
Βιοσύνθεση	
  μακρομορίων	
  –	
  	
  
ρύθμιση	
  της	
  γονιδιακής	
  έκφρασης	
  

1.	
  	
  Η	
  αντιγραφή	
  του	
  DNA	
  	
  

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ	
  ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ	
  
ΤΜΗΜΑ	
  ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ	
  ΚΑΙ	
  ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ	
  

Νικόλαος	
  Μπαλατσός	
  



“A	
   geneUc	
  material	
  must	
   carry	
   out	
   two	
   jobs:	
   duplicate	
  
itself	
  and	
  control	
  the	
  development	
  of	
  the	
  rest	
  of	
  the	
  cell	
  
in	
  a	
  specific	
  way.”	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐Francis	
  Crick	
  

Ρόλος	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  



DNA	
  -­‐	
  πρωτεΪνη	
  

!  	
  	
  Αρχικά:	
  Η	
  πρωτεΪνη	
  είναι	
  το	
  γενετικό	
  υλικό,	
  διότι	
  
	
  είναι	
  πιο	
  πολύπλοκο	
  από	
  το	
  DNA	
  

!  	
  	
  Οι	
  πρωτεΪνες	
  απαρτίζονται	
  από	
  20	
  διαφορετικά	
  
	
  αμινοξέα	
  σε	
  μακριές	
  πολυπεπτιδικές	
  αλυσίδες	
  



Charles	
  Darwin,	
  1859	
  ‘The	
  Origin	
  of	
  Species‘	
  	
  
Τα	
   έμβια	
   όντα	
   είναι	
   σχεδιασμένα,	
   αλλά	
   είναι	
  
αποτέλεσμα	
  φυσικής	
  επιλογής,	
  
και	
  εξελίσσονται	
  για	
  γενεές	
  με	
  μικρές	
  αλλαγές	
  

Ρόλος	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  

Gregor	
  Mendel,	
  δεκαετία	
  1860	
  
Υποστήριξη	
  ιδιεών	
  του	
  Darwin	
  	
  
Παράγοντες	
  που	
  καθορίζουν	
  τα	
  χαρακτηριστικά	
  
του	
  έμβιου	
  όντος.	
  	
  
Τα	
  γονίδια	
  περνούν	
  στις	
  επόμενες	
  γενεές,	
  όπου	
  
ο	
   απόγονος	
   κληρονομεί	
   γονίδια	
   και	
   από	
   τους	
  
δύο	
  γονείς.	
  	
  

G.	
  Mendel	
  
1823-­‐1884	
  



1844-­‐1895	
  	
  

	
  Johannes	
  Friedrich	
  Miescher,	
  1869	
  	
  
Απομόνωση	
  χημικών	
  ουσιών	
  που	
  εντόπισε	
  σε	
  
πυρήνες	
  λευκών	
  αιμοσφαιρίων	
  (από	
  πύον).	
  
Η	
   κύρια	
   ουσία	
   που	
   εντόπισε	
   περιείχε	
  
φωσφόρο,	
   άζωτο,	
   αλλά	
   όχι	
   θείο	
   και	
   την	
  
ονόμασε	
  νουκλεΪνη	
  (το	
  DNA).	
  

Αναζήτηση	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  

Miescher,	
  Friedrich	
  (1871).	
  "Ueber	
  die	
  chemische	
  
Zusammensetzung	
  der	
  Eiterzellen".	
  	
  
Medicinisch-­‐chemische	
  Untersuchungen	
  4:	
  441–460.	
  



Frederick	
  Griffith,	
  1928	
  
	
  -­‐	
  Pneumonia	
  (Diplococcus	
  pneumoniae).	
  Μόλυνση	
  ποντικών.	
  	
  	
  

	
  -­‐	
  Τα	
  ποντίκια	
  εκδηλώνουν	
  πνευμονία	
  

	
  	
  	
  Δύο	
  τύποι	
  βακτηρίων:	
  
	
  -­‐	
  S	
  βακτήρια,	
  έντονη	
  μορφή	
  πνευμονίας	
  (λείο	
  τοίχωμα,	
  smooth	
  coat	
  –	
  pneumonia)	
  

	
  	
  	
  	
  	
   	
  -­‐	
  R	
  βακτήρια,	
  ήπια	
  μορφή	
  πνευμονίας	
  (αδρό	
  τοίχωμα,	
  rough	
  coat	
  -­‐	
  no	
  pneumonia)	
  	
  

1881	
  -­‐	
  1941	
  

Αναζήτηση	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  

Η	
  ανακάλυψη	
  της	
  «αρχής	
  του	
  μετασχηματισμού»	
  



Αναζήτηση	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  

Η	
  ανακάλυψη	
  της	
  «αρχής	
  του	
  μετασχηματισμού»	
  

Griffith,	
  1928	
  



Frederick	
  Griffith’s	
  1928	
  Experiment	
  



   

Oswald	
  Avery	
  
	
  (1877-­‐1955)	
  

Αναζήτηση	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  

Το	
  πείραμα	
  των	
  Avery–MacLeod–McCarty	
  



Avery–MacLeod–McCarty	
  

Oswald	
  Avery	
   Maclyn	
  McCarthy	
  
(with	
  J.	
  Watson	
  and	
  F.	
  Crick)	
  

Colin	
  MacLeod	
  





Η	
  αναζήτηση	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  
	
  Hershey-­‐Chase	
  1952	
  	
  

Η	
  πρωτεΪνη	
  δεν	
  μολύνει	
  το	
  βακτήριο	
  



Το	
  DNA	
  μολύνει	
  το	
  βακτήριο	
  

Η	
  αναζήτηση	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  
	
  Hershey-­‐Chase	
  1952	
  	
  



DNA	
  discovery	
  Hershey-­‐Chase	
  1952	
  	
  



Η	
  αποκάλυψη	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  
	
  Hershey-­‐Chase	
  1952	
  	
  



Η	
  αναζήτηση	
  του	
  γενετικού	
  υλικού	
  
	
  Hershey-­‐Chase	
  1952	
  	
  







Insight	
  and	
  discovery	
  are	
  funcUonally	
  separable.	
  	
  	
  
The	
  one	
  precedes	
  the	
  other.	
  	
  	
  
Insight	
  can	
  happen	
  every	
  day.	
  	
  	
  
Discovery	
  does	
  not.	
  	
  	
  
Insight	
  takes	
  more	
  intelligence,	
  	
  
but	
  it	
  is	
  discovery	
  that	
  is	
  rewarded…	
  

—Francis HC Crick




Watson	
  JD,	
  Crick	
  FHC	
  	
  
“A	
  Structure	
  for	
  Deoxyribonucleic	
  Acid”	
  	
  

Nature	
  1953;	
  4356:	
  736-­‐737	
  





James	
  D.	
  Watson	
  
Durham,	
  NC,	
  1967	
  



DNA	
   mRNA	
   ΠρωτεΪνη	
  

Πυρήνας	
   Κυτταρόπλασμα	
  

Το	
  κεντρικό	
  δόγμα	
  



h�p://themedicalbiochemistrypage.org/cell-­‐cycle.html	
  

	
  Γιατί	
  αντιγράφεται	
  το	
  DNA	
  

h�p://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21466/	
  



	
  Η	
  αντιγραφή	
  του	
  DNA	
  



Η	
  έναρξη	
  της	
  αντιγραφής	
  



Τα	
  τρία	
  στάδια	
  της	
  	
  έναρξης	
  της	
  	
  
αντιγραφής	
  του	
  DNA	
  

!  	
  	
  Αναγνώριση	
  περιοχής	
  DNA	
  έναρξης	
  

!  	
  	
  «λιώσιμο»	
  διπλής	
  έλικας	
  (σπάσιμο	
  δεσμών	
  Η)	
  

!  	
  	
  Δέσμευση	
  ελικάσης	
  	
  
	
  (διάσπαση	
  δεσμών	
  Η,	
  απομάκρυνση	
  κλώνων)	
  



Η	
  περιοχή	
  έναρξης	
  της	
  αντιγραφής	
  

!  	
  	
  Εναρξη	
  από	
  συγκεκριμένες	
  -­‐μη	
  τυχαίες-­‐	
  περιοχές	
  του	
  χρωμοσώματος	
  

!  	
  	
  Προκαρυωτικά	
  χρωμοσώματα	
  (κυκλικά):	
  περιοχή	
  έναρξης	
  αντιγραφής	
  

!  	
  	
  Ευκαρυωτικά	
  χρωμοσώματα:	
  πολλαπλές	
  περιοχές	
  

!  	
  	
  Οι	
  περιοχές	
  αναγνωρίζονται	
  από	
  ειδικές	
  πρωτεΪνες	
  (εναρκτήριες)	
  

!  	
  	
  Ρεπλικόνιο:	
  Κάθε	
  μονάδα	
  αντιγραφής	
  (το	
  σύνολο	
  της	
  περιοχής	
  DNA	
  
που	
  αντιγράφεται	
  υπό	
  τον	
  έλεγχο	
  μιας	
  και	
  μόνης	
  περιοχής	
  έναρξης)	
  



!  	
  	
  Εναρκτήριες	
  πρωτεΪνες:	
  	
  
!  	
  	
  αναγνωρίζουν	
  εναρκτήριες	
  περιοχές,	
  
!  	
  	
  εξουδετερώνουν	
  δεσμούς	
  υδρογόνου	
  (δ-­‐Η)	
  	
  

	
  στην	
  περιοχή	
  του	
  DNA	
  όπου	
  δεσμεύονται	
  

!  	
  	
  τοπικό	
  «λιώσιμο»	
  δομής	
  DNA	
  

!  	
  	
  Ελικάση:	
  Κινείται	
  στη	
  δίκλωνη	
  περιοχή	
  διασπώντας	
  δ-­‐Η	
  
!  	
  	
  εξειδίκευση	
  ώς	
  προς	
  τη	
  φορά	
  των	
  κλώνων	
  	
  

(διαφορετικές	
  ελικάσες	
  δεσμεύονται	
  στον	
  5’→3’	
  και	
  3’	
  →5’	
  κλώνο)	
  

!  	
  	
  Ενέργεια	
  από	
  υδρόλυση	
  ΑΤΡ	
  

Εναρξη	
  της	
  αντιγραφής	
  



Περιοχή	
  έναρξης	
  της	
  αντιγραφής	
  

Escherichia	
  coli	
  

→	
   →	
  

→	
   →	
  

Ομόφωνη	
  αλληλουχία	
  
(consensus	
  sequence)	
  

5’-­‐	
  G	
  A	
  T	
  C	
  T	
  N	
  T	
  T	
  	
  N	
  T	
  .T	
  	
  T	
  T	
  -­‐3’	
  
3’-­‐	
  	
  C	
  T	
  A	
  C	
  A	
  N	
  A	
  A	
  N	
  A	
  A	
  A	
  A	
  -­‐5’	
  

Επάλληλη	
  σειρά	
  
αλληλουχιών	
  13bp	
  
(πλούσιων	
  σε	
  ΑΤ)	
  

Θέσεις	
  δέσμευσης	
  της	
  
πρωτεΪνης	
  dnaA	
  



	
  Η	
  αντιγραφή	
  αρχίζει	
  σε	
  ειδική	
  θέση:	
  	
  
έναρξη	
  της	
  αντιγραφής	
  (origin	
  of	
  replicaUon)	
  

Νεοσυνθεμένο	
  
DNA	
  

Δομή	
  Θ	
  Διχάλα	
  
αντιγραφής	
  

Εναρξη	
  αντιγραφής	
  



	
  Η	
  αντιγραφή	
  προχωρά	
  προς	
  τις	
  δύο	
  κατευθύνσεις	
  	
  
σχηματίζοντας	
  τις	
  δομές	
  Θ	
  

Διχάλα	
  Διχάλα	
  

Εναρξη	
  

Εναρξη	
  

Τερματισμός	
  

Πορεία	
  
σύνθεσης	
  

Πορεία	
  
σύνθεσης	
  

3’	
   3’	
   3’	
   3’	
  



Η	
  έναρξη	
  της	
  αντιγραφής	
  

Molecular	
  Cell	
  Biology,	
  4th	
  EdiUon	
  



O	
  ρυθμός	
  αντιγραφής	
  στα	
  βακτήρια	
  είναι	
  750-­‐1000	
  βάσεις	
  /	
  sec	
  

Αντιγραφόσωμα	
  (Replisome	
  ή	
  replicaUon	
  factory)	
  

Αντιγραφόσωμα	
  



Στρέψη	
  DNA	
  

Lk:	
  Αριθμός	
  συνδέσεων	
  (linking	
  number)	
  
	
  πόσες	
  φορές	
  ένας	
  κλώνος	
  DNA	
  περιστρέφεται	
  
	
  περί	
  τον	
  άξονα	
  της	
  έλικας	
  δεξιόστροφα.	
  

Tw, 	
  Αριθμός	
  συστροφών	
  

Wr, 	
  Αριθμός	
  περιστροφών	
  	
  

Χαλαρός	
  κύκλος	
  

Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  7th	
  Edi�on	
  





Εκτυλιγμένος	
  κύκλος	
  

Αρνητική	
  υπερέλικα	
  
(δεξιόστροφη)	
  

Γραμμικό	
  DNA	
  εκτυλιγμένο	
  κατά	
  δύο	
  πλήρεις	
  δεξιές	
  στροφές	
  

Στρέψη	
  DNA	
  

Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  7th	
  Edi�on	
  



Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  7th	
  Edi�on	
  



Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  7th	
  Edi�on	
  



Αρνητικά	
  υπερελικωμένο	
  DNA	
  

ν	
  
ν-­‐1	
  

Τοποϊσομεράση	
  Ι	
  

Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  5th	
  Edi�on	
  



Αρνητικά	
  υπερελικωμένο	
  DNA	
  

Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  5th	
  Edi�on	
  



Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  5th	
  Edi�on	
  



!  	
  	
  DNA	
  γυράση	
  

!  	
  	
  Κόβει	
  και	
  τους	
  δύο	
  κλώνους	
  και	
  	
  
	
  εισάγει	
  αρνητικές	
  υπερελικώσεις	
  
	
  (με	
  κατανάλωση	
  ATP)	
  

Τοποϊσομεράση	
  τύπου	
  ΙΙ	
  

Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  5th	
  Edi�on	
  



Τοποϊσομεράσες	
  



Σχηματική	
  αναπαράσταση	
  των	
  γεγονότων	
  	
  
σε	
  μια	
  διχάλα	
  αντιγραφής	
  

Ελικάση	
  

Γυράση	
  

SSB	
  

RNA-­‐	
  
εκκινητήρας	
  

Λιγάση	
  

Προηγούμενος	
  	
  
κλώνος	
  

Καθυστερών	
  	
  
κλώνος	
  

5’	
  

5’	
  

5’	
  

3’	
  

3’	
  

DNA	
  Pol	
  

DNA	
  Pol	
  

ΠΟΡΕΙΑ	
  	
  
ΑΝΤΙΓΡΑΦΗΣ	
  

3’	
  



Προπορευόμενος	
  πατρικός	
  κλώνος,	
  3΄-­‐5΄	
  	
  

Καθυστερών	
  πατρικός	
  κλώνος,	
  5΄-­‐3΄	
  	
  

Θυγατρικοί	
  κλώνοι	
  

3΄	
  
5΄	
  

3΄	
  5΄	
  

3΄	
  
5΄	
  

Εκκινητής	
  RNA	
  

Η	
  αντιγραφή	
  των	
  δύο	
  κλώνων	
  



Το	
  ολοένζυμο	
  της	
  Πολυμεράσης	
  III	
  του	
  DNA,	
  pol	
  III	
  

ολισθαίνοντος	
  
σφιγκτήρα	
  

Φορτωτής	
  

Πυρήνας	
  

Πυρήνας	
  

	
  Ελικάση	
  





Ελικάση	
  του	
  DNA	
  



Ελικάση	
  του	
  DNA	
  

h�p://bcs.whfreeman.com/berg7e/#644431__644713__	
  



Η	
  ασύμμετρη	
  δομή	
  της	
  ελικάσης	
  του	
  DNA	
  

h�p://bcs.whfreeman.com/berg7e/#644431__644713__	
  



Η	
  ασύμμετρη	
  δομή	
  της	
  ελικάσης	
  του	
  DNA	
  



Ο	
  μηχανισμός	
  της	
  ελικάσης	
  του	
  DNA	
  

2	
  ATP	
  

2	
  ADP	
  
+	
  
2	
  Pi	
  

5΄	
   3΄	
  

ATP	
  

ATP	
  

ATP+Pi	
  

ATP+Pi	
  

ATP	
  

ATP	
  

ATP+Pi	
  

ATP+Pi	
  



Ο	
  μηχανισμός	
  της	
  ελικάσης	
  του	
  DNA	
  



Ο	
  ολισθαίνων	
  σφιγκτήρας	
  

Προκαρυωτικοί:	
  υπομονάδα	
  β2	
  DNAP	
  III	
  

Ευκαρυωτικοί:	
  	
  PCNA,	
  (πυρηνικό	
  αντιγόνο	
  
	
   	
   	
   	
  πολλαπλασιαζόμενου	
  κυττάρου,	
  
	
   	
   	
   	
  proliferaRng	
  cell	
  nuclear	
  anRgen)	
  



Ο	
  φορτωτής	
  του	
  ολισθαίνοντος	
  σφιγκτήρα	
  

δ	
   τ	
  
τ	
  δ'	
   γ	
  



χ	
  

φ	
  

Υπομονάδες	
  χ	
  και	
  φ,	
  
Αλληλεπίδραση	
  με	
  πρωτεΪνες	
  SSB	
  

SSB:	
  Single-­‐stranded-­‐binding	
  protein,	
  πρωτεΪνη	
  δέσμευσης	
  μονόκλωνου	
  DNA	
  

δ	
   τ	
  
τ	
  δ'	
   γ	
  



χ	
  

φ	
  δ	
   τ	
  
τ	
  δ'	
   γ	
  



χ	
  

φ	
  

β2	
  

β2	
  

δ	
   τ	
  
τ	
  δ'	
   γ	
  



χ	
  

φ	
  

ε	
   ε	
  

θ	
  

θ	
  

δ	
   τ	
  
τ	
  δ'	
   γ	
  



Οι	
  αντιγραφικές	
  πολυμεράσες	
  του	
  DNA	
  



Οικογένεια	
   Τύπος	
  πολυμεράσης	
  DNA	
   	
  	
  	
  	
  Είδος* 	
  	
   Παραδείγματα	
  

Α	
   Αντιγραφική	
  και	
  Επιδιορθωτική	
   Ε,	
  Π	
   Τ7	
  πολυμεράση,	
  Pol	
  I,	
  γ,	
  θ	
  

Β	
   Αντιγραφική	
  και	
  Επιδιορθωτική	
   Ε,	
  Π	
   Pol	
  II,	
  Pol	
  B,	
  Pol	
  ζ,	
  α,	
  δ,	
  ε	
  

C	
   Αντιγραφική	
   Π	
   Pol	
  III	
  

D	
   Αντιγραφική	
   Ευρυαρχαιότα	
   Ελλιπής	
  χαρακτηρισμός	
  

X	
   Αντιγραφική	
  και	
  Επιδιορθωτική	
   Ε	
   Pol	
  β,	
  σ,	
  λ,	
  μ,	
  	
  
Τελική	
  μεταφοράση	
  
δεοξυνουκλεοτιδίων	
  	
  

Y	
   Αντιγραφική	
  και	
  Επιδιορθωτική	
   Ε,	
  Π	
   Pol	
  ι,	
  κ,	
  Pol	
  IV,	
  Pol	
  V	
  

RT	
   Αντιγραφική	
  και	
  Επιδιορθωτική	
   Ιοί,	
  Ρετροϊοί,	
  Ε	
   Τελομεράση,	
  Ιός	
  Ηπατίτιδας	
  Β	
  

Οικογένειες	
  πολυμερασών	
  DNA	
  

*	
  Ε,	
  Ευκαρυωτικοί	
  οργανισμοί.	
  Π,	
  προκαρυωτικοί	
  οργανισμοί	
  



Ονομασία	
  ενζύμου	
   Λειτουργία	
   Ταχύτητα	
  

Πολυμεράσες	
  προκαρυωτικών	
  

Πολυμεράση	
  Ι	
  του	
  DNA	
   Απομάκρυνση	
  εκκινητών	
  
Συμπλήρωση	
  κενών	
  σε	
  	
  καθυστερών	
  κλώνο	
  

15-­‐20	
  nt/s	
  

Πολυμεράση	
  ΙΙ	
  του	
  DNA	
   Επιδιόρθωση	
  του	
  DNA	
  

Πολυμεράση	
  ΙΙΙ	
  του	
  DNA	
   Το	
  κύριο	
  ένζμο	
  σύνθεσης	
  του	
  DNA	
   ~1000	
  nt/s	
  

Πολυμεράσες	
  ευκαρυωτικών	
  

Πολυμεράση	
  α	
  του	
  DNA	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Υπομονάδα	
  εκκινητάσης	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Μονάδα	
  πολυμεράσης	
  DNA	
  

Πολυμεράση	
  εκκίνησης	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Συνθέτει	
  εκκινητές	
  RNA	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Προσθέτει	
  στου	
  εκκινητές	
  τμήματα	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  μήκους	
  περίπου	
  20	
  νουκλεοτιδίων	
  

Πολυμεράση	
  β	
  του	
  DNA	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (πολυμεράση	
  επιρρεπής	
  σε	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  σφάλματα)	
  

Επιδιόρθωση	
  DNA	
  

Πολυμεράση	
  δ	
  του	
  DNA	
   Το	
  κύριο	
  ένζυμο	
  σύνθεσης	
  του	
  DNA	
  

Πολυμεράσες	
  του	
  DNA	
  



Φωσφοδιεστερικός	
  δεσμός	
  –	
  	
  
Η	
  αλυσίδα	
  του	
  DNA	
  αυξάνεται	
  πάντα	
  5’→3’	
  	
  



Molecular	
  Cell	
  Biology,	
  4th	
  EdiUon	
  



Η	
  5΄	
  φωσφορική	
  ομάδα	
  του	
  νεοεισερχόμενου	
  	
  
νουκλεοτιδίου	
  ενώνεται	
  με	
  την	
  3΄-­‐OH	
  του	
  τελευταίου	
  

βάση	
   βάση	
   βάση	
   βάση	
  

5’	
  

3’	
  

5’	
  

3’	
  

βάση	
   βάση	
   βάση	
   βάση	
  

ΟΗ	
  

α
λυσίδα

	
  εκμα
γείο-­‐D

N
A
	
  

α
λυσίδα

	
  εκμα
γείο-­‐D

N
A
	
  

αλυσίδα	
  εκκίνησης	
   αλυσίδα	
  εκκίνησης	
  

ΟΗ	
  

ΟΗ	
  

ΟΗ	
  



Μηχανισμός	
  της	
  πολυμεράσης	
  του	
  DNA	
  



Πυρηνόφιλη	
  υποκατάσταση	
  SN1	
  και	
  SN2	
  

Αντιστροφή	
  
	
  κατά	
  Walden	
  

ρακεμικό	
  μίγμα	
  
SN1	
  

SN2	
  

και	
  

1	
  2	
   2	
   1	
   2	
   1	
  

1	
  
2	
   2	
  

2	
   2	
  



Πυρηνόφιλη	
  υποκατάσταση	
  SN1	
  και	
  SN2	
  

Αντιστροφή	
  
	
  κατά	
  Walden	
  

ρακεμικό	
  μίγμα	
  
SN1	
  

SN2	
  

και	
  



Μηχανισμός	
  της	
  DNA	
  πολυμεράσης	
  

SN2	
  
Πυρηνόφιλη	
  υποκατάσταση	
  

Αντιστροφή	
  κατά	
  Walden	
  

Ο-­‐	
  	
   P	
  Ο	
  

Ο	
  

Ο	
  

Ο	
  
α	
  



Γιατί	
  είναι	
  σημαντικό	
  πως	
  η	
  αντίδραση	
  που	
  
καταλύει	
  η	
  DNAP	
  pol	
  γίνεται	
  με	
  το	
  μηχανισμό	
  SN2	
  

Αν	
  γινόταν	
  με	
  τον	
  SN1,	
  η	
  DNA	
  pol	
  θα	
  έπρεπε	
  να	
  αναγνωρίζει	
  ταυτόχρονα	
  δύο	
  διαμορφώσεις	
  



Μηχανισμός	
  της	
  DNA	
  πολυμεράσης	
  



Lior-­‐Hoffmann	
  et	
  al.,	
  Nucl.	
  Acids	
  Res.	
  2012	
  

Μηχανισμός	
  της	
  ανθρώπινης	
  DNA	
  Pol	
  κ	
  



Μηχανισμός	
  της	
  ανθρώπινης	
  DNA	
  Pol	
  κ	
  

Lior-­‐Hoffmann	
  et	
  al.,	
  Nucl.	
  Acids	
  Res.	
  2012	
  



Lior-­‐Hoffmann	
  et	
  al.,	
  Nucl.	
  Acids	
  Res.	
  2012	
  

Μηχανισμός	
  της	
  ανθρώπινης	
  DNA	
  Pol	
  κ	
  



Μηχανισμός	
  της	
  ανθρώπινης	
  DNA	
  Pol	
  κ	
  



Lior-­‐Hoffmann	
  et	
  al.,	
  Nucl.	
  Acids	
  Res.	
  2012	
  

Μηχανισμός	
  της	
  ανθρώπινης	
  DNA	
  Pol	
  κ	
  



h¤p://nar.oxfordjournals.org/content/suppl/2012/06/29/gks653.DC1/Movie_S2_Step_2.mp4	
  

h�p://nar.oxfordjournals.org/content/suppl/2012/06/29/gks653.DC1/Movie_S3_BP.mp4	
  

h�p://nar.oxfordjournals.org/content/suppl/2012/06/29/gks653.DC1/Movie_S1_Step_1.mp4	
  

Lior-­‐Hoffmann	
  et	
  al.,	
  Nucl.	
  Acids	
  Res.	
  2012	
  

Μηχανισμός	
  της	
  ανθρώπινης	
  DNA	
  Pol	
  κ	
  



Η	
   δέσμευση	
   ενός	
   νεοεισερχόμενου	
   ΝΤΡ	
   στο	
   ένζυμο,	
   επάγει	
   αλλαγή	
   στην	
  
διαμόρφωσή	
  του	
  δημιουργώντας	
  μια	
  εσοχή	
  για	
  το	
  νέο	
  ζεύγος	
  βάσεων.	
  

Τέτοια	
   αλλαγή	
   διαμόρφωσης	
   είναι	
   δυνατή	
   μόνο	
   όταν	
   το	
   νέο	
   ζεύγος	
   που	
   θα	
  
σχηματισθεί	
  μπορεί	
  να	
  ταιριάξει	
  στερεοχημικά	
  	
  

Επιλογή	
  μέσω	
  σχήματος	
  

Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  5th	
  Edi�on	
  



H	
  pol	
  I	
  έχει	
  δράση	
  	
  
!  	
  πολυμεράσης	
  και	
  	
  
!  	
  3’-­‐5’	
  εξωνουκλεολυτικής	
  δράσης	
  (θραύσμα	
  Klenow)	
  
!  	
  5’-­‐3’	
  εξωνουκλεολυτική	
  δράση	
  

Η	
  τελευταία	
  δράση	
  είναι	
  υπεύθυνη	
  κυρίως	
  	
  
για	
  την	
  απομάκρυνση	
  λανθασμένων	
  	
  βάσεων	
  	
  

Η	
  pol	
  I	
  έχει	
  πολλές	
  δράσεις	
  

5’	
  

Ενεργό	
  κέντρο	
  
εξωνουκλεολυτικής	
  
δραστικότητας	
  

Μεταφορά	
  στο	
  κέντρο	
  	
  
εξωνουκλεολυτικής	
  
δραστικότητας	
  

Κλώνος	
  
εκμαγείο	
  



Η	
  DNA	
  πολυμεράση	
  I	
  έχει	
  δράσεις:	
  
1. Πολυμεράσης	
  
2. 3’-­‐5’	
  εξωνουκλεολυτικής	
  δράσης	
  (Klenow	
  fragment),	
  και	
  	
  
3. 5’-­‐3’	
  εξωνουκλεολυτική	
  δράσης	
  

Η	
  περιοχή	
  αυτή	
  είναι	
  υπεύθυνη	
  κυρίως	
  για	
  απομάκρυνση	
  λανθασμένων	
  	
  βάσεων	
  	
  

Ανάγνωση	
  και	
  διόρθωση	
  



1.  Μέγεθος	
  και	
  σχήμα	
  νεοεισερχόμενων	
  νουκλεοτιδίων	
  
2.  Αταίριαστο	
  ζευγάρωμα	
  
3.  Διαφορετική	
  αλληλεπίδραση	
  με	
  το	
  εκμαγείο	
  

Η	
  απομάκρυνση	
  είναι	
  ενεργειακά	
  πολυέξοδη,	
  
αλλά	
  βελτιώνει	
  σημαντικά	
  την	
  ποιότητα	
  των	
  νεοσυντιθέμενων	
  αλυσίδων	
  

Ανάγνωση	
  και	
  διόρθωση	
  
πώς	
  αντιλαμβάνεται	
  το	
  ένζυμο	
  τα	
  λάθη;	
  





Προπορευόμενος	
  πατρικός	
  κλώνος,	
  3΄-­‐5΄	
  	
  

Καθυστερών	
  πατρικός	
  κλώνος,	
  5΄-­‐3΄	
  	
  

Θυγατρικοί	
  κλώνοι	
  

3΄	
  
5΄	
  

3΄	
  5΄	
  

3΄	
  
5΄	
  

Εκκινητής	
  RNA	
  

Η	
  αντιγραφή	
  των	
  δύο	
  κλώνων	
  



Επιμήκυνση	
  της	
  αντιγραφής	
  

Molecular	
  Cell	
  Biology,	
  4th	
  EdiUon	
  



	
  Η	
  σύνδεση	
  των	
  τμημάτων	
  Okazaki:	
  
Aντίδραση	
  και	
  μηχανισμός	
  δράσης	
  της	
  DNA	
  λιγάσης	
  	
  

βάση	
   βάση	
  

Λιγάση	
  DNA	
  

	
  ή	
  	
  

	
  ή	
  	
   	
  ή	
  	
  

βάση	
   βάση	
  



H	
  DNA	
  λιγάση	
  ενώνει	
  τα	
  γειτονικά	
  νουκλεοτίδια	
  σε	
  
περίπτωση	
  που	
  υπάρχει	
  εγκοπή	
  

P	
   P	
   P	
  

P	
   P	
   P	
   P	
   P	
   P	
  

P	
   P	
   P	
   P	
   P	
  

HO	
  
O	
  -­‐O	
  

-­‐O	
  
P	
  
O	
  

P	
  

P	
  

P	
  

P	
  

P	
  

P	
   P	
   P	
  

P	
   P	
   P	
   P	
   P	
   P	
  

P	
   P	
   P	
   P	
   P	
  

HO	
  
O	
  -­‐O	
  

-­‐O	
  
P	
  
O	
  

P	
  

P	
  

P	
  

P	
  

P	
  

O	
  -­‐O	
  
-­‐O	
  
P	
  

O	
  

P	
   P	
   P	
  

P	
   P	
   P	
   P	
   P	
   P	
  

P	
   P	
   P	
   P	
   P	
  

-­‐O	
  

-­‐O	
  
P	
  
O	
  

P	
  

P	
  

P	
  

P	
  

P	
  



Η	
  Αντιγραφή	
  του	
  DNA	
  

h�p://www.youtube.com/watch?v=OnuspQG0Jd0	
  



Η	
  αντιγραφή	
  των	
  δύο	
  κλώνων	
  
σε	
  (σχεδόν)	
  πραγματικό	
  χρόνο	
  



Η	
  αντιγραφή	
  των	
  δύο	
  κλώνων	
  –	
  	
  
το	
  μοντέλο	
  του	
  «τρομπονιού»	
  

3΄	
  
5΄	
  

3΄	
  5΄	
  

3΄	
  
5΄	
  



Ο	
  ρυθμός	
  αντιγραφής	
  των	
  πολυμερασών	
  του	
  DNA	
  
και	
  η	
  φάση	
  της	
  αντιγραφής	
  

Γονιδίωμα	
  E.	
  Coli	
  ~	
  4.6	
  εκατομμύρια	
  ζεύγη	
  βάσεων	
  (base	
  pairs,	
  bp).	
  
Αντιγράφεται	
  σε	
  <	
  40	
  min.	
  

Αρα:	
  
	
  ενσωματώνονται	
  ~	
  2000	
  νουκλεοτίδια/s.	
  
	
  Ολισθαίνουν	
  ~	
  100	
  βήματα	
  δίκλωνης	
  έλικας/s,	
  
	
   	
  δηλ.	
  3400	
  Å	
  ή	
  0.34nm/s.	
  



Ρυθµοί λαθών κατά την αντιγραφή 
Replication error rates.  

Kunkel T A J. Biol. Chem. 2004;279:16895-16898 



Οι	
  αντιγραφικές	
  πολυμεράσες	
  του	
  DNA	
  

Εξαιρετικά	
  υψηλή	
  

•  	
  Καταλυτική	
  ισχύς	
  
•  	
  Πιστότητα	
  
•  	
  Επεξεργαστικότητα	
  



Επεξεργαστικό	
  ένζυμο	
  –	
  Επιμεριστικό	
  ένζυμο	
  
Processivity	
  –	
  DistribuUvity	
  	
  

Επεξεργαστικό	
  ένζυμο	
  (processive	
  enzyme)	
  
	
  καταλύει	
  συνεχόμενες	
  αντιδράσεις	
  	
  
επιμήκυνσης	
  (π.χ.	
  πολυμεράση)	
  	
  

ή	
  πέψης	
  (π.χ.	
  εξωριβονουκλεάσες)	
  
χωρίς	
  να	
  απελευθερώνει	
  το	
  υπόστρωμά	
  του	
  (π.χ.	
  το	
  νουκλεϊκό	
  οξύ)	
  

Επιμεριστικό	
  ένζυμο	
  
απελευθερώνει	
  το	
  υπόστρωμά	
  του	
  

μεταξύ	
  διαδοχικών	
  καταλυτικών	
  βημάτων	
  
(που	
  μπορεί	
  να	
  γίνονται	
  σε	
  διαφορετικά	
  υποστρώματα).	
  

Οι	
  διεργασίες	
  ονομάζονται	
  αντίστοιχα,	
  
	
  Επεξεργασιμότητα	
  –	
  Processivity	
  και	
  	
  

Επιμεριστικότητα	
  (Διανεμητικότητα)	
  -­‐	
  DistribuUvity	
  	
  



Επεξεργαστικές	
  vs	
  Επιμεριστικές	
  εξωριβονουκλεάσες	
  

Symmons	
  et	
  al.	
  2002,	
  TiBS	
  



Colley	
  et	
  al.	
  2014,	
  Nat	
  Chem	
  Biol	
  

Επεξεργαστικές	
  vs	
  Επιμεριστικές	
  πολυμεράσες	
  



Ο	
  ολισθαίνων	
  σφιγκτήρας	
  προσδίδει	
  την	
  επεξεργαστικότητα	
  
στο	
  ολοένζυμο	
  της	
  πολυμεράσης	
  του	
  DNA	
  

Προκαρυωτικοί:	
  υπομονάδα	
  β2	
  DNAP	
  III	
  

Ευκαρυωτικοί:	
  	
  PCNA,	
  (πυρηνικό	
  αντιγόνο	
  
	
   	
   	
   	
  πολλαπλασιαζόμενου	
  κυττάρου,	
  
	
   	
   	
   	
  proliferaRng	
  cell	
  nuclear	
  anRgen)	
  



Severo	
  Ochoa	
  	
  

1/2	
  of	
  the	
  prize	
  
USA	
  
New	
  York	
  University,	
  	
  
College	
  of	
  Medicine	
  New	
  York,	
  NY,	
  USA	
  	
  

b.	
  1905	
  (in	
  Luarca,	
  Spain)	
  	
  d.	
  1993	
  

Arthur	
  Kornberg	
  	
  

1/2	
  of	
  the	
  prize	
  
USA	
  
Stanford	
  University	
  Stanford,	
  	
  
CA,	
  USA	
  

b.	
  1918	
  d.	
  2007	
  

"for	
  their	
  discovery	
  of	
  the	
  mechanisms	
  in	
  the	
  biological	
  synthesis	
  of	
  
ribonucleic	
  acid	
  and	
  deoxyribonucleic	
  acid"	
  

The	
  Nobel	
  Prize	
  in	
  Physiology	
  or	
  Medicine	
  1959	
  





Τερματισμός	
  της	
  αντιγραφής	
  



Τερματισμός	
  της	
  αντιγραφής	
  

!  	
  	
  Δεν	
  υπάρχει	
  συγκεκριμένη	
  στρατηγική	
  	
  

!  	
  	
  Ο	
  τερματισμός	
  της	
  αντιγραφής	
  ενός	
  κυκλικού	
  χρωμοσώματος	
  
τελειώνει	
  με	
  διαφορετικό	
  τρόπο	
  από	
  ένα	
  ευθύγραμμο	
  



Τερματισμός	
  της	
  αντιγραφής	
  
κυκλικού	
  μορίου	
  DNA	
  



Τερματισμός	
  της	
  αντιγραφής	
  κυκλικού	
  	
  DNA	
  	
  

!   Με	
  συνάντηση	
  των	
  δύο	
  ρεπλισωμάτων	
  που	
  ξεκινούν	
  από	
  
την	
  περιοχή	
  έναρξη	
  με	
  αντίθετες	
  φορές.	
  

!   Οταν	
  τα	
  ρεπλισώματα	
  φτάσουν	
  σε	
  μία	
  περιοχή	
  
τερματισμού	
  (που	
  αποτελείται	
  από	
  συγκεκτριμένες	
  
αλληλουχίες	
  νουκλεοτιδίων)	
  



Ο	
  τερματισμός	
  της	
  αντιγραφής	
  στους	
  	
  
ευκαρυωτικούς	
  οργανισμούς	
  



Το	
  πρόβλημα	
  του	
  τερματισμού	
  της	
  αντιγραφής	
  στους	
  
ευκαρυωτικούς	
  οργανισμούς	
  

!  	
  	
  Οταν	
  ολοκληρωθεί	
  η	
  σύνθεση	
  του	
  κλώνου	
  που	
  προηγείται	
  
	
  (κλώνος	
  5’	
  →	
  3’)	
  δεν	
  μπορεί	
  να	
  ολοκληρωθεί	
  

	
  η	
  σύνθεση	
  του	
  καθυστερώντος	
  κλώνου	
  (3’	
  →	
  5’)	
  	
  

!  	
  	
  Αυτό	
  γιατί	
  δεν	
  θα	
  υπάρχει	
  DNA	
  να	
  λειτουργήσει	
  ως	
  	
  
	
  εκμαγείου	
  για	
  τη	
  σύνθεση	
  του	
  RNA-­‐εκκινητήρα	
  
	
  για	
  τη	
  σύνθεση	
  του	
  τελευταίου	
  τεμαχίου	
  Okazaki	
  

!  	
  	
  Η	
  λύση	
  του	
  προβλήματος	
  είναι	
  τα	
  τελομερή	
  



Τελομερή	
  	
  

!  	
  	
  Ανάλυση	
  και	
  μελέτη	
  της	
  αλληλουχίας	
  των	
  άκρων	
  των	
  
	
  χρωμοσωμάτων	
  (Τελομερή).	
  

!  	
  	
  Αποτελούνται	
  από	
  επαναλαμβανόμενες	
  αλληλουχίες	
  	
  
	
  εξανουκλεοτιδίων	
  (στον	
  άνθρωπο:	
  AGGGTT)	
  

!  	
  	
  Ενας	
  από	
  τους	
  δύο	
  κλώνους	
  είναι	
  πλούσιος	
  σε	
  G	
  

!  	
  	
  Τα	
  τελομερή	
  αντιγράφονται	
  από	
  το	
  ένζυμο	
  τελομεράση	
  



Προτεινόμενο	
  μοντέλο	
  για	
  τα	
  τελομερή	
  

Κλώνος	
  πλούσιος	
  σε	
  G	
  

Ενα	
  τμήμα	
  του	
  κλώνου	
  πλούσιου	
  σε	
  G	
  προεξέχει	
  από	
  το	
  άκρο	
  του	
  τελομερούς.	
  
Η	
  μονόκλωνη	
  αυτή	
  περιοχή	
  διεισδύει	
  στη	
  δίκλωνη	
  περιοχή.	
  
Σχηματίζεται	
  έτσι	
  μια	
  δίκλωνη	
  θηλειά.	
  



!  	
  	
  Η	
  τελομεράση	
  είναι	
  μια	
  πολυμεράση	
  που	
  φέρει	
  το	
  δικό	
  	
  
	
  της	
  εκμαγείο	
  RNA	
  	
  

!  	
  	
  Είναι	
  μια	
  εξειδικευμένη	
  αντίστροφη	
  μεταγραφάση	
  

DNA	
  

Εκμαγείο	
  RNA	
  
Tελομεράση	
  

Νουκλεοτίδιο	
  

Τελομεράση	
  



Σχηματισμός	
  τελομερών	
  	
  

Τελομεράση	
  
RNA	
  

Τελομερές	
  

Επιμήκυνση	
   Επιμήκυνση	
  

Μετατόπιση	
   Μετατόπιση	
  

Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  5th	
  Edi�on	
  



Τελομερή	
  -­‐	
  Τελομεράση	
  

Molecular	
  Cell	
  Biology,	
  4th	
  EdiUon	
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  ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ	
  1	
  

Ο	
  μηχανισμός	
  της	
  αντιγραφής	
  του	
  DNA	
  



	
  Η	
  αντιγραφή	
  του	
  DNA	
  



Ο	
  μηχανισμός	
  αντιγραφής	
  

Συντηρητικός,	
  	
  ConservaUve	
  

Ημισυντηρητικός,	
  	
  SemiconservaUve	
  

Διάχυτος,	
  Dispersive	
  

;	
  

;	
  

;	
  



Σημαντικά	
  τεχνολογικά	
  επιτεύγματα	
  της	
  Βιοχημείας	
  
Φυγοκέντρηση	
  βαθμίδωσης	
  πυκνότητας,	
  Density	
  gradient	
  centrifugaUon	
  

h�p://bio.winona.edu/berg/ILLUST/gradient.jpg	
  

Solvent:	
  	
  
H20	
  plus	
  	
  
Sucrose	
  or	
  CsCl	
  



Φυγοκέντρηση	
  βαθμίδωσης	
  ισορροπίας,	
  Equilibrium	
  density	
  centrifugaUon	
  

Σημαντικά	
  τεχνολογικά	
  επιτεύγματα	
  της	
  Βιοχημείας	
  



h�p://www.bio.miami.edu/~cmallery/255/255hist/gk18x34.cscl.jpg	
  



CsCl	
  density	
  gradient	
  column	
  illuminated	
  with	
  UV	
  light	
  aªer	
  ultra	
  
centrifuga�on	
  for	
  two	
  days.	
  The	
  bright	
  band	
  fluorescing	
  in	
  the	
  column	
  is	
  
plasmid	
  DNA	
  that	
  will	
  be	
  used	
  to	
  create	
  a	
  site	
  directed	
  muta�on	
  in	
  a	
  
bacterium	
  allowing	
  us	
  to	
  study	
  its	
  pathogenesis.	
  
h�p://www.mbi.ucla.edu/IDP/Kaplanimage1.htm	
  





Ο	
  μηχανισμός	
  αντιγραφής	
  

Συντηρητικός,	
  	
  ConservaUve	
  

Ημισυντηρητικός,	
  	
  SemiconservaUve	
  

Διάχυτος,	
  Dispersive	
  

;	
  

;	
  

;	
  





0 1 2 3 4

0 1 2 3 4

Εκχύλιση	
  και	
  φυγοκέντρηση	
  DNA	
  

E.	
  coli	
  καλλιεργείται	
  
για	
  μερικές	
  γενιές	
  
σε	
  υλικό	
  με	
  15Ν	
  

Τα	
  κύτταρα	
  	
  
μεταφέρονται	
  	
  
σε	
  υλικό	
  με	
  14Ν	
  

Γενιά	
  

Τα	
  κύτταρα	
  
καλλιεργούνται	
  
σε	
  υλικό	
  με	
  14Ν	
  

Αντιγραφή:	
  Ο	
  ημισυντηρητικός	
  μηχανισμός	
  

Γενιά	
  

Πυκνότητα	
  	
  
μορίων	
  
DNA	
  
μετά	
  τη	
  	
  
φυγοκέ-­‐	
  
ντρηση	
  



0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  2 	
  	
  	
  	
  	
  	
  3 	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  4	
  

Πυκνότητα	
  μορίων	
  DNA	
  
μετά	
  τη	
  φυγοκέντρηση	
   «Ενδιάμεσο»	
  (με	
  14Ν/15Ν)	
  

Γενιά	
  

0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1.9 	
  	
  	
  	
  	
  	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  4.1	
  Γενιά	
  

Πυκνότητα	
  μορίων	
  DNA	
  
μετά	
  τη	
  φυγοκέντρηση	
  

«Ελαφρύ»	
  

«Ενδιάμεσο»	
  

Αντιγραφή:	
  Ο	
  ημισυντηρητικός	
  μηχανισμός	
  

«Ελαφρύ»	
  (με	
  14Ν)	
  

«Βαρύ»	
  

«Βαρύ»	
  (με	
  15Ν)	
  



(Γ)	
  (Α)	
  

(Β)	
  

Ανίχνευση	
  του	
  ημισυντηρητικού	
  μηχανισμού	
  αντιγραφής	
  σε	
  E.coli	
  με	
  φυγοκέντρηση	
  
βαθμίδωσης	
  πυκνότητας	
  

Διαχωρισμός	
  	
  
14Ν	
  DNA	
  και	
  15N	
  DNA	
  
(Α)	
  Απορρόφηση	
  UV	
  	
  

φυγοκεντρικού	
  σωλήνα	
  
Η	
  θέση	
  της	
  ζώνης	
  DNA	
  εξαρτάται	
  από	
  την	
  

περιεκτικότητά	
  της	
  σε	
  14Ν	
  και	
  15N	
  
Meselson	
  M,	
  Stahl	
  FW.	
  PNAS	
  1958,	
  44:	
  671	
  	
  



Berg,	
  Tymoczko,	
  Stryer.	
  Biochemistry	
  5th	
  Edi�on	
  



Αρχικό	
  γονικό	
  μόριο	
  

θυγατρικά	
  μόρια	
  
1ης	
  γενιάς	
  

θυγατρικά	
  μόρια	
  
2ης	
  γενιάς	
  

Ο	
  μηχανισμός	
  αντιγραφής	
  είναι	
  ημισυντηρητικός	
  





ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ	
  2	
  

Βλάβες	
  και	
  	
  
επιδιόρθωση	
  του	
  DNA	
  



Ρυθµοί λαθών κατά την αντιγραφή 
Replication error rates.  

Kunkel T A J. Biol. Chem. 2004;279:16895-16898 



Τύποι	
  μεταλλάξεων	
  	
  

Α	
   C	
  

G	
   T	
  

Μετάπτωση	
  (transiUon)	
  

Μεταστροφή	
  (transversion)	
  



Τύποι	
  μεταλλάξεων	
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1	
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3	
   4	
  
5	
  

6	
   7	
  
8	
  9	
  G	
  

Μετάπτωση	
  	
  
(transiUon)	
  

Μεταστροφή	
  
(transversion)	
  



	
  Μετάπτωση	
  
πουρίνη	
  με	
  πουρίνη	
  

πυριμιδίνη	
  με	
  πυριμιδίνη	
  

Μεταλλάξεις:	
  Αντικατάσταση	
  ζεύγους	
  βάσεων	
  

	
  Μεταστροφή	
  
πουρίνη	
  με	
  πυριμιδίνη	
  

και	
  αντίστροφα	
  

Α	
  

Τ	
  

��
�	
  

G	
  

C	
  

��
�	
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Α	
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C	
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Α	
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C	
  

G	
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G	
  

C	
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�	
  

Τ	
  

Α	
  

��
�	
  



Παράδειγμα	
  



	
  Σημειακές	
  μεταλλάξεις: 	
  αντικατάσταση	
  μιας	
  βάσης	
  ή	
  ενός	
  ζεύγους	
  βάσεων	
  

Τύποι	
  μεταλλάξεων	
  	
  



Μεταλλάξεις	
  στο	
  επίπεδο	
  του	
  DNA	
  

!   Αντικατάσταση	
  βάσεων: 	
  Μετάπτωση	
  (transi�on	
  muta�on)	
  

	
  	
  	
  	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
   	
  Μεταστροφή	
  (transversion	
  muta�on)	
  	
  

!   Αντικατάσταση	
  ενός	
  ζεύγους	
  βάσεων	
  	
  

Μεταλλάξεις	
  στο	
  επίπεδο	
  της	
  πρωτεΪνης	
  	
  

!   Σιωπηλές	
  μεταλλάξεις	
  (Silent	
  muta�ons)	
  (ΑGG	
  –	
  CGG	
  και	
  τα	
  δύο	
  για	
  Arg)	
  

!   Ουδέτερες	
  μεταλλάξεις	
  (ΑΑΑ-­‐Lys	
  σε	
  AGA-­‐Αrg	
  και	
  τα	
  δύο	
  βασικά	
  αμινοξέα)	
  
!   Παρανοηματικές	
  μεταλλάξεις	
  (Missense	
  muta�ons)	
  διαφορετικά	
  αμινοξέα	
  

!   Μη	
  νοηματικές	
  μεταλλάξεις	
  (Non	
  sense	
  muta�ons)	
  τερματισμός	
  (CAG-­‐Gln	
  σε	
  
UAG)	
  

Τύποι	
  μεταλλάξεων	
  	
  



Mεταλλάξεις	
  αναγνωστικού	
  πεδίου	
  (Frameshiª	
  mutaUons)	
  	
  

	
   	
  προσθήκη	
  ή	
  διαγραφή	
  μιας	
  βάσης	
  ή	
  ενός	
  ζεύγους	
  βάσεων.	
  

	
   	
  Οδηγεί	
  σε	
  αλλαγή	
  τής	
  ανάγνωσης	
  των	
  πληροφοριών	
  που	
  κωδικοποιούν	
  
	
  	
  μια	
  πρωτεΪνη	
  

Μεταλλάξεις	
  διαγονιδιακής	
  προσθήκης	
  ή	
  αφαίρεσης	
  μεγάλων	
  τμημάτων	
  DNA	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  Παράδειγμα:	
  Μεταθετά	
  στοιχεία,	
  Γενετικός	
  ανασυνδυασμός	
  

Τύποι	
  μεταλλάξεων	
   	
  	
  



Παράδειγμα	
  



1.  	
   Διόρθωση	
  με	
  αποκοπή	
  βάσης	
  

2.  	
   Απομάκρυνση	
  βλάβης	
  

3.  	
   Μετα-­‐αντιγραφική	
  διόρθωση	
  

4.  	
   Επιδιόρθωση	
  με	
  ανασυνδυασμό	
  	
  

Μέθοδοι	
  επιδιόρθωσης	
  των	
  μεταλλάξεων	
  



• UvrA	
  και	
  UvrB	
  ανιχνεύουν	
  αλλαγές	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  στην	
  τρισδιάστατη	
  δομή	
  του	
  DNA	
  
• Η	
  UvrA	
  απομακρύνεται	
  
• Οι	
  UvrΒ	
  και	
  UvrC	
  συνδέονται	
  στο	
  DNA	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  και	
  το	
  κόβουν	
  εκατέρωθεν	
  της	
  βλάβης	
  
• Η	
  UvrD	
  αφαιρεί	
  τη	
  μία	
  αλυσίδα	
  
• DNA	
  πολυμεράση	
  
• DNA	
  λιγάση	
  

Nουκλεοτίδιο	
  που	
  έχει	
  βλάβη	
  

UvrA,	
  UvrB,	
  UvrC	
  

Pol	
  I,	
  
Λιγάση	
  DNA	
  	
  	
  

P	
  

P	
  

P	
  

UvrD	
  
(Ελικάση	
  ΙΙ)	
  

UvrA,	
  UvrB,	
  UvrC	
  

Pol	
  I,	
  
Λιγάση	
  DNA	
  	
  	
  

Επιδιόρθωση	
  με	
  αποκοπή	
  νουκλεοτιδίου	
  
NucleoUde	
  Excision	
  Repair,	
  NER	
  	
  

Με	
  σύνθεση	
  νέου	
  DNA	
  



Base	
  Excision	
  Repair,	
  BER	
  	
  

Αφαίρεση	
  βάσης	
  (ΒΕR)	
  
1)  DNA	
  γλυκοσυλάση:	
  αφαίρεση	
  βάσης	
  

2)  ΑΡ	
  ενδονουκλεάση:	
  κόβει	
  το	
  σκελετό	
  του	
  DNA	
  

3)  Δεοξυριβοφωσφοδιεστεράση:	
  αφαίρεση	
  νουκλεοτιδίου	
  
4)  DNA	
  πολυμεράση:	
  τοποθέτηση	
  νέου	
  νουκλεοτιδίου	
  

5)  DNA	
  λιγάση	
  (δεσμάση)	
  

Με	
  σύνθεση	
  νέου	
  DNA	
  



OH	
  

Γλυκοζυλάση	
  DNA	
  

DNA	
  γλυκοζυλάσες	
  

αβασική	
  θέση	
  
(θέση	
  ΑΡ)	
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DNA	
  και	
  U	
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U-­‐DNA	
  γλυκοσυλάση	
  

(UDG)	
  	
  

DNA,	
  U	
  και	
  BER	
  


