TORTENETI ATTEKINTES

1842: Nigeli, kromoszomak leirasa

1860-: Mendel, 6roklédés szabalyai

1869: Miescher, nuclein (DNS)

1882: Flemming, chromatin {sejimag allomdnya}

1902: Sutton, kromoszémaeimeéliet

1906: Bateson, ,,genetika”

1946: Muller, rontgensugarak mutagén hatisa
(Nobel-dij)

1933: Morgan, kromoszomak szerepe az drikiésben
{(Nobel-dij)

1928: Griffith, DNS genetikai szerepe

1944-t61 DNS-alapt genetika



NUKLEINSAVAK

Miescher (1869) gennybal

Hidrolizis
@ Enyhe lag:
—— Nukleinsav (1IN NaOH, 25°)
\L @ . @ Erélyes lag
o
@ Nukleotidok (cc.NHj;, 180°)
@ D) sav
—> Nukleozidok + | H3;PO, i I-III enzim

[heterocikjusok [ I pentdz [

(pirimidin, purin) (ribéz v. 2-dezoxi-rib6z)

Cukorrész
HO—CH 2 o OH

RNS - ben B-D-ribéz
OH OH
HO —CH,, &

DNS - ben 2'dezoxi-B-D-ribéz
OH '



Heterociklusok

a.) Pirimidinek:

R = H uracil (RNS-ben)
R = CHj3 timin (DNS-ben)

b.) Purinok:

adenin

Tautomérin

Cil ==

citozin

guanin

@
@

T~Oh

“~NH,

LR ]



NUKLEOZIDOK

Heterociklusok (,,bézisok™) N-glikozidjai

SRS
ey e

HO Q HO a

R=H Q=O0OH citidin
uridin
Q=0H
R=CH; Q=H dezoxi-citidin
Q=H
NH, o
x x N A
SOIINRE 8¢
HO—W" N uo—\oq"I NZ" N,
HO aQ HO aQ

Q=0H adenozin Q=0H guanozin

Q=H dezoxi-adenozin Q=H dezoxi-guanozin



Szerkezet (Levene-Todd)
: Bézis és cukor minSsége

Savas hidrolfzis (glikozid!)
erélyes (N-glikozid)
pirimidin-glik. 10%-o0s HySO,4, 125°
purin-ghik. 0.01N H,504, 100
(katallzis) ¥
HoN o
=
P,
mw_l
HO OH

Cukeor kérosodik (dezoxi-rib6z elbomlik)
ribéz — furfurol

a) cukron nem reduk#l
e ——> glikozidos OH
b) bézison bonyoluit;
abs P
AcO  OAc

0C, Hy

r
=

o, o
¢

CHy

AcO

NH;/CH;0H
-0C,Hs—» ~NHz
-OAc—— -OH

citidin



{ NUKLEOTIDOK ]

Nukleozidok fosztorsav-észterei

S5 - Ad HO o Ad
Iy 1
3 z
HO O OH HO O OH
A ~ N
\P=0 O=P/
“NoH Ho”
adenozin-2"- (mono)-foszfit adenozin-3'-foszfit
2'-AMP 3-AMP
©o
o=P—0O o, M mindegyik
ST diaridon
pH 7-en!
HO OH
adenozin-5"-foszfat
5" AMP (AMP)
Ugyanigy mindegyik nukleozidbél
3-UMP 5'-CMP 2'-GMP

3-TMP 5'-dCMP = dezoxi-citidin-5"-foszf4t

stb.



? Védett nukleozid-szérmazék
a) Ribonukleozid
© - o=—C HO:
N e, T
" s X
1:::: . wd o,
e o~ 2, 3"-izopropilidén-szérm.
ketil)
v I -4 Csak 5 OH szabad

Csak 2' &3 3' szabad

b) Dezoxi-ribonukleozidok
o o. B s 5 B O°
—_—
L _P/kamhd
lu,o
S
csak 5' szabad
ey FoszforilezSszer
-n-cil,-—o)/

@ CH;—O
dibenzil foszfoklondit (Todd)

/GI
PGl + 30CHOH + 2 >—NMe

lbmuﬂ..tﬁzés



PL

©4CO o M

HO OH

Cl-PO(OCH, 0),
piridin

i |
w,co—w“ QSCOKJ

oCH 20/ H | \ OCH,o

80% AcOH

:
:

y o t.'.'o\/"“I
@CHzo ) HD /ocﬂzo
ocz0” | g I \ocnzo
H, /Pd H, /Pd
3-AMP 2-AMP

Kromatografidsan szétvilaszthaték!



NUKLEOTID KOENZIMEK

Koenzimek ~ az €15 sejt reagensei
Enzim nemfehérje része
apoenzim + koenzim = holoenzim

(fehérje)
Nukleozid-5'-foszfatok szdrmazékai

o . o o
| | il il
Ho—‘i-—o—;]b—o £ o B uo_ll,._.o_T__o_ll,_o - B
HO OH

HO OH

o

5'-difoszfatok 5'-trifoszfatok
(pirofoszfatok)

Minden nukleozidnak van ilyen szdrmazéka a sejtben
(nukleinsav szintézis 5'-trifoszfatokbél)
Legfontosabbak: adenozin-szérmazékok

ADP és ATP Energiahdztartis

NHo
N
N

o T o o < l
it i {
Ho—llbn-o—l'-o— \ o N

OH .

HO OH

ATP (adenozin-5'-trifoszfit)
WV
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i E ‘1:1, Nagy ,.energidjid”
HO_T_OH + HO—I—O—T-—-O—r_Ad S
OH oH i
ooz U o
mdésnak
atadva

AGp;gro ~ 8kcal/mél

(kozbnséges foszforsavészter

~ 3kcal/mél)
tarolds
Energia

} POgIl'lz - Atvitelen keresztiil
dtvitel

~p—OH
Oa, c.,o P! o )
> H
-t o e
OH
lebontis $_
(katabolikus CH,0PO4H, 3 g
folyamat) .
5 tézis
oscrorl enzim (MSunm
) I folyamat)
"1 ATP glilkdz .
CH20PO4H
i1
OH  OH
HO OH

X ~ nukleozid  dinuldeotid”
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®
O-—P—O—-P-—O
00
HO OH

Nikotinamid-adenin-dinukleotid
Az é15 sejt egyik oxidald (dehidrogénezd) szere

B H'T'_o""*-. . CONH,
= c-—H
H/J il dehldro énezd szer

I T

Mgt cONH,

\n=o

b hidrogénezd6 szer



Hidridion atvitel

M H
a” NAD® Cd
S ~H
enzim I enzim IT
A NADH + H® B
Pl.
CH —O .
H— ?—ou o ?
NAD HO—C—H
CH,OPOs Hy |
GHa
COOH c!°°"
H—C—OH NADH + H® ‘i‘=°
CHL,OPO.H CHy
Sztereoszelektivitds

n\ >~
ti:oou c ti. coorn
HO—?-—D + nap® TBH E + ¢"==o+ H®
L i;'- Sua
Q
H D
S
o C._ __CONH:
D £ o
- ] + u®
Q
glukonsav-
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?HZ—O—T—-O—T—O o
HO—C—H OH OH _\Q
HO——é—H HO OH
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o

Flavin-adenin-dinukleotid

l+2|-| [H:2+ H@vagy 2H- ]
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a, y -dihidroxi-

. B.B-dimetil- : NH,
: vajsav : N "
ciszteamin : P -alanin q: OH CH, « i ? ! ‘ ’J
HS—CH, CH, NH-—COCH, CH, nH-l—co-a:n—c—-cn,o—}f—o—#—o—cH, B A N
1
5 &hy | on| OH
1
= ~— = 1|I i_©O OH
pantoténsav : 1 HO"P\
: . oH
N . i . !
'v_ i
paatotein :
Y AN o
N W
pa.motsin-i‘-fordi: adenozin-3',5'-difoszfit
-atvitel

CH;—C—S—CoA

UDP-cukrok

HOCH;
o
HO

oH

HO OH

zsirok bioszintézise

--O——LO—IIE'—O——CHz o N
OH

Xy

HO OH

Uridin-difoszfo-gliikéz

Di- és poliszacharidok szintézise

glikozilcsoport atvitel



PL UDP-gliik6z + fruktéz —— UDP + szacharéz

Bioszintézis:
HO—y e -
o 8 L CI' 0"‘\_“"’ _
HOwm O-—I—OH - Ho—J;—o-—J;'-—oﬁ,‘T—o o. U
2 OH OH OH OH
HO OH :
HO OH
T 9
UDPgliikéz + HO ;_o_?_OH
OH OH
Kémiai szintézis
Pirofoszfat-kotés kialakitdsa két nukleotidbél
pl. DCC
W 3
1 1 e
R——O—-P—OIH + I-IO-Hl’—-O—R' + CgHyt—N=C=N—Cg Hqy
]
OH T OH pcc

piridin

o o H O H

Il 1 | I
R—O —P—0—P—0—R' + CgHit—N—C—N—Cg¢Hqq

OH OH Dcu



DNS sejtmag (bakterioffgok) timusz, halspermium
kromoszéma MS 108-1012!

RNS féleg plazma (nbvényi virusok) €lesztd
t&bb tipus: MS 10%-108

Nukleoproteid = nukleinsav + bézikus fehérje (hiszton)

Nukleinsav = polinukleotid

Foszforsav-diészter kotés (titrélas)

OH
Qo__ﬁ._oq .egyértéki” savak

i o
B—é—o—%——ou nuklcotid

o o
B—é—o—b—om nukleotid
o o
B—t—o —;l—ol-l nukleotid

o

B—C—0—b—oH nukleotid
‘!:
!



Hidrolfzis vi a
A) Ligos hidrolizis
Termék: 2'- &s 3'- monofoszfitok elegye
(Tipp: 2'-3" ktés)

Foszforsavészterek Iigos hidrolizise (Todd)

Foszforsav-tri-észter

o o Qe
H OH [

R—O— —R ————> R—O—P—0 + R—OH
OR OR

Tovabb nem megy!

Foszforsav-di-észter csak B—OH jelenlétében

o [= T
[
CH43 O— c“: c“z—o —#—mﬂg-—oi.i)cu 3O —CH, CH, —©O PI Y T:Véb'b
OCH,3 OCH,
20
o o )
En, © - o5, oo o b
HO— CH; CH_ ——o-—‘—-ocn, HO H,CH — &OF-rZCH;OH
OCH; T o
ez marad!
HO—CH,— ri::-!—cnz —oPo:e
o OH® OH
HO— CHo— ({.“H—CH: _O—Li OCHy,— > + CH3OH
OH o HO—CHz—C!‘:H—CI-{z—QH
o
\Poge
izomerizAacio.

Magyardzat: szomszédcsoport részvétel
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A S
5 ?;'I/jc"R O—-;:;/o -—(l: ?_
I il il g -
—c c— > —c g Ol o G ==
g | e gl |l Sp_—0
- o~ oH
ciklofoszfat | |
| |
B o
HO o A HO o ~ HO - A
TN e, | N |emen
—
o -1 o OH
H:;ip/o Nl Sp—on
[ s
o7 Tom:z wo” o o7 Nom:
J,OHE) s
4/\
X A
HO o A HO o
+
20
HO opPoi® . ©sPO OH

A vicin4lis OH-ra tehat sziikség van.
Nem lehet: 2'—3' vagy 2'—2" s 3'—3" (vagy 5'—5")

Két lehetSs€eg: 2'—5' vagy 3'—5'
B) Enzimes hidrolizis
Kiildnbdzd fajlagossigi enzimek
1) Foszfo-monoészterdz (PME)
nukleotid —— nukleozid + H3PO,
a, 3'-PME b, 5'-PME

2.) Foszfo-diészteraz (PDE)

a, Kigyéméreg-PDE



B
. O OH OH
Il —_—> + QOH
?—o OH H,O3P— OH

i
Qo—
1
i OH
csak 5'-foszfitok észtereit bontja! (Pu, Py)
b, Lép-PDE
B B
OH o . . OH
T —> + QOH
HO o— T—roq HO O—PO,H,
(]
OH !
csak 3'-foszfatok észtereit bontja! (Pu, Py)
kigyoméreg 1ép-PDE
RINS 1
\L PDE \L
nukleozid-5'-foszfatok nukleozid-B'—.foszfétok
Teljes hidrolizis!
Ebbél koté€sméd: 3'=5'
2 1 Ribonukleaz

Csak pirimidin nukleozid-3'-foszfatok észterei

® @ Py
OH fl’ ) O\P ~° OH
- HO o—p—o—a > HQ o~ Sou > HQ O—PO3H;

l
OH

[]

i

T csak ez
képzadik



Roviditések:

5 ) 31‘
— ApCHCBARGPGPUBAPCEGPOPUBURCEAPGRGPAPUS -
| RN&z
- ApCp Cp ApGpGpUp ApCp GpGpUp Up Cp ApGpGpApUp
l lig

pirimidin nukleozid- . purin nukleozid-
3'-foszfatok 2'- és 3'-foszfatok elegye

DNS kevesebb lehetGség

Enzimes hidrol. alapjén: csak 3'-5' kotés!



Kapcsolédési mod:

2.0
‘ 7 Q=H ~ DNS

9 Q=0H ~ RNS

NS cukor-foszfat lancolat

Kapcsolédasi sorrend ~ szekvencia

Holley (Nobel-dij ~ 1975)

Mirgpldegt kenks Sanger (Nobel-dij ~ 1980)
Részleges hidrolizis (pl. RIN4z)
Végcsoport meghat. (pl. PME)

Lépésenkénti lebontis



Nagyon egyszerd példa 2'-
p= 6&s foszfit elegye

Szintézis
Megfelelden védett nukleotidok Ssszekapcsoldsa

Dezoxi-sorban egyszeriibb  Todd (Nobel-dij ~ 1968)
Khorana (Nobel-dij ~ 1975)

T [A] T

A
H (o] H H o

* Il
O, OH uo—-P—o oac HO o—ll’—o OH

OH
1.) lug (Ac)
[a] 2.) 80% AcOH



T A I
H o H H
L * wo—b
T o_l—o OH HO—]--—O OAc
OH OH
| pcc/pyr ?
T A [ Ac=—cC— CHS
H o H H Tr = B3C—
L O_El— o o— ||i_0 OAc [ ] = N-acetilezett
OH OH
1.) lig (Ac)
2.) sav (Tr) g
Khorana, 1959
TpdApdC
Ribo-trinukleotid szint. ApApPA
Kiinduldsi anyagok:
Az A
1.) MMTrCI
OBz ) OH _B2,0
MMTrQ oPO,H, 2 BE0 opo, H, 8z0, OPO H,
kozépso 5'- terminalis
A A ABZ 2
OH  mmTrel ©OH BzCl OBz
—_—y —_—
HO, OH MMTrO OH MMTrQ 0&7
AZ2
oBz
H OBz

3'- terminélis



<D
< tritil = __ (savval kénnyebben
MMTr = monometoXi-tritil =MeO ; A
Bz o]

N

Bz,
o
u i OBz pcc o e
MMT o——*—-OH HO, oz MMT o—u——o
|
J’ sav
Bz,
- P Pl
OBz o
u. * o —oBz
i S el o—'u-—_a oBz
l oH OH
2Bz2 Bz, Ahz
o o oBz
Lo o—u—o o—!ln—o iz
oH OH
i lig (NH4 OH)
Khorana, 1966
ApApA

2x207 nukleotidbél 4116 DNS (Khorana, 1979)
speciilis (enzimes) médszerrel 8-12-es darabokbdl
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Organizmus Ezer bazispar Hossz (um)
Virusok
Polioma (SV40) 5.1 1.7
A fag 48,6 17
T2 fag 166 56
Vaccinia 190 65
Baktériumok
Mycoplasma 760 260
E. coli 4 000 1 360
Eukariotak
Elesztd 13 500 4 600
Muslica. 165 000 56 000
Ember 990 000

2 900 000



RESTRIKCIOS ENZIMEK

Baktériumokban pl. E. coliban Eco RI
kb. 100 féle ismert.

Has{tasi mechanizmus (,,palindrém’ szekvencianal)

5! GAATTC 3
3 CTTAAG 5
@ 6)

5! G+ AATTC 3

CORNCY)
3 CTEA L + §G——5

Konnyen tjra dsszekapesolhat6 ligdz-zal.



Allsti DINS-b5]1 restrikciés enzimmel

csak cgyszer
¢ fordulhat a5

Plsrmid
(baktr)

| meom

~

\Iﬁ
Ladz

Utéd A DNS

Afég A DNS

= baktériom
elpusztul, a X fig
kiszabadul

E.coli DNS Sejtfal

a A DNS Sb
bedipllése
az E.coli genom jiba

5. dbra. A plazmidok és a fég vektorok mikddési elve



Allati gént tartalmazd plazmid
..chiméra DNS”

|

Baktériumokban tovébb szaporithaté

B) m-RNS-bdl kiindulva

SEIT
lizolélés
clvilasztis
s —> AAAA
m-RINS
reverz transz-
kriptdz l
- 4 d(pppNs)
TTTT ~ < NaOH  , 2 A A
. TTTT
DNS-polim.
l 4 d(pppNs)
TTTT = S, --—-'—"'—
; ——— by ol
AAAA nukledz —

az m-RNS génje

l

Plazmid



term.

—— transzferaz
transzferiz pppC
pppC GG
cccc 66% ~cace
CCcC
Hibridiz4lds
ligdz
* osszekap-
csolds helye
O G G

Q
reparﬁcté S % \

Az m-RNS génjét
tartalmazé plazmid Baktériumban szaporithaté

Pl.: globin génje (m-RNS retikulocitakbdl izolalhatd)

Ugyanigy ,,szaporithatok’ a szintetikus gének
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UT A HUMAN GENOM FELDERITESEHEZ

): - W. F. Anderson elsé izben alkalmaz génterdpidt egy

immunrendszer betegségben szenved6 kislanynal
- A Department of Energy (IDE) és a National Institutes of
Health (NIH) beinditja a 15 évre tervezett Human
Genome Project-et.
Cél: gének lokalizilasa és bioldgiai vizsgdlata
az emberi genom 3 - 10° bazispiarnyi DNS-ének
szekvenaldsa

- Kaliforniai kutaték felfedezik, hogy egy gén a 19.
kromoszémdban szivinfarktus kockdzati tényezé. A gén
a lakossag 25-30%-4nak genomjdban azonosithato.
Klinikai teszt lehetdsége

- A Wellcome Trust (Nagy-Britannia) csatlakozik a genom
projekthez

- A DE beinditja a Microbial Genome Program-ot

- Craig Venter és munkatdrsai az Institute for Genomic
Research (Maryland) kutat6kdzpontban megfejtik az
influenza virus teljes genomjit a ,genome shotgun
sequencing” modszer segitségével

- Ian Wilmut és munkatdrsai Sk6cidban klénozzik a Dolly
névre keresztelt bardnyt egy felnétt anyajuh sejtjébol. Ez
az els6 nem-szexudlis Gton létrejétt él6lény!

- Az E. coli baktérium teljes genomjdnak megfejtése

- Egy tobbsejtii él6lény, a C. elegans nevii féreg teljes
genomjinak megfejtése

- A DOE Joint Genome Institute (genom-szekvenilé
kézpont) létrehozdsa Kalifornidban

- A muslica (Drosophila fruit fly) teljes genomjinak
felderitése



Tetracycline

‘tance
i
EcoR! -

Ampicillin
resistance

Origin of
replication

Plasmid pBR322

Figure 6-14

Genetic map of pBR322, a plasmid
with two genes for antibiotic
resistance. pBR322, like all other
plasmids, is a circular duplex DNA.

Genomic DNA

Fragmentation by shearing
or enzymatic digestion

Joining to A DNA pieces
in vitro packaging

Too small to be packaged.

1
O

Infective A virion
harboring foreign DNA

A virions harboring
fragments of foreign DNA

‘ Amplification by infection
of E. coli

Genomic library in A phage

A DNA

Removal of middie section

by restriction digestion

In vitro packaging of

recombinant molecule

Figure 6-16

A mutant of A phage can be used
as a cloning vector. The packaging
process selects DNA molecules tha
contain an insert.
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Original parent molecule

First-generation daughter molecules

Unwound Overwound



Replication




C-3’ endo (A form)

C-2’ endo (B form)



Major groove side Major groove side

H,N_,H._____ Hz
H A A
Ny, HNT
N—{ AN >

Glycosidic Glycosidic
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TABLE 27.1 Comparison of A-, B-, and Z-DNA
Helix type

A B L
Shape Broadest Intermediate  Narrowest
Rise per base pair 23 A 3.4 A 38 A
Helix diameter 25.5 A 23.7 A 18.4 A
Screw sense Right-handed Right-handed ILeft-handed
Glycosidic bond anti anti alternating

anti and syn
Base pairs per turn of helix 11 10.4 12
Pitch per turn of helix 253 A 35.4 A 45.6 A
T1lt of base pairs from 19° 1° 9
normal to helix axis
Major groove Narrow and Wide and Flat
very deep guite deep

Very narrow

and deep




—35 -10
5~~TTGACA TATAA T3 Standard promoter

5~~TNNCNCNCTTGAA CCCATN T~-3" Heat-shock promoter
5=~C TGGGNA TTGCA

3' Nitrogen-starvation promoter

Double-helical Unwound DNA
DNA (17 bp opened)

x/\/O\/Y

RNA polymerase



/ RNA polymerase

Rewinding /Template strand /Cﬂding strand Unwinding
3'r \
5 3 \
Nascent RNA‘?]NF‘ hybrid Elnngtatlﬂn
RNA elix site
5 ppp -

Movement
of polymerase



LUMEN INTESTINAL CELL BLOOD

Amino acids

Proteolytic
enzymes

= Amino
- acids
Peptidases

. Tripeptides
Dipeptides

Proteins

Amino-
eptidase |

Oligopeptides .
e S

C terminus



]
MNH _
EZ, E3 '

j!-.,. /_
__ To target
@ _.- protein

Isopeptide bonds



N-terminal
threonine
nucleophile

Top view

- Cap

> Proteasome

- Cap




W

b 2

|
== H
2
2-Q,p ,j | J zosp
s T
H“ﬁ CH;

Aldimine Quinonoid Ketimine Pyridoxamine phosphate
intermediate P



Aldimine Quinonoid
intermediate

Quinonoid Ketimine
intermediate



COO~

R

Pyridoxamine phosphate
(PMP)

Ketimine




Bond most nearly
perpendicular

to rt orbitals
/N
M 'R3
H C\

n orbitals



Aspartate Serine
aminotransferase hydroxymethyl-
transferase

Bond most nearly
perpendicular
to n orbitals



I
TABLE 23.1 Dependence of the
half-lives of cytosolic yeast
proteins on the nature of
their amino-terminal residues

Highly stabilizing residues
(ty,2 = 20 hours)
Ala Cys Gly Met
Pro Ser Thr Wal
Intrinsically destabilizing
residues
(£, = 2 to 30 minutes)
Arg His Ile Leu
Lys Phe Trp Tyr
Destabilizing residues after
chemical modification
(£1,2 = 3 to 30 minutes)
Asn Asp Gln Glu

Source: |. W, Tobias, T. E. Schrader,
G. Rocap, and A. Varshavsky. Science
254{1991)1374.
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