Budowa DNA i RNA. Organizacja w genomie
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DNA przechowuje informacje genetyczna. Na konkursie licza sie: budowa nukleotydu, reguta
komplementarnosci, réznice miedzy DNA a RNA oraz sposéb upakowania DNA w chromosom (helisa =
nukleosom — chromatyna — chromosom). Do tego dochodzj replikacja DNA, ktéra poprzedza kazdy podziat

komorki, budowa genu i poréwnanie genomow bakterii, eukariontow i wiruséw.

Nukleotydy — cegietki kwaséw nukleinowych

Nukleotydy to niewielkie czasteczki organiczne zbudowane z pieciu pierwiastkéow: C, H, O, N i P. W
komoérce wystepuja jako wolne nukleotydy. Moga tez taczy¢ sie w dinukleotydy albo w dtugie

polinukleotydy, czyli kwasy nukleinowe.

Element nukleotydu Co to jest

Pentoza cukier piecioweglowy: ryboza (RNA) albo deoksyryboza (DNA)

Zasada azotowa jedna z pieciu: G, A, C, T, U. Puryny majg dwa pierscienie (adenina,
guanina). Pirymidyny majg jeden pierScien (cytozyna, tymina, uracyl).

Reszty fosforanowe(V) od jednej do trzech. W fizjologicznym pH komérki wystepuja jako aniony.

Dwa wigzania wewnatrz nukleotydu: pentoza + zasada — wigzanie N-glikozydowe — powstaje
nukleozyd. Nastepnie nukleozyd + reszta fosforanowa(V) — wigzanie estrowe — powstaje
nukleotyd.

Atomy wegla cukru numeruje sie ze znakiem prim (1'-5’). Dzieki temu nie myli sie ich z atomami
wegla zasady. Nazwy nukleotydéw DNA tworzy sie od nukleozydéw: deoksyadenozyny,
deoksyguanozyny, deoksycytydyny i tymidyny. Wzér nazwy to ,nukleozydo-5"-monofosforan”.

Liczba 5’ oznacza, ze fosforan jest przytaczony do pigtego wegla deoksyrybozy.

Podziat Grupy

wg cukru i zasady rybonukleotydy: ryboza + G, A, C lub U; skréty trzyliterowe, np. ATP
(adenozynotrifosforan).
deoksyrybonukleotydy: deoksyryboza + G, A, C lub T; skroty
czteroliterowe, np. dATP (deoksyadenozynotrifosforan).

wg liczby fosforanow trifosforany, difosforany i monofosforany nukleozydéw, np. ATP < ADP +
P, & AMP + P.. Przechodza w siebie przez przytaczanie lub odtaczanie
reszt fosforanowych. Cze$¢ nukleotydéw tworzy formy cykliczne
(pierscieniowe).



Funkcje wolnych nukleotydéw (m.in.):

e przenosza energie chemiczng (ATP);
e dziatajg jako czasteczki sygnatowe (cykliczny AMP, cAMP);
e s3 substratami do syntezy dinukleotydéw i kwaséw nukleinowych.

Dinukleotydy sktadaja sie z dwdch nukleotyddw i przenoszg elektrony w metabolizmie:

e NADY — jeden z nukleotydéw zawiera pochodng kwasu nikotynowego (witaminy B3);

e NADP* — ma wszystko to co NAD™ oraz dodatkows reszte fosforanowg(V);
e FAD — jeden z nukleotyddw jest pochodng ryboflawiny (witaminy BZ)‘

Budowa DNA

DNA to zwykle dwuniciowa czasteczka (podwadjna helisa) zbudowana z nukleotydéw. Kazdy
nukleotyd = cukier (deoksyryboza) + reszta fosforanowa + zasada azotowa. Zasady: adenina (A),
tymina (T), guanina (G), cytozyna (C). Wyjatek: u niektérych wiruséw wystepuje DNA jednoniciowe
(ssDNA).

Reguta komplementarnosci: nici tgcza sie zasadami wedtug zasady A-T i G-C (wigzania
wodorowe). Znajac jedng ni¢, mozna odtworzy¢ druga. Nici sg antyréwnolegte.

tancuch (nic) polinukleotydowy. Kolejne nukleotydy tacza sie wigzaniami 3’,5'-fosfodiestrowymi.
Reszta fosforanowa(V) spina wegiel 3’ cukru jednego nukleotydu z weglem 5’ cukru nastepnego —
stad nazwa wigzania. Nic¢ jest polarna, bo jej dwa korice maja r6zng budowe:

e koniec 5’ — reszta fosforanowa(V);
e koniec 3’ — grupa hydroksylowa (-OH) cukru.

Sekwencja to kolejnos¢ nukleotyddw w nici. Zapisuje sie jg literami zasad, zaczynajac od konca 5’,
np. 5'-ATCGT-3’ albo krotko ATCGT. W RNA zapis wyglada analogicznie, np. 5'-AUCGU-3'.

Przestrzenny ksztatt helisy:

¢ Helisa jest prawoskretna, a dwie nici skrecajg sie wokdt wspdlnej osi.

e Na zewnatrz lezy szkielet cukrowo-fosforanowy (deoksyryboza + reszty fosforanowe).
Zasady sg skierowane do $rodka.

e Dwie zasady zwigzane wigzaniami wodorowymi tworzg pare zasad. Naprzeciw puryny (A lub
G) zawsze stoi pirymidyna (T lub C), dzieki czemu helisa ma stata srednice.

¢ Helise stabilizujg wigzania wodorowe miedzy niciami. Dodatkowo dziatajg oddziatywania
hydrofobowe miedzy sgsiadujgcymi parami zasad w tym samym tancuchu.

¢ Na jeden petny skret przypada 10 par nukleotydow.



e Wzdtuz helisy biegng dwa rowki, wiekszy i mniejszy. Dzieki nim biatka wigzace DNA
rozpoznaja sekwencje bez rozplatania helisy.
e Dtugos¢ dwuniciowego DNA podaje sie w parach zasad (pz), czyli w liczbie par nukleotyddw.

Antyréwnolegtosé w zapisie: koniec 5’ jednej nici lezy naprzeciw korica 3’ drugiej. Dla nici
5'AATGCGT3' ni¢ komplementarna to 3'TTACGCAS5'.

Podwadjna helisa DNA. Zielone wstegi to szkielet cukrowo-fosforanowy: na przemian cukier (pieciokat) i reszta
fosforanowa (kotko). Miedzy nié¢mi lezg pary zasad potaczone wigzaniami wodorowymi (kreski): para A-T ma
dwa takie wigzania, para G-C — trzy. U géry jedna ni¢ konczy sie resztg fosforanowg (koniec 5'), a druga
cukrem (koniec 3'), bo nici biegna w przeciwnych kierunkach — sg antyrownolegte.

Jak poznano strukture. DNA odkryto w 1869 r. Jego przestrzenng budowe ustalili dopiero w 1953
r. James Watson i Francis Crick. Sami nie robili doswiadczen laboratoryjnych nad DNA — oparli sie
na wynikach innych badaczy. Kluczowe okazaty sie zdjecia rentgenowskie krysztatow DNA
wykonane przez Rosalind Franklin z zespotu Maurice'a Wilkinsa. Ciemne plamy utozone w srodku

zdjecia w ksztatt litery X wskazywaty, ze DNA jest helisa.

DNA a RNA




Nici

Cukier

Zasady

Rodzaje nukleotydow

Funkcja

Stabilnosé

Rola DNA i doswiadczenia, ktére jg wykazaty

zwykle dwie (helisa); ssDNA u
niektérych wiruséw

deoksyryboza

ATG,C

4 deoksyrybonukleotydy (A, T,
G, C)

przechowywanie informacji;

materiat genetyczny wszystkich
organizmow i czesci wiruséw

trwalszy jako materiat
genetyczny

zwykle jedna; moga wystapic
fragmenty dwuniciowe w obrebie tej
samej nici; cate dwuniciowe RNA
(dsRNA) — znacznie rzadziej, m.in. u
niektorych wiruséw

ryboza

A, U, G, C (uracyl zamiast tyminy);
pary: A-U, G-C

4 rybonukleotydy: adeninowy,
guaninowy, cytydynowy, urydynowy

udziat w syntezie biatka (MRNA,
tRNA, rRNA); czes$¢ czasteczek dziata
katalitycznie (rybozymy) lub
regulacyjnie; materiat genetyczny
pozostatych wiruséw i wiroidéw

mniej stabilny: przy kopiowaniu
powstaje wiecej bteddéw i tatwiej
ulega degradacji

DNA wyznacza strukture pierwszorzedowa czasteczek RNA i biatek. Od biatek zaleza cechy

organizmu: morfologiczne, anatomiczne i fizjologiczne. Cechy te przechodza z pokolenia na

pokolenie, wiec DNA jest nosnikiem informacji genetycznej odpowiedzialnym za dziedziczenie.

Ustalono to w potowie XX w. dzieki badaniom bakterii i wiruséw.

Badanie Co zrobiono i co wyszio

Frederick Brytyjski lekarz wojskowy leczacy bakteryjne zapalenie ptuc. Badat na myszach
Griffith, 1928 dwa szczepy dwoinki zapalenia ptuc. Szczep S jest chorobotwoérczy i ma Sluzowg
otoczke. Szczep R jest niechorobotworczy i otoczki nie wytwarza.
Préby i wyniki:

e zywe S = mysz choruje i ginie;
e 7ywe R = mysz zdrowa;

¢ S zabite wysoka temperaturg = mysz zdrowa;

e zywe R + martwe S = mysz ginie, a z jej ciata wyizolowano zywe bakterie S.
Whiosek: bakterie chorobotwércze potrafig przekazaé niechorobotwdrczym
zdolno$¢ zakazania. Griffith nie wiedziat, jaki zwigzek za to odpowiada — tylko
tyle, ze jest to sktadnik cytoplazmy bakterii chorobotwérczych.



Oswald Avery, Kontynuacja prac Griffitha. Problem: biatko, RNA czy DNA? Hipoteza: DNA.

Colin MaclLeod, Do ekstraktu z bakterii chorobotwérczych dodawano jeden z enzyméw: proteazy
Maclyn McCarty, (trawig biatka), deoksyrybonukleazy (DNA) lub rybonukleazy (RNA). Ekstrakt
1944, USA taczono z hodowla bakterii niechorobotwérczych, a nimi zakazano myszy. Liczono

chore zwierzeta, a w krwi padtych sprawdzano obecnosc¢ bakterii.

Préby kontrolne: same bakterie niechorobotwdércze = mysz zyje; bakterie
niechorobotwércze + ekstrakt bez enzymu = mysz ginie, we krwi bakterie
chorobotwoércze.

Proby badawcze: + enzym trawiacy biatko = mysz ginie; + enzym trawigcy RNA =
mysz ginie; + enzym trawigcy DNA — mysz zyje.

Whiosek: cechy przekazuje DNA — to on jest no$nikiem informacji genetyczne;j.

Alfred Hershey i Pytanie: ktora cze$¢ bakteriofaga T2 wnika do bakterii i powoduje powstawanie
Martha Chase, nowych wirusow? Hipoteza: DNA jest nosnikiem informacji bakteriofagéw.
1952, USA Biatkowy kapsyd znakowano siarka promieniotwoércza (355), a DNA — fosforem

promieniotwdrczym (32P). Fagami zakazano bakterie. Fag wstrzykuje do bakterii
DNA. Wytrzasanie odrywa puste kapsydy od bakterii, a wirowanie oddziela
bakterie (osad) od roztworu z kapsydami. Na koricu mierzono promieniotworczosé.
Wynik: wiekszos$é 3¢ byta w roztworze z kapsydami, a wiekszos¢ 32p _ \y osadzie
z bakteriami zawierajgcymi DNA faga.

Whiosek: informacje genetyczng wiruséw przekazuje DNA, nie biatko.

Informacja genetyczna a kod genetyczny

Informacja genetyczna to tres¢ zapisana w odcinkach DNA, czyli w genach. Dotyczy syntezy biatek,
od ktérych zalezg cechy organizmu. Kod genetyczny to sposéb zapisu tej tresci. Jego ,alfabet”
stanowig cztery litery — G, A, C oraz T (w DNA) lub U (w RNA) — oznaczajace kolejne nukleotydy.
Kolejno$¢ nukleotyddw wyznacza kolejno$¢ aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym, czyli

strukture pierwszorzedows biatka.

Informacja zawarta w genie obejmuje wiecej niz sam przepis na czasteczke:

Element informaciji Przyktad [ znaczenie

budowa czgsteczki kolejnos¢ aminokwasow w biatku lub nukleotydéw w RNA
warunki wytwarzania np. podwyzszona temperatura otoczenia
miejsce docelowe dokad w komérce ma trafi¢ czasteczka, np. do btony komérkowej,

do mitochondrium

rodzaj komoérek w jakich komadrkach ma powstawad, np. insulina — tylko w
komorkach trzustki

czas obecnosci jak dtugo czasteczka ma istnie¢, czyli jak szybko ma ulec degradacji



tempo wytwarzania ile czasteczek ma powsta¢ w danym czasie

Wigzania w DNA — dwa rézne typy

W czasteczce DNA wystepujg dwa rodzaje wigzan — nie myl ich.

Fosfodiestrowe (3’,5’) kolejne nukleotydy wzdtuz jednej nici (reszta fosforanowa-cukier);
tworzy trwaty ,szkielet” nici — wystepuje tez w RNA

Wodorowe zasady azotowe lezace naprzeciw siebie na dwéch niciach: Az T, G z C;
spinaja obie nici helisy
Para A-T ma zawsze 2 wigzania wodorowe, a G-C — zawsze 3. Wigzania wodorowe miedzy niciami
sg rozrywane np. przed replikacja (robi to helikaza), a wigzania fosfodiestrowe t3cza kolejne
nukleotydy w ciggta ni¢. Wewnatrz kazdego nukleotydu dziatajg jeszcze wigzanie N-glikozydowe
(cukier-zasada) i estrowe (cukier-fosforan).

Reguta Chargaffa — jak liczy¢ zasady

Skoro w dwuniciowym DNA A zawsze taczy sie z T, a G z C, to ich ilosci (i procenty) sg réwne. Ta
prawidtowos¢ to reguta Chargaffa. Nie stosuje sie jej do jednoniciowego DNA (ssDNA) niektérych

wirusow.

liczba A=liczba T %A = %T

liczba G =liczba C %G = %C

A+T+G+C = wszystkie nukleotydy (100%)
Przyktady z zadan:

1. 460 nukleotyddéw, w tym 65 z tyming (T). Skoro A =T, to A = 65, wiec A+ T = 130. Zostaje 460 -
130=330na G + C. PoniewazG=C - C=330:2=165.

2. C = 20% wszystkich nukleotydéw. Wtedy G = 20% (bo G = C), razem G + C = 40%. Zostaje A+ T
=60%,aze A=T > A=30%.

3. A = 35% wszystkich nukleotydow. Wtedy T = 35%, razem A + T = 70%. Zostaje G + C = 30%, a ze
G=C—->G=15%.

4. 250 nukleotydéw, w tym 75 z cytozyng. G = C = 75, wiec G + C = 150. Na A + T zostaje 250 -
150 = 100, czyli T=100: 2 = 50.



5. Czy czasteczka jest dwuniciowa? Fragment ma 200 nukleotydéw, w tym 63z G i 56 z A.
Zaktadamy dwuniciowos¢: wtedy C = 63 i T = 56. Suma wynosi 63 + 56 + 63 + 56 = 238, a nie 200.
Zatozenie jest wiec fatszywe: zasady nie moga by¢ w petni komplementarne, czyli to DNA

jednoniciowe.

Rodzaje RNAiichrole

W komoérkach jest kilka rodzajéw RNA. Réznig sie liczba i kolejnoscig nukleotyddw, ksztattem
przestrzennym i funkcjg. Wszystkie bezposrednio lub posrednio biorg udziat w odczytywaniu
informacji genetycznej. Najwazniejszg funkcja RNA jest udziat w ekspresji genéw, czyli w
odczytywaniu informacji zawartej w DNA. Gtéwna role odgrywaja tu mRNA, rRNA i tRNA.

Rodzaj

MRNA
(informacyjny,
ang. messenger)

rRNA
(rybosomowy,
ang. ribosomal)

tRNA
(transportujacy,
ang. transfer)

snNRNA (maty
jadrowy)

mMiRNA
(mikroRNA)

SiRNA (maty
interferujacy)

Gdzie

wszystkie
organizmy

wszystkie
organizmy

wszystkie
organizmy

tylko eukarionty

tylko eukarionty

tylko eukarionty

Budowa i rola

Stanowi 4-5% RNA komorki. Jest jedynym RNA kodujacym, bo
niesie informacje o budowie biatek. Przenosi te informacje z
miejsca przechowywania do miejsca syntezy biatek (u
eukariontow gtéwnie z jadra do cytoplazmy). Tam taczy sie z
rybosomami i jest matryca. Jest jednoniciowy i krotkotrwaty;
zwykle liczy 1000-2000 nukleotyddéw.

Jest go w komorce najwiecej. Buduje rybosomy — kompleksy
nukleoproteinowe syntetyzujace biatka zgodnie z mRNA. Jedne
czasteczki petnig funkcje budulcows, inne katalityczng
(rybozymy). Przyktad rybozymu: transferaza peptydylowa w
duzej podjednostce, taczaca aminokwasy w biatko. Rybosom ma
dwie podjednostki, duzg i mata, ktére tacza sie tylko na czas
syntezy biatka.

Dostarcza aminokwasy (substraty syntezy biatka) do rybosomow.
Mate czasteczki o dtugosci 74-90 nukleotydéw. Jedna
czasteczka rozpoznaje, wiaze i przenosi tylko jeden rodzaj
aminokwasu. Aminokwas przytacza sie do konca 3' z wolng
grupa -OH, ktéra tworzy wigzanie estrowe z grupg -COOH
aminokwasu. Ma antykodon — trzy nukleotydy rozpoznajace
komplementarny kodon w mRNA.

uczestniczy w dojrzewaniu mRNA
reguluje ekspresje genéw przez degradacje mRNA lub
blokowanie translacji

reguluje ekspresje genéw, m.in. przez degradacje mRNA,; jest
jednym z elementéw obrony komorki przed wirusami RNA



Podziat ilosciowy: RNA kodujacy (nRNA) to 4-5% catosci. RNA niekodujacy (rRNA, tRNA, snRNA,
siRNA, miRNA i inne rodzaje) to 95-96%. W mRNA brak fragmentéw dwuniciowych. W rRNA i
tRNA moga one powstawac, gdy taczg sie komplementarne nukleotydy tej samej nici (Az U, G z C).
Te fragmenty decydujg o ksztatcie przestrzennym czasteczki.
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Czasteczka tRNA w ksztatcie liscia koniczyny. Aminokwas (zielona kulka) przytacza sie do konca 3’ — u gory po
prawej. W ramionach komplementarne nukleotydy tej samej nici tacza sie wigzaniami wodorowymi (kreski). W
dolnej petli lezy antykodon: trzy nukleotydy (pomaranczowe), ktére rozpoznajg komplementarny kodon w
mRNA.

Gdzie w komorce jest RNA

e Eukarionty: RNA jest w jadrze, cytozolu i organellach pétautonomicznych (mitochondriach i
chloroplastach). W jadrze powstajg wszystkie rodzaje RNA, przy czym rRNA tworzy sie w
jaderku. Wszystkie RNA oprécz rRNA przechodzg przez pory jadrowe do cytozolu. rRNA
taczy sie w jaderku z biatkami w podjednostki rybosomow, ktére takze trafiajg do cytozolu.
Niektore czasteczki, np. snRNA, wedruja w obie strony.

¢ W mitochondriach i chloroplastach powstajg wtasne mRNA, tRNA i rRNA (dla rybosomoéw
organellowych). Stuzg do ekspresji gendw genomu mitochondrialnego i chloroplastowego.

¢ Prokarionty nie maja jadra ani innych organelli, wiec cate ich RNA jest w cytoplazmie.

e [los¢ RNA w komorce sie zmienia, ale zawsze utrzymuje sie rwnowaga miedzy synteza
nowych czgsteczek a rozktadem niepotrzebnych.



RNA jako materiat genetyczny

e Wiroidy to pasozyty roslin. Ich RNA jest jednoniciowy, zamkniety (kolisty) i liczy kilkaset
nukleotydéw. Ma fragmenty dwuniciowe utworzone przez komplementarne nukleotydy tej
samej nici.

e Wirusy RNA majg RNA jednoniciowe (ssRNA) lub dwuniciowe (dsRNA). Nalezy do nich
wiekszos¢ wirusow atakujacych rosliny, np. wirus mozaiki tytoniu. Nalezg tez niektére wirusy
zwierzece, np. wirusy grypy, HIV i SARS-CoV-2. Wirus grypy ma ostonke lipidowa, pod nig
kapsyd, a w srodku RNA.

Organizacja DNA w genomie

Ni¢ DNA jest bardzo dtuga, wiec musi zosta¢ upakowana: helisa = nawiniecie na biatka (histony) =
nukleosom = chromatyna = chromosom. Dzieki temu metry DNA mieszczg sie w jadrze. U
cztowieka DNA znajduje sie gtdwnie w jadrze, a niewielka ilo$¢ poza nim — w mitochondriach (u
roslin takze w chloroplastach).

tacznie DNA w jadrze komérki cztowieka ma ok. 2 m dtugosci, a jadro ma srednice zaledwie 5-8
pum. Zmieszczenie DNA umozliwia wigzanie go z biatkami histonowymi. DNA zwigzane z biatkami
to chromatyna. Upakowanie przebiega w kilku stopniach:

#  Stopien Opis
1 wolna helisa DNA DNA jest wolne (nieupakowane) tylko podczas replikacji
2 nukleosom Odcinek DNA owija sie wokoét rdzenia z czterech par zasadowych

biatek histonowych. Jeden histon tacznikowy dziata jak klamra: nie
pozwala nukleosomowi sie rozpas¢ ani rozwingé. Nukleosomy
oddziela krotki DNA tacznikowy. Taka ,ni¢ nukleosoméw” skraca
DNA ok. 7 razy.

3 wiékno 30 nm (solenoid) Miedzy podziatami ni¢ nukleosomoéw zwija sie w helise, a
nukleosomy tacza sie dzieki histonom i biatkom niehistonowym.
DNA zajmuje wtedy 40 razy mniej miejsca niz przed upakowaniem.

4 petle na poczatku podziatu widkna chromatyny uktadaja sie w petle
utrzymywane przez taczace je biatka

5 wiékna 300 nm petle zwijaja sie spiralnie
6 chromosom Przypomina krétka pateczke. Przy najwiekszej kondensacji DNA
skondensowany jest krotsze ok. 9 tys. razy.



7 chromosom w dzielgcej dwie jednakowe czasteczki DNA, czyli chromatydy siostrzane,
si¢ komérce potaczone w centromerze; po obu stronach centromeru lezg
ramiona chromosomu
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Stopnie upakowania DNA (od lewej): helisa DNA — nukleosomy, czyli DNA nawiniete na biatka histonowe
(niebieskie) = wtdkno 30 nm — petle utrzymywane przez biatka — petle zwiniete spiralnie (wtékno 300 nm)
— chromosom w dzielacej sie komérce: dwie chromatydy siostrzane potgczone w centromerze
(pomaranczowy).

Chromatyna miedzy podziatami. W tym czasie (poza fazg S) chromatyna ma posta¢ mniej lub
bardziej upakowanych wtékien 30 nm. Wystepuje w dwéch postaciach:

e euchromatyna — luzno upakowana. Uwaza sie, ze zawiera geny aktywne; przy odczytywaniu
informacji rozluznia sie dodatkowo. W obrazie spod TEM jest rozproszona po jadrze.

¢ heterochromatyna — $cisle upakowana. Uwaza sie, ze zawiera geny nieaktywne i wiekszo$¢
pozagenowego DNA. Lezy zwykle pod otoczka jadrowa i wokot jaderka.

Chromatyna w czasie podziatu. Chromosomy wida¢ w mikroskopie optycznym juz w profazie, a
najsilniej skondensowane sg w metafazie. Ich wyodrebnienie warunkuje doktadny rozdziat
materiatu genetycznego do komdrek potomnych. W regulacji stopnia upakowania chromatyny
uczestniczy niekodujacy RNA.

Replikacja DNA — powstajg dwie takie same czgsteczki

Podczas replikacji (faza S) nici helisy rozplataja sie, a na kazdej z nich — zgodnie z
komplementarnosciag — dobudowywana jest ni¢ nowa. Replikacja jest pétzachowawcza
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(semikonserwatywna): kazda z dwdch czasteczek potomnych ma jedng ni¢ starg (matrycowa) i
jedna nowo powstata.

Znaczenie. Replikacja podwaja ilos¢ DNA w komorce i daje dwie identyczne kopie materiatu
genetycznego. W podziale (faza M) trafiajg one do komérek potomnych. Dlatego replikacja jest
podstawg przekazywania informacji genetycznej komérkom i organizmmom potomnym. Zachodzi
przed kazdym podziatem komérki, co pozwala organizmom rosnac i sie rozmnazaé. To proces
anaboliczny katalizowany przez enzymy. Udziat biorg DNA macierzysty (matryca) i wolne
nukleotydy (substraty).

Przyktad. Na matrycy o sekwencji GTAATGTA G TA A powstaje ni¢ komplementarna.
Podstawiamy A& T, G C (to DNA, wiec T, nie U):

Nié matrycowa (stara) Nié¢ nowa

GTAATGTAGTAA CATTACATCATT

Uwaga: wynik z U (np. CAUUACAUCAUU) bytby btedny — uracyl wystepuje w RNA, a nie w DNA.

helikaza DNA rozplata helise, rozrywajac wigzania wodorowe miedzy niciami

prymaza (polimerqzu na matrycy DNA tworzy startery — krotkie odcinki RNA (ok. 10
RNA) nukleotydow), syntetyzowane w kierunku 5’ = 3’

polimerazy DNA Buduja nowa ni¢ na matrycy starej, zawsze w kierunku 5" = 3’, na matrycy
o polarnosci 3' = 5'. Same nie zaczynaja syntezy — tylko doktadaja
nukleotydy do konca 3’ istniejacego taricucha, np. startera.

ligaza taczy nowe fragmenty nici w jeden ciaggty taricuch

Przebieg u pateczki okreznicy (Escherichia coli), gdzie mechanizm poznano najlepiej. E. coli ma piec
polimeraz DNA (I-V); gtéwna role graja lll i . Chromosom ma postac kolistego DNA o dtugosci 4,6
min pz. Kopiuje sie przed kazdym podziatem w niecate 40 minut, z jednego miejsca inicjacji.

1. Inicjacja. Biatko regulatorowe przytacza sie do miejsca inicjacji replikacji, czyli miejsca ori
(ang. origin of replication). Na krétkim odcinku helisa sie rozplata i powstaje oczko
replikacyjne. Jego boki majg ksztatt litery Y — to widetki replikacyjne. Dotaczaja sie tu
kolejne biatka potrzebne w nastepnym etapie.

2. Elongacja. Helikazy rozrywaja wigzania wodorowe. Widetki rozchodza sie w dwie przeciwne
strony, a oczko rosnie — replikacja jest dwukierunkowa. Prymaza tworzy startery na obu
niciach, a do ich koncéw 3’ przytacza sie polimeraza lll i buduje ni¢ komplementarna.
Replikowany odcinek DNA to replikon.

Nici sg antyrownolegte, a synteza idzie tylko 5" = 3', wiec obu nowych nici nie da sie
budowac w sposdb ciggty w strone widetek:
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¢ ni¢ wiodaca rosnie w sposdb ciggty w strone widetek; starter wstawia sie na niej tylko raz;
¢ ni¢ opdzniona ro$nie w przeciwng strone, z wielu kolejnych startéw. Startery wstawiane sg
mniej wiecej co 1000 nukleotyddéw, a powstajg krotkie fragmenty Okazaki, nazwane od
odkrywcy.
Polimeraza | wycina startery i wypetnia luki nukleotydami DNA, a ligaza taczy fragmenty
Okazaki. Wydtuzanie trwa, az skopiowana zostanie cata czasteczka.

3. Terminacja. Koniec wyznaczajg sekwencje terminacyjne, lezace u E. coli naprzeciw miejsca
ori. Tam biatka replikacyjne odtaczajg sie od DNA i powstajg dwie identyczne czasteczki.

Replisom to duzy kompleks biatkowy powstajacy w rejonie widetek. Tworza go prymosom
(mniejszy kompleks, m.in. helikaza i prymaza) oraz polimeraza lll. Potaczenie enzymdw pozwala im
dziata¢ precyzyjnie i zgodnie. Helikaza rozplata helise, prymaza wstawia startery, a tuz za nig
polimeraza Il buduje DNA od koncéw 3’ starterow. Replisom E. coli pracuje z szybkoscig ok. 2000

pz/s.

Oczko replikacyjne. Replikacja zaczyna sie w miejscu ori (kropka w $rodku) i biegnie w obie strony, do dwoch
widetek. Ciemnozielone s3 nici stare (matrycowe), pomarannczowe — nowe. Przy kazdych widetkach jedna
nowa nic¢ rosnie w sposéb ciaggty (ni¢ wiodaca), a druga powstaje z fragmentéw Okazaki, z ktérych kazdy
zaczyna sie starterem RNA (czerwony) — to ni¢ opdzniona. Dlatego nié ciagta jest raz u gory, a raz na dole.
Enzymy: helikaza (niebieski pierscien), prymaza (fioletowa), polimeraza DNA (zétta), ligaza taczaca fragmenty
(szara).

Prokarionty (E.

Eukariont
coli) Y
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ksztait kolisty liniowy

chromosomu
miejsca ori jedno; synteza w wiele w jednym chromosomie, wiec wiele oczek naraz;
obu kierunkach synteza w obu kierunkach
polimerazy DNA 5 (I-V); gtéwne lll i co najmniej 9, oznaczane literami greckimi. Gtéwne to a i
I 8. Polimeraza a ma aktywnos¢ prymazy: tworzy startery
RNA i wydtuza je o ok. 20 nukleotydéw DNA. Dalej
synteze prowadzi polimeraza 6.
zakonczenie sekwencja Stabo poznane. Przypuszcza sie, ze widetki spotykaja sie
terminacyjna w przypadkowych miejscach i tam odtaczajg sie biatka.
naprzeciw ori Wszystkie oczka muszg sie potaczyd.
ilo§é DNA 4,6 min pz komodrka somatyczna cztowieka — ok. 3 mld pz; wiele

miejsc startu znacznie skraca czas replikacji

Replikacja u eukariontéw jest znacznie bardziej ztozona, cho¢ ogdlny przebieg jest podobny.

Najwieksze réznice dotyczg inicjacji i terminacji.

Konce chromosoméw — telomery. Liniowe DNA eukariontéw skraca sie przy kazdej replikacji. Po
usunieciu ostatniego startera na koncu nici opéznionej polimeraza nie moze uzupetnié tego
fragmentu. Konnce odbudowuje telomeraza: doktada nukleotydy do korca matrycy nici opdzZnione;.
Powstajg sekwencje telomerowe (telomery) — wiele razy powtdrzone krétkie odcinki o tej samej
kolejnosci zasad. Telomeraza dziata w komdrkach embrionalnych, linii ptciowej i macierzystych. W
wiekszosci dojrzatych komorek jest nieaktywna, wiec ich telomery stopniowo sie skracajg. Tracone
sg jednak wczesniej utworzone telomery, a nie sekwencje kodujace genéw. Telomeraza nie dziata
tez w komoérkach starzejgcych sie, w ktérych podziaty i replikacja sg zahamowane. W komérkach

nowotworowych zwykle ulega ponownej aktywaciji.

Korekta btedéw. Polimeraza wstawia btedny nukleotyd mniej wiecej raz na 100 tys. poprawnych.

Kontroluje jednak swoja prace:

1. przytacza nukleotyd (czasem niewtasciwy);
2. sprawdza pare z nicig matrycows i usuwa btedny nukleotyd;
3. wstawia wtasciwy;

4. kontynuuje synteze.

Dzieki temu zostaje ok. 1 btad na 100 min nukleotydow.

Regulacja. Replikacja zachodzi tylko raz przed kazdym podziatem. Biatka startujgce odtaczaja sie od
DNA zaraz po utworzeniu oczka, co zapobiega powstawaniu wielu kopii. W niekorzystnych
warunkach replikacja jest wstrzymywana. Przy uszkodzeniu DNA (np. przez promieniowanie
jonizujace) powstaja biatka naprawcze. Zatrzymuja one replikacje do czasu usuniecia uszkodzen, by

nie powstaty wadliwe czgsteczki DNA.
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Dodatkowo: replikacja RNA u wirusow

Niektére wirusy RNA, m.in. koronawirusy, powielajg swéj RNA. Robi to polimeraza RNA zalezna od
RNA, kodowana przez genom wirusa. Uproszczony cykl koronawirusa:

1. adsorpcja — glikoproteiny ostonki rozpoznaja receptory na powierzchni komérki i wigzg sie z
nimi;

2. wnikanie — kapsyd z materiatem genetycznym wchodzi do cytoplazmy i rozpada sie,
uwalniajgc ssSRNA;

3. replikacja RNA — polimeraza RNA powiela genom (przez dsRNA) i powstajg nowe genomy
ssRNA;

4. translacja — biatka wirusa powstajg na rybosomach gospodarza (na podstawie mRNA);

5. sktadanie — z elementéw powstajg nowe wirusy;

6. uwolnienie — wirus opuszcza komoérke.

Jak udowodniono semikonserwatywno§é — Meselson i Stahl (1958,
USA)

Czgsteczki . . . .
Przewidywania (wirowanie)

potomne
konserwatywny jedna ma obie nici po 1. rundzie: dwa pasma tej samej grubosci — u
(zachowawczy) stare, druga obie gory (1AN-14N) i u dotu (1°N-1°N); po 2.

nowe rundzie: grubsze u gory, ciensze u dotu
semikonserwatywny kazda ma jedna nic¢ po 1. rundzie: jedno pasmo posrodku (14N-12N);
(pétzachowawczy) stara i jedng nowa po 2. rundzie: dwa pasma tej samej grubosci — u

gory i posrodku

dyspersyjny kazda sktada sie z po 1. rundzie: jedno ciensze pasmo posrodku; po
(przypadkowy) fragmentéw nici starej 2. rundzie: jedno grubsze pasmo posrodku
i nowej

Problem: ktéry z trzech modeli opisuje replikacje? Hipoteza: model semikonserwatywny.

Metoda. Bakterie hodowano na podtozu z ciezkim izotopem azotu (15N), a potem przenoszono na
podtoze z lekkim (14N). Nowe nici wbudowywaty azot dostepny w podtozu. Stare nici zawieraty

wiec zawsze 15N, a nowe — zawsze 14N. Badano DNA po pierwszym i drugim podziale.

Czasteczki rozdzielano wirowaniem w gradiencie gestosci chlorku cezu (CsCl). Gestos¢ stezonego
roztworu rosnie ku dnu probéwki. Kazda czasteczka DNA zatrzymuje sie tam, gdzie jej gestosc

réwna sie gestosci roztworu, i tworzy pasmo. DNA z ESIN jest gestsze, wiec uktada sie blizej dna.
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Wynik: po 1. rundzie jedno pasmo posrodku, po 2. rundzie dwa pasma — u gory i posrodku. Préby

15 _

kontrolne: hodowla stale na #N daje pasma tylko u gory, a stale na tylko u dotu.

Whiosek: wynik zgadza sie z modelem semikonserwatywnym, wiec replikacja DNA jest

semikonserwatywna.

Geny — budowa

U wszystkich organizmow i wiekszosci wirusow gen to fragment DNA niosacy informacje
potrzebng do wytworzenia biatka lub RNA.

¢ Geny kodujace biatka. Jeden gen koduje jeden tancuch polipeptydowy. Jesli biatko ma kilka
réznych tancuchow (podjednostek), kazdy jest zapisany w innym genie.
¢ Geny kodujace RNA kodujg wszystkie rodzaje RNA z wyjatkiem mRNA.

Kazdy gen ma czesci strukturalne i czesci regulatorowe. Czesci regulatorowe uczestniczg w
regulacji odczytywania informacji. U eukariontéw czesc¢ strukturalna jest podzielona na:

e eksony — koduja kolejnos¢ aminokwaséw w biatku lub nukleotydéw w RNA;

e introny — nie petnia funkcji kodujacych.

Introny i czesci regulatorowe to sekwencje niekodujace genu. Ich udziat zalezy od organizmu. U
prostych organizmow, np. drozdzy, stanowia niewielkg czes¢ genu. U bardziej ztozonych, np.
kregowcow, sg znacznie dtuzsze od sekwencji kodujacych i moga przekracza¢ 90% genu.

Gdzie
gitownie

Typ genu Budowa

gen ciqgty brak intronéw; $rodek genu to wytacznie sekwencje prokarionty
kodujace, otoczone czesciami regulatorowymi

gen nieciqggty eksony przeplatane intronami, otoczone czesciami eukarionty

regulatorowymi

Genom — komplet informacji genetycznej

Genom to cata informacja genetyczna komaérki zapisana w DNA. Tym stowem nazywa sie tez
materiat genetyczny wiruséw (RNA lub DNA) i wiroidéw (RNA). Genom tworza geny oraz odcinki
DNA miedzy nimi, czyli pozagenowy DNA. Liczba gendéw i ilos¢ pozagenowego DNA s3 cechami
gatunkowymi. U cztowieka pozagenowy DNA to ok. 70% genomu.

Geny DNA pozagenowy
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eksony introny  czesci sekwencje pseudogeny pozostate
regulatorowe powtarzalne sekwencje

¢ Sekwencje powtarzalne to odcinki o dtugosci nawet 10 tys. pz z powtarzajacymi sie
sekwencjami nukleotydow. Wystepujg m.in. w centromerach (sekwencje centromerowe) i
telomerach (sekwencje telomerowe). Ich funkcje sg wcigz intensywnie badane.

¢ Pseudogeny to fragmenty podobne do genéw. Uwaza sie, ze kiedys byty czynnymi genami.

e Liczba gendw nie zalezy od wielkosci genomu. U organizméw o ztozonej budowie duza czesé

genomu zajmuje pozagenowy DNA, a geny majg introny, co dodatkowo powieksza genom.

Genom komérki prokariotycznej

e Chromosom bakteryjny to zwykle jedna czasteczka DNA o wielkosci kilku min pz, najczesciej
kolista. U niektérych bakterii chromosom tworzy wiecej czasteczek, np. u przecinkowca
cholery (Vibrio cholerae) dwie. Chromosom lezy w obszarze cytozolu zwanym nukleoidem.
Miesci sie tam dzieki biatkom, ktére tworzg centralny rdzen, z ktérego promieniscie wychodzi
40-50 skreconych petli DNA.

¢ Plazmidy to znacznie mniejsze, najczesciej koliste czasteczki DNA. Ich geny dotyczg cech
przydatnych, ale nie zawsze niezbednych, np. opornosci na antybiotyki. Bakteria moze mie¢
jeden lub wiele plazmidow, a kazdy nawet w kilkudziesieciu kopiach. Plazmidy replikuja sie
niezaleznie od chromosomu. Dlatego cze$¢ badaczy uwaza, ze nie nalezg do genomu

prokariotycznego.

Plazmid Wielko§¢ Bakteria Cecha

Col El 6,6 tys. pz pateczka okreznicy (Escherichia wytwarzanie toksyny zabijajacej inne
coli) bakterie

RP4 60 tys. pz pateczka ropy btekitnej opornosc¢ na tetracykline

(Pseudomonas aeruginosa)

Ti 206 tys. Agrobacterium tumefaciens wywotywanie guzowatych narosli na
pz korzeniach roslin dwulisciennych

Ciekawostka: najmniejsze genomy bakterii majg pasozyty i symbionty. Rekordzistka Tremblaya
princeps zyje w symbiozie z owadami z rzedu pluskwiakdéw. Jej genom ma 140 tys. pz i tylko 120

gendw.
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Genom komérki eukariotycznej

e Genomy eukariontéw sg bardzo duze: od kilku min do nawet 100 mld pz. Wielkos¢ wigze sie
przede wszystkim ze ztozonoscig organizmu. Najmniejsze majg proste eukarionty, m.in.
grzyby, a najwieksze — zaawansowane ewolucyjnie kregowce i rosliny okrytozalgzkowe.

¢ Genom jadrowy to przewazajgca cze$¢ genomu. Tworza go chromosomy eukariotyczne, czyli
dtugie liniowe czasteczki DNA zwigzane z histonami. Liczba chromosoméw to cecha gatunku
— najczesciej miesci sie w przedziale od kilku do kilkudziesieciu; w komdrkach somatycznych
cztowieka jest ich 46. Genom jadrowy koduje niemal wszystkie biatka i czasteczki RNA
komorki.

e Genom organellowy obejmuje genom mitochondrialny i chloroplastowy. Replikuje sie
niezaleznie od jadrowego. Przypomina genom prokariotyczny: zwykle tworza go koliste
czasteczki DNA z biatkami niehistonowymi, obecne w wielu kopiach (np. 10-100 czasteczek
w mitochondrium). Jego geny koduja tylko czes$¢ biatek i RNA potrzebnych organellum; reszte
koduje genom jadrowy. Dlatego mitochondria i chloroplasty to organella pétautonomiczne.

e Niektore eukarionty, np. drozdze Saccharomyces cerevisiae, maja tez plazmidy. Ich geny
pozwalajg np. syntetyzowacd nukleotydy, gdy brakuje ich w sSrodowisku.

e W komorce zwierzecej genom lezy w jadrze i mitochondriach, a w roslinnej — w jadrze,
mitochondriach i chloroplastach.

¢ Genom mitochondrialny cztowieka to kolista czasteczka DNA o dtugosci 16 569 pz z 37
genami. Jest maty, bo jego geny nie maja intronéw, a w jednym miejscu dwa geny zachodza
na siebie. Koduje tRNA i rRNA mitochondriéw oraz czes¢ biatek tancucha oddechowego.

Wielko§é genomu jgdrowego [mIn  Szacowana liczba

Organizm

genow

drozdze Saccharomyces 121 6100
cerevisiae

ryz 466 40 000
nicien Caenorhabditis elegans 97 19 000
muszka owocowa 180 14 000
kura domowa 1200 20 000
cztowiek 3200 20 000

Tabela pokazuje, ze liczba gendéw nie rosnie razem z wielkoscig genomu: ryz ma wiecej genéw niz
cztowiek.

17



Haplonty, diplonty i ilo§¢é DNA w cyklu komérkowym

Haplonty (m.in. bakterie i niektére protisty) maja genom pojedynczy (haploidalny, 1n). Diplonty
(wiekszos¢ eukariontow, m.in. cztowiek) majg genom podwajny (diploidalny, 2n). Bakteria przed

replikacja ma jedna kopie genomu (1n, 1c), a po replikacji dwie (1n, 2c).

Komoérki cztowieka
linii somatycznej (buduja 2n, 2c (jedna kopia genomu, tgcznie 3200 min pz) = replikacja = 2n, 4c
ciato, 2n, dzielg sie (dwie kopie, 6400 mIn pz) = mitoza — dwie komérki 2n, 2¢ (po 3200 min
mitotycznie) pz)
linii ptciowej (tworza 2n, 2¢ (3200 min pz) = replikacja = 2n, 4c (6400 min pz) = | i Il podziat
gamety, dzielg sie mejotyczny = cztery komérki 1n, 1c (pojedynczy genom, 1600 min pz)
mejotycznie, z redukcjg 2n
— 1n)

Genomy wirusow

Genomy wiruséw to DNA lub RNA. Liczba gendw jest rézna: od 3 u najprostszych wiruséw do
ponad 200 u wiruséw o ztozonej budowie. Wirusom wystarcza niewiele gendéw, bo korzystaja z
informacji genetycznej zakazonej komérki (gospodarza). Ich geny mogg zachodzi¢ na siebie, co
pozwala ciasniej upakowac informacje. Takie geny majg wspdlne sekwencje nukleotydéw, ale
koduja rézne biatka.

Przyktad: genom bakteriofaga ®X174 to kolista, jednoniciowa czasteczka DNA o dtugosci 5386
nukleotyddw (ok. 5,4 tys.). Ma 11 genéw (A-H), z ktorych czes$¢ zachodzi na siebie (Ai B, D i E).
Pozagenowy DNA to tylko 5% genomu.

Liczba nici Struktura

RNA lub DNA jednoniciowy, dwuniciowy lub jednoniciowy z fragmentami liniowy lub
dwuniciowymi kolisty

Co rozni DNA organizmow; gdzie powstajqg biatka

DNA myszy i kota (i wszystkich organizméw) jest zbudowane z tych samych 4 zasad, takich samych
nukleotyddw i takich samych wigzan. Pod wzgledem chemicznym rézni je sekwencja (kolejnosc)
zasad azotowych — i to ona niesie inng informacje genetyczna. Gatunki réznia sie tez wielkoscia
genomu, liczbg gendéw i liczbg chromosomoéw.
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Informacja z DNA jest realizowana w biatkach. Biatka powstajg podczas translacji na rybosomach
(zbudowanych m.in. z rRNA) — to one bezposrednio uczestnicza w taczeniu aminokwasow.
Szczegoty w lekcji 12.3.

Sprawdz sie

1. Cytozyna stanowi 18% zasad dwuniciowego DNA. lle procent stanowi adenina? Rozwigzanie: G =
18%, G+ C=36%,A+T=64%, wiec A =32%.

2. Zapisz ni¢ komplementarng do 5'-GCCATCATCCTTACC-3'. Rozwigzanie: 3'-
CGGTAGTAGGAATGG-5".

3. Podaj dwie réznice miedzy replikacjg u prokariontéw i eukariontéw. Przyktadowo: jedno miejsce

ori kontra wiele; chromosom kolisty kontra liniowy (patrz tabela w czesci o replikacji).

I\ Putapki: wigzania i obliczenia

e Dwa wiazania: fosfodiestrowe taczg nukleotydy wzdtuz nici, wodorowe t3czg zasady miedzy ni¢mi.
Pytanie ,co taczy nukleotydy w tancuchu?” — fosfodiestrowe.

e Chargaff: A=Ti G = C. Najpierw policz pare, ktérg znasz, potem odejmij od catosci i podziel przez 2.
Reguta dotyczy tylko DNA dwuniciowego.

e Replikacja pétzachowawcza — kazda czasteczka potomna ma 1 ni¢ starg + 1 nowa (nie ,dwie stare i
dwie nowe”).

e Ni¢ nowa w DNA ma T, nie U — U pojawia sie dopiero w RNA (transkrypcja).

e Organizmy rézni kolejnos¢ zasad, a nie rodzaj zasad czy budowa nukleotyddw.

I\ Putapki konkursowe — tu najczesciej tracisz punkty
e AtaczysiezT, Gz C — nie ,Az G". Zawsze puryne z pirymidyna.

e W RNA jest uracyl (U), nie tymina; RNA jest zwykle jednoniciowe (fragmenty dwuniciowe bywaja, a
dsRNA maja m.in. niektére wirusy).

e Deoksyryboza w DNA, ryboza w RNA — nie myli¢ cukrow.
¢ Kolejnosc¢ upakowania: helisa = nukleosom — chromatyna = chromosom.

e DNA jest tez poza jadrem — w mitochondriach (i chloroplastach roslin).
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I\ Putapki: replikacja, RNA, genomy

¢ Polimeraza DNA nie zaczyna sama — potrzebuje startera RNA od prymazy i doktada nukleotydy
tylko do konca 3'. Synteza zawsze biegnie 5’ — 3'.

¢ Fragmenty Okazaki powstajg na nici opéznionej, a nie wiodacej. Starter na nici wiodacej wstawia sie
raz.

e U E. coli polimeraza Ill buduje nici, a polimeraza | usuwa startery i wypetnia luki. U eukariontéow
gtébwne sg a i 6.

e Nukleosom to 4 pary histonow (8 czasteczek) plus nawiniety DNA. Histon tacznikowy jest osobnym,
dodatkowym biatkiem.

e Kodujacym RNA jest tylko mRNA (4-5%). Geny kodujace RNA odpowiadaja za wszystkie rodzaje
RNA poza mRNA.

e snRNA, miRNA i siRNA wystepuja tylko u eukariontéw; mRNA, rRNA i tRNA — u wszystkich
organizmow.

e Genom organellowy tworza zwykle koliste czasteczki DNA z biatkami niehistonowymi, a jagdrowy —
liniowe czasteczki z histonami.

e Wiekszy genom nie oznacza wiecej gendw (ryz 40 000 gendw, cztowiek ok. 20 000).

Mini-powtérka — zapamietaj 5 rzeczy

1. Nukleotyd = cukier + reszta fosforanowa + zasada azotowa.

2. Komplementarnosé: A-T, G-C (wigzania wodorowe), nici antyréwnolegte.
3. RNA: zwykle jedna ni¢, ryboza, uracyl zamiast tyminy; mRNA, tRNA, rRNA.
4. Upakowanie: helisa = nukleosom — chromatyna = chromosom.

5. Replikacja jest semikonserwatywna: kazda z dwdéch nowych czasteczek DNA ma jedng ni¢ starg
(matrycowa) i jedng nowa — dowiodto tego doswiadczenie Meselsona i Stahla.
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