokra jo
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A DNS masodlagos szerkezete: kettos spiral

SR

* A méretek angstrom-
beﬂ (1A = 0,1 nm) Minor

groove

* 10 bazisonkent egy
teljes fordulat




A DNS kettOs spiral |étra modellje

* A cukor gyird sikja majdnem merdleges
a bazisok sikjara
* A viztaszitd bazisok szoros egymasra

fekvése a viz kiszoritasa altal stabilizalja
a szerkezetet

A hidrofil cukor-foszfat gerinc
kdlcsonhat a sejt vizmolekulaival.

* A DNS-kot6 fehérjéek és egyéb
interkalatorok csak a barazdakban
kapcsoldodhatnak a bazisokhoz.




A Chargaff szabalyok Erwin Chargaff 1955

« Az él6lényekbdl szarmazo DNS-ekben a pirimidin
nukleotidok (T + C) mennyisége egyenld a purin (A
+ G) nukleotidok mennyiségeével.

AT mennyisége egyenlo az A-val, és C mennyisege
egyenlo G-vel.

« Azonban A+ T és C + G mennyisegek nem
feltétlenul egyenl6k, azok aranya jellemz06 az
élolenyre amibdl a DNS szarmazik (faj specifikus).



A bazisparosodas modja
A négy lehetséges purin-pirimidin bazisparbol (A-T, A-C, G-C, G-T)
csak kettd, az A-T és a G-C felel meg Chargaff masodik szabalyanak.

Watson és Crick kimutatta, hogy csak az A-T és G-C bazisparok
képesek hidrogén-hidakkal a modellbe 1116 modon 6sszekapcsolodni.
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A DNS stabilitasa

GC vs AT (harom, vagy két H-hid)
Elektrosztatikus és van der Waals
kdlcsonhatasok

n—Tt Stacking

Olvadaspont (T ): a DNS szal fele kett6s, fele
egyszalu (denaturacio (disszociacio),
rehibridizacio, (renaturacio, anellacio)



A DNS olvadaspontja

e Abszorbancia (egyszald DNS-nek magasabb az
abszorbanciaja)

* Fluoreszcencia (interkalator festékek, pl. Sybr
green, etidium-bromid, daunomicin)
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Egyeéb DNS szerkezetek

« Az ¢l6lényekben és vizes oldatban
a ,,B” forma a leggyakoribb, ebben
a bazisok sikja majdnem merdleges
a cukor-foszfat gerincre.

* Dehidratalt koriilmények kozott
egy témorebb ,,A” forma jon 1étre,
melyben a bazisok sikja megdol.

* Hosszu GCGCGC.... ismétlodések
a Z format vehetik fel, amely
balmenetes, cikk-cakkos lefutast és
megnyult.




Egyeéb DNS szerkezetek

G-quartet

G-quadruplex

 G-tetrad (G-quadruplex)
* 1, 2 vagy 4 szalbol

» Paralell, antiparalell

» G-gazdag régiok

* Hoogsteen H-kotés

. . Intermolecular Intramolecular
» Kromoszomak végein (telomer régid
- védekezes), genszabalyozasi ’ _ 1 ; ﬂ ﬁ
régiokban ra il =l
1 2 1 2 1
. Fémlon (Kéhum) Tetramolecular Bimolecular Unimolecular



Ribonukleinsavak, RNS

*Cukor-foszfat gerinc i B %PC o
(foszfodiészter kotés) @ T s
‘A, G, C, U . (%:(;DH "
R K
*Egyszalu, onmagaval K_%?/
hibridizalodhat (pl. tRNS, SIRNS) g, g " 1
-tRNS,rRNS,mRNS, miRNS, o 3
SIRNS, ribozimok @
T 90,



A DNS harmadlagos szerkezete
,csomagolasa”

e egyenes szalu (eukariotak)
* cirkularis (prokariéotak, mitokondrium)

e ,csomagolas” (szuperhélix, pl.
kromoszomakban)
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2.2 A DNS replikacioja



Alapelvek

* Meselson és Stahl (1958) — szemikonzervativ
replikacio (az Uj DNS kett6s hélix egyik szala a
régi, masik ujonnan szintetizalt)

e Sokszor: Egyetlen ember egyedfejlédése tobb
millié sejtosztodast igényel.

* Gyorsan: 1200 nukleotid/perc



* Pontosan: A genom masoldsanal csupan 1/ 100 000 000
(108)  replikacids hiba torténik, melynek 99%-at a javito
rendszer utdlagosan kijavitja (Az atlagos mutacios rata a
replikacio végeztével 10-19)

* Vagyis a 10° bp genom méretli emberi sejt atlagos
osztodasa soran 0-1 uj mutacio keletkezik replikacios hiba
folytan.



* A DNS kettds spiral szerkezetébdl
kozvetleniill adodik a megkett6zddées
mikéntje.

*A bazisparosodas szigoru torvényébdl az
kovetkezik, hogy mind a két szal
(templatként) szolgalhat

* A genetikal kodot a nukleotid sorrend
adhatja.
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€ The two strands of the T .

parental doubde halix unwind, A
and each specilies a new daughler

C
-A &
strand by base-pairing rules ZG




Enzimek
Topoizomeraz: ,letekeri” a DNS-t (pl. giraz) nukleaz+ligaz
(gatlok: Daunomicin, doxorubicin, SN38)
Helikaz: Szétszedi a kettds szalat (replikacios villa, cipzar)
Egyszali DNS-t stabilizalo fehérjék (SSB proteins) — ne
rehibridizalodjon, ne bontsak le a nukleazok
DNS primaz (DNS dependens RNS polimeraz): 5-14
nukleotid hosszu RNS primert szintetizal

DNS polimeraz (DNS dependens DNS polimeraz 5’ -> 3’
iranyban szintetizal, azaz a 3’ -> 5’ a templat)



A replikacié mechanizmusa

Replikacids origok
Cipzarkant szétnyil6 szal
5" = 3’iranyu szintézis
Vezeto, lemarado szal
(Okazaki fragmensek)

1st synthesized
strand

§

Leading strand




A replikacio enzimei

DNA polymerase lli
on leading strand

; Leading strand

i
' Leading-strand ~ ‘
template Helicase .~
RNA primase | -
Lagging-strand RNA primer Parent DNA
template Ty 4 - Single-stranded—
5 | G %~ DNA-binding

proteins

Okazaki
fragment

DNA polymerase |l
on lagging strand



RNS primaz elkezdi a szintézist

DNS polimeraz (DNS dependens DNS polimeraz):
meglevo oligonukleotidot tovabb épiti, RNS primert
leemészti

Az egyik szalon folyamatos a szintézis (vezetd szal), a
masikon szakaszos (lemarado szal)

DNS ligaz: az Okazaki fragmenseket 0sszerakja
Cirkularis DNS vs. Linearis DNS
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Telomerek

A DNS szal (kromoszoma) vége, kromoszoémak ne tapadjanak
0ssze

A DNS polimeraz nem irja at ezen szakaszokat végig

DNS folyamatosan rovidul

Tartalmaz-e informaciot vagy sem?

Hosszu ismétlodo, nem kodolo szakaszok, minél hosszabb, annal

to
Te

sej

obszor tud osztodni a sejt (sejtek oregedése)
omeraz: képes megujitani a telomer régiot (ivarsejtek, rakos

tek, nem cirkularis baktériumok) — telomeraz gén

szabalyozasa



Hibajavitas

Rossz nukleotid beépulése

DNS polimeraz ha észleli, leszedi, javitja (kb. 1 hiba marad
10° — 1019 bazisparra

Mismatch felismerd enzimek (leemésztik a hibas bazist
utana DNS polimeraz potolja)

DNS defektek, pl. Timin dimerek (UV sugarzas) — nukleotid
kivagasos mechanizmus (Xeroderma pigmentosum)



Az orokloédés alapjai, gén, genetikai

kod

Centralis dogma: DNS-RNS-fehérje kozti

informacioaramlas

Az informacio a nukleinsavakban tarolva, a tulajdonsag a

fehérjék szintjén jelenik meg

DNS-DNS (replikacio)

DNS-RNS (transzkripcio)

RNS —fehérje (transzlacio)

RNS-RNS (replikacio)

RNS-DNS (reverz transzkripcio)




Geéenek

Gén: az orokl6dés molekularis egysége (egy fehérjét,
vagy RNS-t kédolo nukleinsav szakasz)

Genom: egy szervezet teljes génkészlete
(kromoszomakban)

Génexpresszio: a kodok manifesztalodasa (fehérje,
RNS)

Gének aktiv / nyugvo allapota (differenciacio,
egyedfejlédés, miRNS, siRNS, hisztonok)



A genetikai kod

Triplet: egy aminosavat
kodold DNS bazisharmas (64)

Kodon: a triplettel

komplementer bazisharmas

az RNS-en
Met, Trp egy kodon
Lotyoges (Wobbling)

O

First letter (5' end)

>

Second letter
U C A G
uuU ucu UAU UGU
Fhe Cvs
uuc uce UAC UGC
21 —_— —_—
UVA | UCA UGA Stop
UuG ucaG UGG Trp
cuu ccu CAU CGU
cuc cce CAC cac
coa " |ecea ™ | caa cGga ¢
cUG cca CAG CGG
AUU ACU AAU AGU
AUC I | ACC _ | AAC ace
AUA ACA AAA AGA ,
- ACG AAG AGG
GUU GCU GAU GGU
Guc | GeC | GAC GGeC
L1
GUA = |acAa T | GAA g, | GGA
GUG GCG GAG GGG
-:Stop codon

I = start codon

o = 0O C 0 O C
Third letter (3’ end)

o 0 C

@ O C




A genetikai kod

 Degeneralt kod: egy
aminosavat tobb triplet is
kodolhat

 Start / stop kodonok

First letter (5 end)

>

O

Second letter
U C A G
wuu | ucy vau _ - (ueu
uuc uce uac - | ugc
]
voa | uca uGa sip
UUG ucG UGG Trp
cuu ccu cau | cau
15
cuc cce CAC cac
cua " |ecea ™ | caa . | oA ‘e
CUG cca cac " | cGga
AUU ACU AAU AGU
AUC T | ACC _ | AAC o age
AUA ACA AAA AGA
= ¥s Arg
- ACG AAG AGG
GUU GCU GAU GGU
]
euc  |acc | GAC " | aac o
L
GUA © | GCcA 7" | GAA g | GGA
GUG GCG GAG GGG
-:Stop codon

- = Start codon

@ P 0O C o O C
Third letter (3' end)

@0 C

o >0 C
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