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4. NUKLEOTIDOK - NUKLEINSAVAK

[rta: Dr. Staub Mdria

A nukleinsavak az €16 szervezetek funkciojdban a genetikai informécio tarolasanak és
tovabbitasinak molekulai, a fehérjékkel egyiitt gyakran informdcids makromolekuldkmak
nevezziik 8ket. A nukleinsavak minden sejt fontos alkotéelemei, a sejtek szarazanyag tartal-
manak 5-15 %-at képviselik. Az elnevezés onnan szérmazik, hogy a dezoxiribonukleinsa-
vak (DNS) elész0r a sejtmagbol izolaltak (nukleusz), de ma mér tudjuk, hogy mind a DNS,
mind az RNS a sejt mds organellumaiban is eléfordul. A nukleinsavak nukleotid egységek-
bol épiilnek fel, hasonld elv alapjan, mint a fehérjék az aminosavakbél. Az informaciés mak-
romolekulakat megkiilénbozteti egymdstol az épitékovek milyensége, ill. sorrendje, igy a
fehérjék esetében a hisz aminosav szekvenciaja, az aminosavegységek R csoportjai, azok
terbeli elrendez8dése. A nukleinsavak esetében a megkiilénboztetd épitékovek a heterocik-
lusos gylriit tartalmazo négy bazis, ezek szekvencidja valamint a polinukleotid ldnc mésod-
lagos szerkezete.

Az egész €l0vildg esetében a DNS genetikai szerepe bizonyitott. Napjainkban euka-
riota sejtekbe is tudnak tisztitott DNS-szakaszokat juttatni (transzfekci6), amelyek integra-
16dnak a gazda DNS-be, és 1jj tulajdonségok, 4j enzimek jelennek meg a sejtben. A legizgal-
masabbak azok a kisérletek, amelyekben a bevitt gének nem csak egy sejtben, hanem egy
egész allatban megnyilvanulnak. Egérpetesejtbe mikro-injekcidval juttattik be a patkény
névekedési hormon gént. A megtermékenyitett petesejtbol szarmazo utédok (transzgenikus
egér) sejtjeiben a ndvekedési hormon génje nem csak beépiilt, hanem miksdétt is, amit bi-
zonyit, hogy az 0j gént hordoz6 egyedek kétszer nagyobbra néttek, mint a sziilék. Velesziile-
tett siilyos anyagesere-betegségek, kimutatott genetikai kdrosodésok esetében is megtértén-
tek az els6 probalkozasok az €p gén bevitelére (génterdpia), ami az oki gyogyitas irdnyaban
egy hatalmas [épés lehetne. A génterdpia bevezetéséig azonban még nagyon sok feladat 41l a
kutatok el6tt, a genetikai anyag sejten beliili szerkezetének, expresszidjanak a pontos megis-
meréseben.

A kisérletek tehdt nem csak azt bizonyitottak, hogy a DNS, a genetikai anyag az euka-
riotakban is 4tvihet6 kiilonféle fajok kozott, hanem azt is, hogy funkcidjat is megérzi az 0j
egyedben.

A teljesség kedvéért meg kell emliteniink, hogy az €18 szervezetek tilnyomé t5bbsé-
gében a DNS az 6r6k16d6 tulajdonsagokat hordozé anyag, néhany virus esetében ezt a szere-
pet azonban az RNS t6lti be. Az 4ltalanos tSrvényszeriiség tehdt az, hogy az 6rokl§dé tulaj-
donsagokat hordozé anyag mindig nukleinsav.

Az informéciotartalom a DNS-ben oriasi. Egyetlen embriondlis sejtben ugyan csak
nehany pikogram DNS van, ez azonban mintegy 100 000 kiilonb6z6 fehérje informdcidjaért
felel6s. Ezt a hatalmas ,,kodolokapacitast”, az informacios bank mitkodését, atforditdsat az
egyedre jellemzd tulajdonsagokka, azaz a fenotipus megnyilvanulasét elsésorban a DNS ké-
mia szerkezete hatdrozza meg.

R R
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4.1. A nukleinsavak épitékévei

A DNS-t felépité egységeket dezoxiribonukleotidoknak, az RNS-t felépitd egysége-
ket pedig ribonukleotidoknak nevezzitk. Minden nukleotid hdrom részbd! all:

1) N-tartalmt heterociklusos bazisbol, amely purin- vagy primidinszdrmazék;

2) egy pentoz egységbdl, ami ribdz vagy dezoxiriboz;

3) foszforsavbél.

A nukleotidok altalanos képletét mutatja a 4-1. dbra.

v p a Bazis
OH OH  OH
] 1
HO-P-~0O-P-0-P-0-CH
Il I I 2 0
0 0 0

H H
OH OH

J
NMP
NDP !
NTP |

4-1, abra
A nukleotidok altalanos képlete

A DNS-ben négy dezoxiribonukleotid fordul elé, amelyek a heterociklusos bazisban
kiilénbéznek egymdastdl, hasonldéan az RNS-t négy ribonukleotid egység épiti fel. A
purinbazisok mindkét nukleinsavban az adenin és a guanin, a pirimidinbéazisok a DNS-ben, a
citozin ¢s a timin, az RNS-ben, a citozin és az uracil. A purin- és pirimidinbazisok képletét
mutatja a 4-2. ¢bra. a purin- és pirimidinvazat a szokdsos szdmozassal,

6 ; NH, C .
1 N8N = N
N \>8 N \> HN \>
AN N SN
N-4 N N N N N
5 H oo N H
Purin Adenin Guanin
NH, O 0
4
CH
NF i 5 N ‘ HN/ME HN)E/ 3
A '
2KN ¢ 07N OJ\N 0PN
7 H H H
Pirimidin Citozin Uracil Timin
4-2, abra

A purin- és pirimidin-gyQrQ és a nukleo-bazisok
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4.1. A NUKLEINSAVAK EPITOKOVE]

A két nukleinsav k6zott a legfobb killonbség a cukor komponensben van, a DNS-ben
2-dezoxi-D-riboz, az RNS-ben D-ribéz fordul el§ (4-3. dabra). A pentdz szénatomjainak a
szamozasat a mellé irt vessz8vel kiilonboztetjiik meg a bazis atomjainak szamozasatol,

A pentdzok a heterociklusos bazisokhoz B-N-glikozidos kétéssel kapcsolodnak. A
B-N-glikozidos kotés a cukor I'-szénatomja és a puringylirii 9-es N atomja, illetve a
pirimidingytirQi 1-es N atomja kz6tt jon 1étre, A nukleinsavak nukleotidjaiban a foszfateso-
porta pentdz 5' szénatomjahoz kapcsolddik észterkdtéssel. A szervezetben uralkodé pH-nal
a foszfat észterek anion formaban vannak jelen.

CH,OH CH,OH
5 5
&

2'dezoxi-f-D-ribdz B-D-ribdz
4-3. dbra
A DNS és RNS cukor komponensei

4.1.1. A purin- és pirimidin bazisok

srvg

A purinvéz egy pirimidin- és egy imidazolgyiir(i kondenzéacitjaval jon létre. Mindkét
gylirlinek kifejezett aromas jellege van, igy a purin is aromas vegyiilet. A sejtekben a szabad
nukleotid bazisok csak nyomokban fordulnak elé, az eukariota sejtek nem is tudjak haszno-
sitani az extracelluldris szabad pirimidin bazisokat. A pirimidingyliri plandris szerkezetii
molekula, a puringyliril is csak kissé tér el a plandris szerkezettél. A bazisoknak a planaris
szerkezete, a hidrogénkotést kialakité képessége a biolégiai funkci6 szempontjabé! rendki-
viil fontos. A nukleinsavakban eléfordulé pirimidinszarmazékok az Uracil, Timin és a Cito-
zin; a purinszarmazékok az Adenin és a Guanin (4-2. abra). A bazisok nevét altalaban nagy-
betfivel {rjak és a név elsd betijével roviditik. A DNS-ben a hidrogénkétések kialakitasaban
a purin gylrli 1-es N, €s a pirimidingytirii 3-as helyén 16v6 -NH-csoportok jatszanak szere-
pet. A funkcionalis csoportok koziil pedig az Adenin, Guanin és Citozin aminocsoportjai és
az erGsen elektronegativ oxigénatomok vesznek részt a hidrogénkotésekben.

A pirimidin- és purinbazisok vizben nagyon rosszul oldédnak, enyhén bazikus mole-
kuldk. A kdrnyezet pH-jato] fiiggéen két tautomér formaban is eléfordulhatnak. Neutralis
pH-nal a bézisok laktam formdaja a stabilabb, kiils§ hatasokra azonban a laktim forma is ki-
alakulhat a nukleinsavban, ami a molekula informacié tartalmat véltoztathatja meg, és a mu-
taciok egyik oka lehet. A 4-4. dbran lathaté az uracil tautomerizacidja.

OH (e}
=

L) = ]

BN A
HO™ N 07N
H
laktim laktam

4-4, abra

Az uracil tautomer formai




4, NUKLEOTIDOK -~ NUKLEINSAVAK

A fent emlitett négy bazison kiviil kis mennyiségben un. minor vagy ritka bazisok is
eléfordulnak a nukleinsavakban. Hyen ritka bazisok a 5-metil-citozin, 5-hidroxi-metil cito-
zin, 6-N-metiladenin, 2-N-metil-guanin, pseudo-uridin stb. A ritka bazisok elsésorban a
tRNS-ben fordulnak el, azok bazistartalmanak kb. 10%-4t teszik ki. Eddig mintegy 6tven
kilonféle ritka bazist mutattak ki, a legegyszeriibb ritka bazisok lathatdk a 4-5. dbrdn, A rit-
ka bazisok a nukleinsav masodlagos moédositasival jonnek 1étre és fontos szerepilk van
egyes szakaszok informéacidtartalmanak megvaltoztatasaban.

H o~ N-H, NH,
N
N1/6 5 78\> Nad S CHs
2 4 g J{ 6
Hkﬁj N e Bt
H H
6-N-metil-adenin 5-metil-citozin
O NH,
HNZE 5 1A NZ4 gy—CH,OH
dz s ¢ % l
— 3 9 248
CH, — HN XN N o N
H H H
2-N-metil-guanin 5-hidroxi-metil-citozin
4-5. dbra

Ritka bazisok

A metilalt bazisok a DNS-ben fordulnak eld, funkcionélis jelek bizonyos fehérjék
szdmara, amelyek a DNS-szintézis inditdsahoz vagy rekombindcidjahoz szikségesek. A
metilcsoportok a kész DNS-re keriilnek, az S-adenozil-metionin (SAM) és Dam-metilaz en-
zim (adenint metilal), illetve Dem-metilaz (citozin oldallincot metilal) kzvetitésével.

A bézisok jellegzetes fényelnyelést mutatnak 250-280 nm hulldmhosszisagn tarto-
manyban. Ezt a tulajdonsagot fel lehet haszndlni a bazisok, nukleozidok és nukleotidok, sét
anukleinsavak mennyiségi mérésére és a nukleinsavak szerkezetvaltozdsinak kovetesére.

4,1.2. A nukleozidok

A nukleozidok bazisokbél és cukorbol llnak, ennek alapjan ribonukleozidokrol és
dezoxiribonukleozidokrél beszélhetiink. A sejtek ezeket is alacsony koncentracioban tartal-
mazzak, és a nukleotidok hidrolizisének termékei. Az extracellularis nukleozidokat a sejtek
hasznositjak, nukleotidokka foszforilaljak. Vizben jobban oldédnak, mint a megfeleld sza-
bad bazisok, liggal szemben a glikozidos kétés ellendlld. Savval szemben a purin nuk-
leozidok érzékenyebbek, mint a pirimidin nukleozidok. A molekuldban térténd tajékozodas
érdekében nem csak a bazisok atomjait szamozzuk meg (4:2. dbra), hanem a rib6z atomjait
is, amelyeket vesszével kiilonboztetiink meg a bazis atomjaitol (4-3. dbra). A nukleinsavak-
ban eldfordulé nukleozidok neve: adenozin-dezoxiadenozin; guanozin-dezoxiguanozin;
uridin ~ dezoxiuridin; citidin — dezoxicitidin; és timidin. Az utébbi dezoxitimidint jelent,
amely a DNS-ben fordul el6, kis mennyiségben a tRNS-ben ribo-timidin is eléfordul. A nuk-
leozidok nevét altalaban kisbetiivel irjuk, dsszefoglalva a 4-1. tdbldzatban lathatok.

18 |
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4-1. tablazat Bazisok, nukleozidok és nukleotidok

Bazis Nukleozid Nukleotid Rovidités
RNS DNS
Adenin Adenozin Adenilsav AMP dAMP
Guanin Guanozin Guanilsav GMP dGMP
Citozin Citidin Citidilsav CMP dCMP
Timin Timidin Timidilsav dTMP
Uracil Uridin Uridilsav UMP

4.1.3. A nukleotidok

A nukleotidok a nukleozidok foszforsavval alkotott észterei, a nukleinsavak épitéko-
vei, de szabad forméban is jelentds mennyiségben megtalalhatok a sejtekben. A foszforsav
észterkotéssel kapesolodik a cukor komponens barmely ~OH csoportjahoz, neutralis pH-nal
a foszfat két negativ toltéssel rendelkezik. A molekulaban két plandris gylirii talalhaté, az
egyik a ribofurandz, a masik a bazis gyfirije. A két gylirl az egyik lehetséges konformacié-
ban a ribofurandz-gylirli 2'-hidrogén vagy hidroxil csoportja kozel keriil a purin 3-as N
atomjéhoz, illetve a pirimidinek 2-es O atomjdhoz. Ezt nevezik ,,syn " konformdcionak, az
ettél 180 °C-al elforditott allapotot pedig ,,anti ” konformacidnak (4-6. dbra). Az utobbi eset-
ben a bazis és a cukor az N-glikozidos kétés ellentétes oldalan van, egymadstél tdvol. Ez a
konforméacios lehetdség jelentdsen befolydsolja a polinukleotid méasodlagos szerkezetét. Ez
azt is jelenti, hogy az N-glikozidos k6tés mentén a két gyliri viszonya megvaltozhat nem-
csak a nukleotidban, hanem a makromolekuldban is, masszdval az N-glikozidos kotés men-
tén a két gyiiri elforduthat.

A nukleotidok legfontosabb szerepe, hogy prekurzorai a DNS- és RNS-szintézisnek.
A nukleinsav-szintézis soran az NTP-k a molekula végén 1évé pirofoszfat hidrolizise utin

4-6, abra
Az ,anti" (leggyakoribb) és ,syn” konformacid a nukleotidokban
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4-7. dbra

UDP-glukoéz (uridin-difoszfat-glukoz)

monofoszfat egységenként polimerizalédnak makromolekulava. Valamennyi funkcidjuk-
ban a nukleotidok B- és y-foszfat-savanhidrid kotés kémiai energidja hasznalodik fel j ko-
valens kotések kialakitdsahoz.

NH,
N
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CDP-kolin (citidin-difoszfat-kolin)
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N
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| |
N OH HO OH HOO
I
] R,-C-0-CH
O
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CDP-DAG (citidin-difoszfat-diacil-glicerol)

4-8, abra
CDP-DAG (citidin-difoszfat-diacil-glicerol)
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A nukleotidok a sejtekben kis részben monofoszfatok, nagyobbrészt difoszfatok és
trifoszfatok formajaban fordulnak el6. Az altalanos képlet a 4-7. dbrdn lathaté, roviditésiik
pedig: NMP-dNMP; NDP-dNDP; NTP-dNTP. A pentdz gyfiri 5'-OH csoportjdhoz, észter-
kétessel kapesolodo elsé foszfatot alfa, a savanhidrid kétéssel kapesolodd masodikat béta, a
harmadikat ganuna-foszfatnak nevezziik. A nukleotid di- és trifoszfatok kétérték(i kationok-
kal komplexeket képeznek, a sejtekben Mg? komplexek forméjéban fordulnak els. A
NTP-k és NDP-k koncentracié meghatarozasanak legegyszertibb médja a nukleotidkeverék
hidrolizise 1,0 N HCl jelenlétében 100°C-on, ilyen kériilmények kozott csak a gamma és a
béta foszfat hidrolizal a nukleotidrél, amit foszfat-ion meghatarozassal mérhetiink.

A sejtben szabadon eléforduléd nukleotidok kiilénbdzé funkeiéval rendelkeznek. Az
ATP a kémiai energia tarolasanak és transzportjanak fontos anyaga. A sejtlégzés sordn
ADP-b6l ATP keletkezik, és ebben a formaban tarolddik a tapanyagok elégetése soran kelet-
kezett energia. A nukleotidoknak egy masik fontos szerepe, hogy egyes anyagcsere-folya-
matokban ,,aktivalnak”, magasabb energidjii forméba juttatnak molekuldkat. Az uridin-tri-
foszfat (UTP) a poliszaharidok bioszintézisében t5lt be ilyen szerepet, az UDP-glukoz (4-7.
abra) a szintézis kiinduldsi anyaga.

Hasonlo szerepet 161t be a citidin-trifoszfat (CTP) a membranok foszfolipid bioszinté-
ziseben. Egyik ilyen intermedier a citidin-difoszfat-kolin (CDP-kolin) és a citidin-difosz-
fat-diacil-glicerol (CDP-DAG) (4-8. dbra).

A nukleotidok, igy az ADP szdmos koenzimnek is alkotérésze (NAD, FAD), ame-
lyeked] kiilon fejezetben szolunk.

Az anyagcsere-folyamatok szabalyozasaban is résztvesznek nukleotidszdrmazékok,
amelyek rendkiviil kis koncentracidban fordulnak el§ a sejtekben. Szdmos hormon ugy fejti

Adenin

Guanin

cGMP (guanozin 3.5'-ciklikus foszfat)

4-9, dbra
cGMP (guanozin 3',5'-ciklikus foszfat)
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4-10. abra

ppGpp (guanozin &'-difoszfat 3'-difoszfat, guanozin tetrafoszfat)
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(2,6,8-trihidroxi-purin)

Inozin
4-11. dbra
Nukleotid anyagcsere kdzti és végtermékei
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CH, - N N
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0 r}l N
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Koffein
(1,3,7-trimetil-xantin)
4-12, dbra

A xantin metilszarmazékai

1 a hatdsat, hogy k6t6dve a célsejthez, kivéltja a ciklikus-adenozin monofoszfat (cAMP)
zintézisét ATP-bOl. A cAMP tovabbi szabéalyozasi folyamatsort indit el a sejtekben, fokoz-
a egyes fehérjefoszfolilalé enzimek mitkddését. Masik két a szabalyozashan kitiintetett
wkleotid a guanozin-3', 5'-ciklikus monofoszfat (cGMP) és a guanozin-tetrafoszfat (4-9.,
-10. dbra). Az elébbi szdmos extracellularis hatast, az utdbbi a baktériumok géntranszkrip-
i0jat szabalyozza.

Anyagceserefolyamatokban is szamos nukleotid fordul eld. A purin- és pirimidinnuk-
sotidokat minden sejt képes maga eldallitani a szénhidrat és aminosav anyagcsere koztiter-
1€keibol, ezeket az anyagcserefolyamatokat ,,de novo” bioszintetikus utnak nevezzik. A
urin bioszintézis egyik fontos koztiterméke az inozin (4-11. dbra), illetve az inozin-mo-
ofoszfat (IMP). A purinnukleotidok szintézisének és lebontdsanak koztitermékei a hipo-
antin (6-hidroxi-purin), és a xantin (2,6,-dihidroxi-purin} valamint a higysav (2,6,8-trihid-
oxi-purin) szintén purin szarmazék (4-11. dbra).

Navényekbo! izolalhatd szémos olyan anyag (alkaloid), amelyik élettani hatdsat an-
ak koOszonheti, hogy purinszarmazék. A legismertebbek a kakadbol szarmazoé teobromin
3,7-dimetil-xantin), a tealevélbol szarmazé teofillin (1,3-dimetil-xantin) és a kdvéban eld-
orduld koffein (1,3,7 - trimetil-xantin) (4-12. dbra).

4.1.4. Bazis- és nukleozidanalégok

A természetes bazisokkal, nukleozidokkal nagyfoki szerkezeti hasonldsagot mutaté
egyliletek tartoznak ebbe a csoportba. Jelentdségiik, hogy a hasonldsdg miatt az €16 szerve-
etekben, a sejtekben helyettesithetik a természetes nukleozidokat, ez a helyettesités azon-
an nem tokéletes, emiatt gatoljak a nukleotid anyageserét vagy a polinukleotidok szintézi-
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3'-azido-2',3'-didezoxi-timidin Allapurinol
(AZT) (4-hodroxi-pirazo-pirimidin)
4-13, dbra

Aza- és azidoszarmazékok

sét. Ezeket az anyagokat széles korben alkalmazzak az anyagesere-folyamatok pontos meg-
ismerését célzé biokémiai kutatasokban, de ami ennél is fontosabb a human kemoterapia-
ban, azzal a céllal, hogy a daganatos sejtek nukleinsav-szintézisét, osztodasat gatoljak.

A nukleozid analégok a sejtekben 4ltalaban nukleotid hianyt okoznak, mivel gatoljak
a bioszintézis valamely pontjat, amely végiil nukleinsav-szintézis és sejtosztodas-gatlasban
realizalodik. A nukleoid anyageserét gatlé nukleozidanalogokat antimetabolitoknalk is $20-
kas nevezni. Vannak olyan analégok, amelyek beépiilhetnek a nukleinsavakba is. Az analo-
got tartalmazd nukleinsav azonban kémiai szerkezetvaltozasok miatt nem tudja betdlteni
funkciojat (pl. a méasolé rendszer mitkddését zavarja), ilyen médon vezet a sejtosztodas gat-
lasahoz.

A virusok (antiviralis szerek) és az emlds sejtek szaporodasat gatld gy()gyszerek
(citosztatikumok) legnagyobb része a nukleozidanalégok csoportjaba sorolhatd, alapjat ke-
pezik a daganatos és virusos betegségek kemoterapias kezelésének. Nagyon fontos kévetel-
mény a nukleozidanalégokkal szemben, hogy lehetSleg csak a daganatsejtre vagy a virussal
fertézott sejtre hassanak. Mivel az alapvetd biokémiai folyamatok csaknem azonosak az €p:
a daganatosan transzformalt vagy a virussal fertézott sejtekben, ezta feltételt a IegnehezebP
teljesiteni. Ez az oka annak, hogy ebbe a csoportba tartozo anyagok altalaban minden Séqt
osztodasat gatoljék, karositva ezzel a szervezet szamos fontos funkciojat, elssorban & Vo
1os- és fehérvérsejtek képz8dését a csontveldben.

Az aza- és azidoszdrmazékok

Ezekben a szarmazékokban a purin- vagy pirimidingy(iriben egy szén
nitrogénatom taldlhaté. Ilyen szarmazék a 8-aza-guanin vagy 8-aza-guanozin,

atom helyetl:
amelyek be-

i
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éptilhetnek az RNS-be, igy gatoljak a fehérjeszintézist. A 6-aza-uracil és a G-aza-uridin az
UMP-szintézist gatoljak (4-13. dbra). Gyakorlatilag minden természetes bazisnak eldalli-
tottak az aza-szarmazékéat. Az Allopurinol (4-hidroxi-pirazo-pirimidin) is ide sorothato,
amely gatolja a purinanyagcsere végtermékének, a htigysavnak a felhalmozddasat a kész-
vényben (4-13. dbra).

Az utdébbi évek legveszélyesebb virusfertdzésének, az immunrendszert karosits
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) betegségnek a leghatdsosabb gybgyszere
is azidoszdrmazék, Nj-at tartalmaz a dezoxiribézgytriiben a 3'-OH csoport helyett
(azido-timidin = AZT). A betegséget okozd HIV virus (Human Immunodeficiancy Virus)
szaporoddsat gatolja, a virus reverz transzkriptdz enzim gatlasaval (4-13. dbra), miutén a
sejtben trifoszfatta alakult.

Tioszdrmazékok

A termeszetes nukleo-bazis OH-csoportja helyett -SH (szulfhidril, merkapto) csoport
van. llyen vegytilet a 6-merkapto-purin, amely a hipoxatin (6-hidroxi-purin) analdgja. A sej-
tekben az AMP és GMP szintézisét gétolja, aminek kovetkezménye a nukleinsav szintézis
gatlas (4-14. dbraj. Az azatioprinbél a sejtek 6-merkaptopurint készitenek, ezért alkalmaz-
hat6 citosztatikumként, illetve immunszupressziv szerként a szervatiiltetéseknél,

Halogénszdrmazékok

A pirimidinek kérében a leggyakoribbak. A halogén atom leggyakrabban a pirimi-
dingyiirli 5-6s C-atomjdhoz kapcsolodik, ahova a metilcsoport a timinben. Az 5-F-szarma-
z€kok a F-atom kis mérete miatt az uracil anal6gjai (4-14. dbra), mig a Cl-, Br- és I-szdrma-
z€kok az atomok nagyobb térkitsltése miatt a -CHj-csoport, igy a timin analogjai. A halo-
sén-pirimidinek  dezoxiriboz-szarmazékai a DNS-szintézist gatoljdk. Beépiilhetnek a
INS-be, ezzel mutacidkat okozhatnak. Az 5-I-dezoxiuridin oldatat példaul szemeseppként
1asznaljék virusos két6hartya-gyulladas kezelésére (4-14. dbra).

Cukorszdrmazékok

A 1ibdz- vagy dezoxiribézgyiirii helyett egy masik szénhidrat van, vagy a ribézgyiiriit
nodositjdk. Az akut leukémidk kezelésében alkalmazzak az arabinozil-citozin-t (ara-C). Ez
-nukleozid a sejtekben ara-CTP-vé alakul a megfeleld kindz enzimek segitségével, és ez a
ICTP analbgjaként gétolja a DNS-szintézisért felelds DNS-polimerazt (4-15. dbra).

A di-dezoxi-szdrmazékokban a riboz-gyiirtiben nem csak 2'-es, hanem a 3'-as C-ato-
a0n s hidnyzik az -OH csoport. Ezek a szdrmazékok beéplilnek a DNS-be, de azutén lellit-
ik a ldnc tovabbi épitését, elongaciojat, igy gatolva a DNS-szintézist. Minden nukleozid
i-dezoxi-szarmazékét elballitottak, melyeket a DNS-szekvencia meghatirozdsiban hasz-
dlnak. A 2' -3'-didezoxicitidint (ddC) az AIDS kezelésében is bevezették (4-15. dbra).

Napjainkban a leghatésosabb virus elleni gyogyszer is cukorszarmazék, a ribdz he-
rett a bazishoz egy hidroxi-etoxi-metil csoport kapcsolédik, A 9-(2-hidroxi-etoxi-metil)-
uanin (acyclovir, ACV, Zovirax, 4-/5. abra) a herpes-virusok specifikus gatldszere, amely
zért jelentds, mert nem toxikus egyeb sejtekre. Szelektivitdsa annak kdszonhets, hogy csak
virus tudja aktiv metabolittd alakitani a nukleozid analogot, amely gétolja a virus DNS
fintézisét. A gazdasejt foszforildlo enzime nem aktivdlja az anal6got, igy nem is lesz toxi-
1s a gybdgyszer a virussal nem fertézétt sejtekben.
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4.2. A polinukleotid ldnc elsédleges
és mdsodlagos szerkezete

A nukleinsavakat nukleotid monofoszf{at egységek épitik fel, polinukleotid lancot al-
<otva. A polinukleotid lanc gerincét riboz-foszfat vagy dezoxiribdz-foszfat egységek ismét-
bdése képezi. A pentoz gylirlinek az 5°-hidroxil csoportja foszfat-észter kdtéssel kapcesoio-
1ik a szomszédos rib6z gytirfl 3°-hidroxil csoportjahoz. {gy a foszfodiészter-rib6z gerincet a
nolekuldban 5°-3” diészter k6tések tartjak dssze. A nitrogént tartalmazd bazisok kilégnak a
‘oszfodiészter-riboz gerincbol (4.16. abra).
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4-16. abra

A polinukleotid tanc cukor-foszfat vaza és a bazisok

A polinukleotid lancnak az utolsd nukleotidja a lanc egyik végén szabad 5° fosz-
at-csoporttal, a masik végén szabad 3’-hidroxil csoporttal végzédik. A polinukleotid lanc
idzisszekvenciajt 5°-> 3” irdnyban irjuk fel megéllapodés szerint, azaz az 5° véget a bal ol-
lalra, a 3° véget a jobb oldalra irjuk. A nukleinsav molekul4nak az elején szabad 5°-P, a vé-
#n pedig szabad 3’-OH csoport van, ezt nevezzilk a molekula polaritisinak. A
wolinukleotid lanc felépitésének az elve azonos a DNS és az RNS molekula esetében.

A r6videbb lancokat oligo-nukleotidoknak nevezzik, rdviditésik kiilénféleképpen
Srténhet. Egyik lehet6séget mutatja a 4-17. dbra.
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4-17. &bra

ACG trinukleotid

Az dbrén lathato betiik (A, C, G) a bazisokat jelentik, a fiiggdleges vonal ribozt vagy a
dezoxiribozt, a P pedig a foszfodiészter kotest, a trinukleotid roviditése pApCpG vagy ACG.
A megéllapodas szerint az ACG szimbolum azt jelenti, hogy 2 dezoxiadenozinnak szabad
5°_foszfat vége van, a dezoxiguanozinnak pedig 3’-OH vége.

Ha a DNS- vagy RNS-lancot épitéelemeire bontjuk nukleozid-monofoszfatokat ka-
punk. A foszfodiészter kotések hasitasa a lanc barmelyik végén elkezd8dhet. A kortilmeé-
nyek hatarozzék meg azt, hogy a keletkezett nukleotidok a foszfat-csoportot a ribdz 5 vagy
a 3’ végen tartalmazzak. Tehat a nukleinsavbontas végtermékei nukleozid-3’-monofosz-
fatok vagy nukleozid-5’-monofoszfatok lehetnek. A nukleozid-monofoszfatoknak nukleo-
7id 5° -trifoszfatta kell alakulni a sejtben, hogy a polinukleotid lanc, az RNS vagy DNS szin-
tézisének cléanyagai, prekurzorai legyenek. A nukleinsavakat szintetizald enzimek, a DNS-
vagy RNS-polimerdzok csak nukleozid 5’ _trifoszfatokat tudnak prekurzorként felhasznélni
anukleinsav szintéziséhez. A polinukleotid lanc szintézise ugy torténik, hogy egy nukleozid
trifoszfatbol pirofoszfat lehasadésa utdn (ez szolgéltatja az energiat) a nukleozid-5’-mo-
nofoszfat egység kapesolodik egy indito révid oligo-nukleotid ldnc 3’-OH végéhez. A
nukleotid monofoszfat egységeket dsszekotd fosztodiészter kotéseket a nukledzok tudjak el-
hasitani egy vizmolekula felhaszalasaval. A nukleazok vagy a lanc végén (exonukleazok)
vagy kozti diészterkdtéseket hasitanak (endonukleazok). A bazishoz viszonyitva a hasitds
lehet proximalis (p-exonukledz), amely 5°.P-végeket vagy disztalis (d-exonukledz), ami
3°-P-végeket eredményez. Példaul a kigyomereg foszfo-diészterdz 5°-P-dANMP-t, mig a 1ép
hasonlé enzime 3°-P-dNMP-kre bontja a DNS-t. Az egyszerli nukleazok nem specifikusak a
bazisokra, barmely lancvégi vagy lanckdzi kotest hasftanak a polinukleotid lancban. Létez-
nek azonban baktériumokban révid nukkotidszekvenciara specifikus nukleazok, amelyeket
restrikciés endonukledzoknak nevezink, nélkiilik a génmanipulaciot, a DNS-rekombiné-
cibs technikat nem lehetett volna megvalositani. Példakat az Orvosi biokémia konyvben ta-
lalnak.

4.2.1. A DNS kettés helix

Miutén 1944-ben kideriilt, hogy a DNS felelés a genetikai informacio tovabbitaséert,
szerkezetének kutatdsa nagy intenzitdssal megindult. James Watson és Francis Crick
1953-ban lefrtak, hogy a dezoxiribonukleinsav kettds helix szerkezettel rendelkezik. A ket-
t8s hélix modellt a tisztitott DNS réntgendiffrakcios vizsgélataira, valamint annak kémial
analizisére alapoztik.

A rontgendiffrakcios felvételek azt mutattak, hogy a DNS nativ allapota a dupla hélix.
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A komplementer bézisparok a H-kotésekkel

mmelyben két polinukleotid ldnc van egymasra feltekerve. A hélix szerkezete szabalyos, a
anctekeredés egy teljes fordulata 3,4 nm tavolsdgban van. Mivel az egyes nukkotidok egy-
nastol valé tavolsaga 0,34 nm, egy fordulatra 10 nukleotidpar esik. A kett8s hélix 4tméréje
‘nm.

A DNS-oldat siirliségébdl lehetett arra kovetkeztetni, hogy a nativ hélix két
olinukleotid ldncot kell hogy tartalmazzon. A hélix atmérbje is azt mutatta, hogy két
4zispar helyezkedik el egyméssal szemben, tigy hogy pirimidinnel szemben mindig purin,
letve purinnal szemben mindig pirimidinbéazis fér csak el az adott molekuladtmérd eseté-
en. A kémiai analizisek azt is mutattak, hogy fliggetleniil az egyes bdzisok mennyiségétsl,
G és C bazisok ardnya mindig hasonlo az A és T bazisok aranyahoz. Az egyes DNS-ek ba-
isOsszetételét a G+C bazisok aranyaval szoktak jellemezni. A DNS-ek bazisdsszetétele az
18 szervezetek kozott jelentSsen valtozik, a prokariotdkban az A-T-eléfordulas 25-75% ko-
ott valtozik, eml6sckben ez az érték kiegyensiilyozottabb, 45-53% kézitt mozog.

A kett0s hélix két polinukleotid lancénak irdnya ellentétes, antiparallel, azaz az egyik
inc 5’3’ a mésik ldnc 3°—5" iranyban halad. A lancokat hidrogénkotések és hidrofob
Olcsdnhatasok tartjak 6ssze. Az ellentétes lancok illeszkedése nagyon pontos, az A-T
azisparokat két hidrogénkétés, a G-C bazisparokat pedig hdrom hidrogénkdatés tartja dssze
#-18. dbra). A bazisok illeszkedését nevezziik a bazisok, illetve a DNS-lancok komplemen-
witasanak. A DNS kettés hélix a komplementer szerkezetnek készénhetéen ugyanazt az
iforméciét tartalmazza.
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4-19. abra
A lapos bézisparok merélegesek, a cukor-foszfat vazra

A specifikus béazisparok kialakulasaban a bazis-tautomerizdcionak nagyon nagy je-
lentdsége van. Az elektron és protonvandorlas az -OH-csoport és a gytirii N-atom kozott
minden bazis szaméra két tautomer - a laktim (enol) és laktim (oxo) — format tesz lehet6vé
(4-4. ébra). A kett6s hélixben a bazisok laktam formaban vannak (4-4. dbra).

A bézisok targyalasanal lattuk, hogy azok plandris szerkezetiiek. Az egymaés folott el-
helyezkeds planaris bazisparokat apoléros es hidrofob kélesénhatasok tartjak dssze, ame-
lyek jelentdsen hozzajarulnak a kettds hélix stabilitasahoz a hidrogénkétéseken kiviil (4-19.
abra).

A bézisok hidrofob tulajdonsaga, az aromas gytiriik elektronszerkezete az egyik leg-
f6bb motivald erd a polinukleotid lanc helikélis szerkezetének kialakitdséban. Mar az egy-
szalu polinukleotid lanc esetében is az egymas f016tt elhelyezkedd lapos gyfirlik minden po-
laros molekulat, vizet kizérnak a kornyezetiikbol, viszont apolaros kolesdnhatasokkal kap-
csolodnak egymashoz (stacked), mintegy prizmai épitve fel a hosszi lancbol, felvéve a leg-
stabilabb szerkezetet, a hélixet. Ebben a helikalis szerkezetben a foszfatok negativ
t51téséhez kationok, a sejtben Mg2?* ionok kapesolddnak. Extrém koriilmények kozott, me-
lyek a hidroféb kolcsonhatasokat kérositjak, a szabalyos hélix szerkezet megsziinik, rende-
zetlen random coil” allapot alakul ki. A DNS egyes révid szakaszai a sejtben lehetnek egy-
szaln formaban, azonban a DNS témege ketts hélix formajaban van.

A DNS kettds hélix kialakulasa sordn a molekula kiilsé félszinén helyezkednek el
foszfat cukor egységek, amelyektdl negativ toltése van a DNS-feliiletnek. A negativ (6ltes
semlegesitését végezhetik fémionok, ez az oka annak, hogy a DNS NaCl-ban jobban oldo-
dik, mint vizben. A sejtben a negativitds kompenzaldsara szolgalnak a bazikus aminosavak-
ban gazdag fehérjék, a hisztonok, amelyek a DNS ,.csomagolasaért”, kondenzaldsaért is fe-
lelosek.
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A DNS-hélix felszinén, a két lanc tekeredése soran, mivel a bazisparok glikozidos k-
tései nem pontosan egymassal szemben helyezkednek cl, kialakul egy kis arok és egy nagy
drok. A kettds hélix tengelye mentén a bazisparok kb. 36°-kal fordulnak el a szomszédos
bazispérhoz képest. Mivel egy teljes fordulat 360°-ot jelent, tiz bazispar fér el egy teljes for-
dulatban.

Két polinukleotid Ianc elvben jobb vagy bal menetes hélixet is képezhet, azonban
a természetben a jobb menetes hélix fordul el§ a legnagyobb mennyiségben, amit
Watson-Crick hélixnek, az utébbi idében pedig béta-DNS vagy B-DNS hélix konforméacié-
nak neveziink.

A DNS molekulat évtizedeken keresztil csak bazis szekvencia hordozo, rigid lancnak
tartottak, amelyben a dupla hélix szerkezet allando, és mindig a B-DNS konformdacioban
fordul elé. Kideriilt, hogy a dupla szalt szerkezet flexibilis, a k6riilményekts] fiiggben idén-
ként cgyszalu szakaszok, vagy a B-DNS-t61 eltérd kettds hélix szerkezetek is eléfordulhat-
nak. ’

Korabban lattuk, hogy a kettds hélix kialakuldsa sordn a szomszédos bazisparoknak
(bp) az N-glikozidos kdtés forgasi lehetSséget biztosit, az egymashoz viszonyitott helyzet
ezzel véltozhat. Bz a forgas (kb. 36°) biztositja a spirél kialakuldsat, amelyben egy teljes for-
dulatra 4tlagosan 10 bp jut. Pontosabb mérések azt mutattdk, hogy ez a szerkezet nem ilyen
merev, és a B-DNS-ben az egy fordulatra esé bp-ok szdma (n) 10,0-10,6 kozdtt valtozik.

A tovabbiakban vizsgaljuk meg, mi az alapja a DNS-hélix konforméci6 valtozasai-
nak, az épitdelemek, a nukleotidok szintjén.

4.2.2. A DNS szerkezet valtozéasok alapja

A DNS kettds hélix szerkezete, amit Watson és Crick f1t le, az alabbi 6 szerkezeti ele-

meken alapszik.

1. KGét, ellentétes polaritdst polinukleotid 1anc egy kdz8s tengely mentén jobb mene-
tes kettds hélixet alkot.

2. A purin-és pirimidinbazisck a hélix belsejében, a cukor-foszfatok kiviil helyez-
kednek el.

3. Az Adenin (A) Timinnel (T) alkot bazispéart, két hidrogénkdtéssel. A Guanin (G)
Citozinnal (C) hdrom hidrogénkotéssel kapcsolddik bazisparra az ellentétes lanco-
kon.

4. A ketts hélixet ezenkiviil stabilizdljak az egymas folotti bazisok kozott fellépd
hidroféb kolcsonhatasok.

A Watson-Crick-modellt (mai neve 8-DNS hélix) a DNS-szal réntgendiffrakcids fel-
veteleibdl alkottdk meg, amely a kettSs hélix jellemzd tulajdonségainak dtlagos értékeit
szolgaltatta. Késébbi technikak finomabb analizist tettek lehetdvé, és kideritették, hogy a
kettds hélix szerkezeti paraméterei valtoznak a polimerben, attol fliggéen, hugy milyen a
bazisszekvencia egy-egy szakaszon.

Szintetikus DNS oligomérek analizise azt mutatta, hogy a lancon beliill hatféle forgasi
lehet8ség van, szemben a polipeptidlanc két forgési lehetéségével. A cukorgytirii konformé-
ci6s allapotai valamint a bazis helyzete a cukor gy(irtihdz képest azok a szerkezeti tulajdon-
sagok, amelyek a polinukleotid masodlagos szerkezetét meghatirozzak. A Watson-Crick
kettds hélixben egy teljes fordulatra tiz bazispér esik, ez azt jelenti, hogy az egymas melletti
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Cy / Propelierforgas

4-20. abra
A bazisparok a DNS-ben nem tefjesen koplanarisak

bazisok 36°-kal fordulnak a tengely mentén. Ez a forgésszog azonban 28°-42° kozott val-
tozhat, a helyi szekvencidktol fiiggben, ami természetesen meghatrozza az egy fordulatra
esé bazisparok szamat.

A kett8s hélix lokalis bazis sorrendje hatérozza meg az an. ,,propeller forgast” azaz a
béazispér tagjainak ellentétes irdnyt elfordulésat, ami a bazis-bazis kolesonhatast fokozza
egy lancon beliil (4-20. dbra). A lokalis valtozatossagnak egy mésik fajtdja az un. ,,bazisgor-
diilés”, ami a szomszédos bazisgytriik egyméshoz viszonyitott helyzetét, billenését jelenti.
Ezek a finom, lokalis valtozasok specifikus fehérjék hatésara is létrejohetnek.

A B-DNS hélixben nem csak finom helyi szerkezetvaltozasok johetnek létre, amelyek
a béazissorrendts! fiiggnek, hanem a kettds hélix feltekeredhet, ,, szuper tekercs "-et hozva
1étre, anélkiil, hogy a helyi szerkezet megvéltozna, ezen kivill nagyobb ivek alakulhatnak ki.
A molekulanak ez a flexibilitasa teszi lehetévé, hogy kéralakot is felvegyen és hogy fehérjek
koré feltekerve kompakt, kis térigényli forméban (nukleoszomak) tarolhato legyen a sejtek-
ben. Bizonyos szekvenciaknal (pl. AAAA) vagy fehérjék hatdsara a kompakt szerkezetbdl
,kilogd” hurkok, ,,géndorodések” j6hetnek 1étre a DNS-ben.

A B-DNS kett6s hélix felszinén a fehérjék szaméra ket elterd felismeréhely adodik, a
 nagy drok” ésa , kis drok”. A nagy drok 1,2 nm, akis drok 0,6 nm széles. A kis arokban he-
lyezkednek el a pirimidinek 2-es helyzetii O-atomjai (O-2) és a purinok N-3 atomjai, ame-
lyek H-akceptorok lehetnek, a guanin C-2 amino csoportja pedig H-donor lehet fehérjékkel
kialakitott H-kotésekben. A nagy arokban még t6bb H-akceptor atom helyezkedik el, igy az

Nagy arok Nagy arok

Kis arok Kis arok
Adenin: Timin Guanin: Citozin
4-21. abra
A DNS felszin H-akceptor és H-donor csoportjai
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C3'-endo

4-22, abra
A furandz gylr( C2-endo (B-DNS-ben) és (3'-endo (A-DNS-ben) konformacidja

N-7 a purinokban, az O-4 a timinben és az O-6 a guaninban, H-donorok pedig az amino-
csoporiok a C-6-on az adeninban és a C-4-en a citozinban. A jobb hozzaférhetdség és a
H-kotés kialakitas jobb lehet8sége miatt a nagy 4rok a fontosabb felszin a fehérjekétés szem-
pontjabol (4-19, 20, 21. abra).

A nukleinsavakban tovabbi finomszerkezet-valtozasok jéhetnek 1étre, amelyeket a
cukor konforméci6ja hatdroz meg. A ribo-furanéz gyliriiben hirom szénatom egy sikban
van, a negyedik kiemelkedik ebbdl a sikbdl, amit boritékkonformacidnak neveznek. A
C2’-endo konformdcio esetén a C2° atom, a C3’-endo konformaciénal pedig a C3” atom
emelkedik ki a gylirii sikjabol (4-22. dbra).

A B-DNS-ben C2’-endo pentdz egységek vannak, azaz a ribéz C2’-atomja a gylirii
sikja f61é emelkedik. Ha a D-ribéz C3’-endo konformaciot vesz fel, a kettSs hélix szerkezete
megvaltozik, a bazisparok a hélix tengelyére t6bbé nem merélegesek, 19°-kal eltérnek ettdl
a helyzett6l. Ennck koévetkezménye, hogy a kettds hélix szélesebb, zomdkebb lesz, a
kis-arok csaknem eltiinik, ezt a DNS konforméciot A-DNS-nek vagy A-hélixnek nevezzik,
ami vizelvonassal is létrejohet a B-DNS-b61.

Az A-tipusil jobb menetes dupla hélix nem csak a dupla szali DNS-ben (dsDNS) jo-
het létre. Dupla szAli RNS-szakaszok (,,hajtll”” szerkezetnél), DNS-DNS hibrid molekulak
leggyakrabban szintén A-tipusa dupla hélix konformacioban fordulnak elé. A ribéz 2°-OH
csoportja nem engedi meg a B-DNS hélix kialakulasat, csak az A szerkezetet teszi lehet§vé.
Neéhany hélixtipus jellemz§ paraméterét mutatja a 2. rdblizat.
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4-23. dbra
A kilonféle nukleinsav dupla hélixek

2. tablazat: A dsDNS hélix kiilonbozé formai

Hélixtipus bp./fordulat Forgas/bp. Helixatméré
A 11 +32,70" 2,3 nm
B 10 +36,00° 1.9 nm
C 9,33 +38,60° 1,9 nm
D 12 20,0° 1,8 nm

A Watson-Crick dupla hélixtél nagyon eltérd szerkezetet vesz fel az a szintetikus
hexanukleotid, amely CGCGCG bazisokbol 4ll. Ellentétben az A és B hélixszel, ez a hélix
bal menetes, a foszfatdiészter lanc cikk-cakk lefutdst, innen kapta a Z-DNS nevet is. Az
ismétldds egységek ebben a forméban inkabb a dinukleotidok. A Z-DNS-ben csak egy
mély arok van, a masik arok sekély. Az A, B és Z DNS-ek térkitoltd modelljét a 4-23. abra
mutatja.

A Z-DNS-konformaciot a glikozidos kotés koriili szabad rotacid teszi lehetbvé. A
nukleotidoknal lattuk, hogy ,,syn” és ,,anti” konformdciot tesz lehet6vé a glikozidos kotes
koriili forgas. A pirimidinnukleotidok leggyakrabban anti-konformaciot vesznek fel, azaz a
bazis és a cukor gytirije egymastol tavol, a kotés két oldalan van. A purinnukleotidok anti-
és syn-konformaciéban is lehetnek (4-6. abra). Az A- és B-DNS-ben minden glikozidos k-
tés anti konformacidban van. A Z-DNS-ben minden pirimidin anti- és minden purin
syn-konformaciéban van. Purin-pirimidin ismétlédd szekvencidknal a B-DNS idélegesent
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A B-DNS atalakulhat Z-DNS-sé a bazisparok atforduldsaval

balmenetes Z-DNS konformaciét vehet fel, amely termodinamikailag kevésbé stabil, mint a
jobb menetes B-DNS. Az 4talakulds lehetéségét mutatja 4-24. dbra, a jeldlt szakaszon a
bazisparok 180°-ot elfordulnak.

A Z-konformacié kialakulasat segiti a citozinok C-5-6s helyen t5rténé metilaldsa, ami
az eukariota DNS-ben gyakran eléfordul, ha a DNS nem ir6dik at. Hasonléan kedvez a
Z-DNS kialakuldsdnak a negativ ,,super-coil” konformacié a cirkularis DNS-ben (lasd ké-
s6bb). Az eukariéta kromoszémakban gyakran fordulnak eld ismétlgds purin-pirimidin
szekvencidk, amelyek hordozzak a Z-konforméci6 lehetdségét. Specifikus ellenanyagokkal
Z-DNS-re jellemz6 szakaszok lathatdk is az eukaridta genomban, pontos funkcidjuk nem is-
mert. A leglijabb kutatdsok alapjdn a DNS kettds hélix ,nyajtott” forméban is létezik, 2-4 bp
esik egy fordulatra (p-DNS).

4.2.3. DNS triplahelix kialakulasa oligonukleotidok
kotodésével

A Watson-Crick-bazisparok stabil hidrogénkotések kialakulasaval jonnek iétre az
elektronpardonor és elektronpar akceptor csoportok kdzétt, A timin bézisban az elektronpar
donor a 2-es és 4-es helyzetil oxocsoport, amelyek koziil azonban csak a 4-es oxo képez
H-kétést az A-T bézisparban, az adenin 6-os NH,-csoportjdval (4.18. 4bra), a 2-es
OX0-csoport nem. A timinbazisban az elektronpar-akceptor csoport a pirimidingyiirti 3-as
-NH-csoportja, amely részt vesz az A-T bézispar kialakitasdban. Ha mind a négy béazis eseté-
ben megvizsgaljuk, hogy hany H-kdtés kialakitaséra lenne lehet6ség, akkor azt talaljuk,
hogy t6bbre, mint amennyi valéjaban a Watson-Crick béazisparokban létre jon. Hoogsteen az
otvenes években valamennyi lehetséges H-kotés kialakulést megfigyelte in vitro kériilmé-
nyek kozott. A DNS dupla hélix kialakuldsat azonban Jollehetett magyardzni az A=T és G =

!
i
i
!
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4-25, abra
A DNS tripla hélix- oligonukleotid kotédése a dsDNS-hez

C bazisparokkal, amelyek nem meritik ki a lehetséges H-kétéseket. Az utdbbi évek kutatasai
kideritették, hogy eléfordulhat tripla DNS-hélix egyes rdvid DNS szakaszokon, ott ahol ho-
molég, azonos nukleotidszekvenciak fordulnak eld. Egy tripla DNS-hélix szakaszt mutat a
4-25. 4bra, ahol a homopurin-homopirimidin dupla DNS-hélixhez stabilan tud k6tddni egy
homopirimidin (csak pirimidin bazisokbol 4llo) oligonukleotid szakasz, amely a hélix
nagy-arokban fekszik, stabil tripla-hélixet alkotva. A stabil szerkezetet a Hoogsteen-téle
H-kotések biztositjak, amelyek a dupla DNS-hélixben 1év6 bazisok szabad elektronpér-do-
nor és elektronpér-akceptor csoportjai kézott, valamint a homopirimidin oligonukleotid
megfeleld csoportjai kozott jonnek Iétre (4-25. dbra). A DNS-ben megkiilonboztetiink en-
nek alapjan Watson-Crick H-kotéseket és Hoogsteen H-kotéseket (4-25. dbra). Azokon a
DNS-szakaszokon, amelyeken nem kotédik egy harmadik oligonukleotid sz4l, a szabad
elektronpér-donor és elektronpar-akceptor csoportok specifikus fehérjékkel képezhetnek
H-kétéseket, mint azt korabban emlitettiik.

Azokat az oligonukleotid szekvencidkat, amelyek stabilan képesek kotédni meghata-

- rozott nukleotidszekvenciakhoz, ,,antisense nukleinsavnak” nevezik. Ezek az antisense

oligonukleotidok, mivel mind a DNS-sel, mind az RNS-sel stabil kétést hozhatnak létre,
t5bb helyen is befolyasolhatjak az informaciéaramlast a DNS-t6] a fehérjéig. Hibridizalhat-
nak a DNS-hez, szabalyozva a transzkripci6 elinditasét, de kot6dhetnek az tijonnan szinteti-
z&lt pre-RNS-hez is, szabalyozva az RNS érését, illetve transzportjat a magbol. A specifikus
oligonukleotid szekvenciak in vitro eléallitasa ma mar technikailag megoldott probléma, 2
sejtben betdltdtt szerepiik pontos tisztdzdsa 0j terdpias lehetéséget is kinalhat.

~




.2, A DNS szerkezetvaltozdsai

4.3.1. DNS denaturalas és renaturalas

A DNS mitkodése soran gyakran jén létre szerkezetvaltozas, igy a DNS-replikacio so-
n a DNS-szalak kitekerednek, és a mdsolds az egyszalt DNS-16] torténik, anélkil, hogy
yvalens kdtések szakadnanak meg. Hasonldan tekeredik ki a DNS oldatban is, melegités,
agas pH vagy magas sokoneentracié hatdsara, amikor a henergia, vagy a jelen levd ionok
hidrogénkotéseket és az egyéb gyenge kolesénhatasokat megsziintetik. A két lanc teljes
éttekerését a DNS denaturdalasdnak, olvaddisdnak nevezzik. DNS-denaturdlas egy sziik
imérsékleti tartoméanyban kvetkezik be, amit szamos fizikai paraméter valtozasa kisér. A
gegyszertibben mérhetd a DNS-oldat fényelnyelés-valtozasa 260 nm-nél. A dsDNS fény-
nyelése, ami a heterociklusos gytirtiktdl szarmazik, kb. 40 %-kal alacsonyabb, mint a sza-
id nukleotidok fényelnyelése. A jelenséget hypochrom effektusnak nevezzik, és a
ikleotid bazis parok hidrofob kélcsénhatasabdl szarmazik, ami a helikalis szerkezetben jon
tre. A hélix dsszeomldsa a fényelnyelés névekedésével jar, amit hiperchrom effektusnak
wveziink. A szik homérsékleti tartomanynak a kdzéppontjat (inflexiés pont), amelyen a
NS két szila széttekeredik, olvaddspontmak (Tm pont) nevezzitk. A DNS-olvadéspont
eghatdrozésat mutatja a 4-26. ¢s 4-27. dbra.

A Tm pont mérése tobbféle mddszerrel is torténhet. A Tm értéke t6bb dologtdl is
gg, ezek koziil els6 helyen a DNS GC bézispér tartalma all, mivel ezt a két bazist harom
drogénkdtés tartja dssze, szemben az AT bazispdrok két hidrogénkotésével, elébbi maga-
bb, utébbi alacsonyabb Tm értéket eredményez. A DNS ,olvadasa” in vivo koriilmények
izOtt 1s bekovetkezik, eldszor az AT-gazdag szakaszokon, amit specifikus fehérjék segite-
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4-26. abra
A DNS denaturalasa és a fényelnyelés névekedése
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DNS-denaturdlas és -renaturélds
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nek. A dupla helix stabilitisat befolyasolja a koryezet, igy a sokoncentracié és a pH is.
A kiilonféle eredetii DNS-ek olvadaspontja a 85-95°C kozott van, ha fiziologias ionkon-
centraciét biztositunk.

A ssDNS (single strand vagy egyszalit DNS), amelyik a denaturacio soran keletkezik,
stabil, azonban bizonyos kériilmények kozott a két komplementer sz4l Gjra dsszekapesolo-
dik, renaturdlédik (4-27. dbra). Ez a tulajdonsdg az alapja egy nagyon fontos kiserleti tech-
nikanak, a nukleinsav fibridizdalasnak.

A linearis dsDNS-molekulék, melyekrél eddig beszéltiink, két szabad véggel rendel-
keznek, ezek konnyen széttekerheték, denaturalhatok. Mikroorganizmusokban, virusokban,
sét eml8ssejtekben azonban zart, kor alakd DNS-molekuldk vannak. Ilyen DNS-t tartalmaz-
nak a mitochondriumok. A fick DNS-ek vagy a plazmidok. melyek szintén dupla szald, kor
alakti DNS-molekulak, extranuklearisan helyezkednek el a sejtekben. Magasabb hémérsék-
leten a két lanc kozott a H-kdtések ebben a formaban is elszakadnak, a két, kor alakn
DNS-sz4l azonban nem tud teljesen kitekeredni, dsszekapcsolt egyszali DNS-gytirtk hal-
mazét kapjuk a denaturacié utén (katendlt DNS), Abban az esetben, ha a nativ, cirkuldris
DNS-t behasitjuk mindkét lancon vagy csak az egyiken, a denaturacio soran a két lanc telje-
sen széttekeredik. Ilyen hasitast készitenek a sejtben dezoxiribonukledz enzimek (DNéz),
amelyek egyetlen foszfodiészter ktést hasitanak el, gylirti esetén Ujra zarjdk a molekulat.

4,3.2. A DNS-hibridizalas alapja a bazisparképzés

A DNS-denaturaci6 reverzibilis folyamat, renaturacionak nevezziik, amikor komple-
menter nukleinsavszalak (ssDNS) tjra dupla hélixszé alakulnak (4-27. abra). A renaturacio
alapja, hogy a komplementer szalak koz6tt Gjra kialakuljanak a specifikus bazisparok, Ha a
renaturaci6 kiilénbozé eredetii nukleinsavszalak vagy DNS és RNS kdzott jon létre, hibridi-
zdciérél beszéliink, A hibridizacié a szekvenciakomp-lementaritdsnak nagyon pontos mérd
mébdszere. A reakci6 lényege, hogy két egyszali nukleinsav-preparatumot kevertink dssze,
és mérjitk a keletkezett dupla szali anyag mennyiséget.

A technikanak rendkiviil nagy a jelentSsége az elméleti és alkalmazott orvostudo-
ményok és a molekuléris biologia tertiletén. Ismert DNS- vagy RNS-minték (gének) segitsé-
gével kereshetjiik meg a veliik analog komplementer szekvencidkat pl. a humén sejtekbdl
iz0lalt DNS-ben. A velesziiletett, 5rokl16d6 betegségek sziiletés el6tti (prenatélis) felismeré-
sének, a genetikai kapcsolatok meghatdrozasanak ma az egyetlen biztonsdgos modszere 2
nukleinsav-hibridizalas.

A DNS-hibridizalas kivitelezésére két lehet8ség van:

1. oldatban val6 hibridizalas

2. szilard hordozon, un. filteren toérténd hibridizalas.

1. Az oldathibridizdlés, mint az a nevébd] is kovetkezik, ugy torténik, hogy a két ssDNS-preparatumot
oldatban keverjiik 6ssze. Kell§ mennyiségli anyag esetében a hibridizalasi reakeiot a 260 nm fényel-
nyelés valtozasaval is kovethetjiik. Ha kis mennyiségii anyagunk van (ez 41l fenn gyakrabban), akkor a
reakcid kdvetésének egyik lehetdsége, hogy az egyik DNS-prepardtum radioaktivan jelzettlegyen. Eb
ben az esetben a dupla szalii DNS (dsDNS) mérésével hatarozhatjuk meg a hibridizacio mérrékeét
A dsDNS mennyiségének mérése vagy kromatografias elvalasztas Gtjan torténhet, vagy ugy, hogy az
ssDNS-t, amelyik nem hibridizalt duplaszallh DNS-sé, enzimatikusan lebontjuk, ¢s csak 2 jelzett
dsDNS-t mérjiik. Az oldatban térténd hibridizalas szdmos nehézséget is hordoz. Ebben az esetbéﬂ a
vizsgilandé dsDNS-t elébb denaturalni, azaz ssDNS-sé kell alakitani a hibridizalas elott, ezutan adjuk
hozzé a vizsgalando, jelzett ssDNS-t. Egy id6ben kétreakei6 is lejatszodik. Az egyik reakeid, hogy 42
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4-28, abra
Filter hibridizalas

eredeti komplementer, ssDNS-szalak renaturalédnak, a mésik, hogy ezzel parhuzamosan torténik a
minta ssDNS hibridizacioja is. A két reakci versengése miatt a hibridizacid mértékének mérése ne-
hézkes.

2. A fenti nehézség kikiiszobdlésére dolgoztak ki a szilédrd hordozon, sziirén (filter) torténd hibridizalast,
amelyben az egyik DNS-preparatumot fixljdk, hogy elkeriljék az oldatban bekvetkez6 renaturaciot.
A DN fixaldsdra a leggyakrabban a nitrocellulézszir6t hasznaljék, amely nagyon jol koti a ssDNS-t,
és nem koti a ssRNS-t. Ha a filterre egyszer ssDNS-t adszorbedlnak, kiitonb6z6 kezelések megakada-
Iyozzak a tovabbi egyszali nukleinsavak kotddéset. A 4-28. dbra mutatja a DNS filter-hibridizdldsi
médszert amelyben a DNS-preparétumot elészor denaturaljak, majd az ssDNS-t a filterhez kétik. Ez-
utén adjak hozzé a masodik denaturalt DNS- (vagy RNS-) mintét, amelyik csak akkor kotédik a filter-
hez, ha komplementer az eredeti DNS-sel. Ha a masodszor adott DNS- vagy RNS-minta radioaktivan
jelzett volt, a hibridizalds mértéke ardnyos a filterre kotdtt radioaktivitassal. Ezt a modszert hasznaljak
ma a leggyakrabban a biologiai és orvosi diagnosztikéban.

4.4. Az egyszdlu nukleinsavak mdsodiagos szerkezete

Az élévilagban a DNS legnagyobb tomege a ketts hélix konformacioban van jelen,
mig az RNS leggyakrabban egyszali forméban fordul el6. Virusokban és dtmeneti allapot-
ban a DNS is lehet egyszali forméban, az RNS pedig gyakran kétszali molekulaként fejti ki
funkciojat, tehat mindkét nukleinsav lehet mindkét forméban. Mint azt korabban emlitettiik,
a dupla hélix stabilitdsat a komplementer szalak kozt fennallo ketfajta kolcsénhatas

biztositja:
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egyszall hurok

bazispar szakasz

3

4-29, abra
Egyszalt nukleinsav masodlagos szerkezete

1. Az A-T és a G-C bazisparok kézti hidrogénkotések

2. Az egymés folotti bazisparok kozotti apolaros kolesénhatdsok.

Az egy szalu polinukleotid lancok rdvidebb szakaszokban létrehozhatnak a lentihez
hasonlé stabil, dupla szald szerkezeteket.

Az RNS els6dlegesen egyszalt nukleinsav, primer szerkezete hasonlo elvek alapjan
épiil fel, mint a DNS, azaz a polinukleotid lanc 5°—3’ cukor-foszfat diészter kdtésekkel van
8sszekapesolva, amelyben helyenként kialakulo bazisparosodasok egyes szekvencidkat egy
masik szekvencidhoz rogzithetnek.

Azonos molekuldban, ha egy adott bazisszekvenciat egy komplementer szekvencia
kévet, a lanc visszahajolhat, és egy antiparallel, kettés lénc alakulhat ki, amit ,, hajtd-nek”
(hairpin) neveziink. Ez a szerkezet egy dupla szalu helikalis szakaszbol, a térzsbél, a melyet
bazispéarok tartanak Sssze, és egy egyszala hurokbol all (4-29., 4-30. dbra).

Az egyszald huroknak a nagységa valtozo lehet atto! fiiggden, hogy a komplementer
bazisszekvenciak milyen tdvol vannak egymastol. A nativ nukleinsavakban ezeknek a szer-
kezeteknek a vizsgalatara olyan nukleinsavbonté enzimeket (nukledz) hasznélnak, amelyek
kiilonbséget tesznek az egyszalu és dupla szalt nukleinsavak kozétt. Hyen szerkezetek el§-
fordulhatnak a kiilénféle RNS-fajtdkban, és a DNS-ben is.

4.4.1. A forditott ismétlések szerepe a masodlagos
szerkezetben

Az egyszali nukleinsavakban, ha két egymassal komplementer szekvencia fordul eld,
ezek létrehozhatjdk a , hajti” szerkezetet, mint ezt fent lattuk (4-29. dbra). Ha ilyen komple-
menter szekvencidk dsDNS-ben fordulnak elé és ezek a szekvencidk a két szalon ellentétes
irdnyak, , forditott ismétléseknek” nevezziik 8ket. Ezeket a , forditott ismétléseket”, ha a két
szélon egyszerre fordulnak elo, ,palindroma” szerkezetnek nevezzik. Ez tehdt olyan
nukleotidszekvencia, amely azonos iranybo6l leolvasva a két szdlon azonos bazissorrendet
jelent. Palindroma szerkezet példaul a kovetkezé szekvencia:

5, GGTACC 3
3, CCATGG &'
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amelyen, ha a leolvasds 5%-» 3’ irdnyn barmely szdlon, a szekvencia mindig
GGTACC. A palindromaszekvencidkat tigy jellemezhetjiik, mint olyan helyek a DNS-ben,
amelyekre a ,kettds szimmetria” szerkezet a jellemzd. Ha egy vonalat hiizunk a szimmetria-
tengelybe, azt lathatjuk, hogy ugyanaz a szekvencia van jelen a tengely mindkét oldalan, el-
lentétes irdnyban. A DNS-t specifikus helyeken hasité enzimek az n. restrikcids
endonukledzok ilyen palindromaszekvencidkat ismernek fel és hasitanak. Ezek az enzimek
tették lehetévé a DNS szekvencia meghatarozast, a géntérképezést.

Az egyszalt és dupla szalt nukleinsavak mdsodlagos szerkezetének kialakitisaban a
forditott ismétlések fontos szerepet jatszanak. Egyszall nukleinsavak esetében az ismétlé-
sek masolata komplementer, és a komplementer szekvencidk bazisparokat alkotva létrehoz-
z4k a hajtliszerkezetet (4-29. dbray.

Dupla szalll DNS esetében az egyik szdlon ethelyezkedd komplementer szekvencidk
csak akkor képeznek bazispart, ha a két szal elvilik egymastdl. Az elvalt szalakon hajtiiszer-
kezet alakulhat ki, az egymassal szemben elhelyezkedd hajtlik ,,keresziformat” hoznak létre
(4-30. dbra). Az ilyen ,Kkereszt” formaji DNS szerkezetek 1étrejottéhez energiabefektetés
sziikséges, hiszen a két nukleinsav-szalat el kell valasztani el8bb. Kisérleti koriilmények k-
z6tt gyakran megfigyelhetd ilyen, , kereszt” forméaji DNS képzddés.

B o R i
NNN
NNN

............

JKereszt" DNS

..........

NRR G4e NS
N .
visszaalakul

cusennn  transzkorpcio

..........

............

RNS ,hajtd”

SZOPOCOOPO0

L

LERCOPOOCO®

4-30, dbra
A forditott ismétlések” a DNS-ben kereszt format, az RNS-ben hajtit hoznak létre
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4.4.2. A zart, cirkularis DNS szerkezete

A DNS dupla hélix, amit eddig megismertiink, egy nyujtott, linearis molekula. Az ¢l§
sejtekben a DNS nem rendelkezik szabad végekkel, a molekula zart. Mikroorganizmusok,
virusok szabalyos kér alakit DNS-t tartalmaznak. Magasabbrend{iekben a DNS kromoszo-
mékba szervezddik, amelyekben a DNS linedris, de nincs szabad 5°-P és 3'-OH veége. Cirku-
laris DNS-¢ek gyakran atmenetileg jelennek meg a replikacio, transzkripcid sordn. Szuperte-
kercsnek (Supercoilnak) nevezik azt a szerkezetet, ha a zart, kettés gyliri a térben sajat ten-
gelye koriil feltekeredik. Konnyen szemléltethetd ilyen szerkezet, ha két Osszetekert gumi-
csovet gytirtivé zdrunk, akkor mésodlagos ,.szuper-csavarulatok” jonnek létre. Az ilyen
szupertekercs szerkezet csak zért, gylirlis molekuldban jon létre, mivel nyitott molekula
spontan kitekeredik. A szupertekercset a DNS harmadlagos szerkezetének is nevezik. A
zértsag mindkét nukleotidlincra vonatkozik, ha csak az egyik lancon jon létre tores, a szu-
pertekercs fesziiltsége oldodik, kitekeredik. Azokata molekuldkat, melyekben nincs szuper-
tekercs (akér zart vagy nyitott), relaxalt molekuldknak nevezziik. A szupertekercsnek két
forméja van. A negativ szupertekercs a dsSDNS-t az éramutato jarasaval, azaz a jobb menetes
hélixszel ellentétes iranyba tekeri. Ez a tekeredés csokkenti a bazisparok egymashoz viszo-
nyitott forgasi szogét, lazitja, kitekeri a két lancot egymdasbdl. A negatfv szupertekercs
DNS-t szokas alul-tekert, ,,lazan-tekert” DNS-nek is nevezni. Ha a szupertekercs miatt ke-
letkezett fesziiltség elég nagy, ez a bazisparképzés megsziinéschez, azaz a lancok szétva-
lasztasahoz vezethet (4-31. dbra).

Abban az esetben, ha a szupertekercs a hélix tekeredésével megegyezik, ,pozitlv szu-
pertekercs” szerkezetet kapunk. Az ilyen DNS-ben a fellép6 masodlagos fesziilések a kettds
hélixet szorosabba, tiltekertté teszik. Ez a szerkezet in vitro eléallithatd, de a természetben
nem fordul eld,

A szupertekercs szerkezet mennyiségi jellemzeésére gyakran van sziikség, mert ezek a
szerkezeti valtozasok a sejtben nem spontén alakulnak ki, a negativ szupertekercs ener-
giabefektetést igényel, ami enzimek kdzvetitésevel valosul meg. Tehat a szupertekercsek
szaméanak mérése a folyamat mérése szempontjabol fontos. A negativ szupertekercs DNS
mintegy energiat tarol, képes szerkezeti atalakulasokra kiilon energiabefektetés nélkiil, ami-
re a relaxalt DNS nem képes. Az eddig vizsgalt valamennyi genomban talaltak negativ szu-
pertekercs szerkezeteket. Ennek mértéke in vivo kb. 1 negativ fordulat 2 bazisparonként,
ami 38 KJ/mol energiat jelent. A szupertekercs szerkezet kiterjedése egyensuly eredménye.
amit a szupertekercset 1étrehoz6 és az azt feloldd enzimek biztositanak. Topoldgiai izome-

e
—

Negativ szupertekercs Lancszétvalas
DNS

4-31, dbra
Negativ szupertekercs DNS és oldodasa
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reknek nevezzik azokat a DNS-eket, amelyek csak a szupertekercs szerkezetben kiilonhéz-
nek egymastol.

A szupertekercs szerepe a sejtben sokféle lehet. A legkézenfekvibb a szerepe a DNS-

kitekeresben, a szal szétvalasztasban van, amit a 4-31. dbra is mutat, A DNS termeé-
szetes negativ szupertekercsei azonban csak néhany bézispéar szétvalasztasara elégségesek,
mivel 10 bp szétvalasztasahoz 50-200 KJ/mol energia sziikséges. Révid szakaszok szétieke-
rése a DNS-replikacio megkezdésének a helyén, az ori-régidban fontos.

A széttekeres legextrémebb foka, ha a jobb menetes DNS teljesen széttekeredik, és
bal- menetes dsDNS-sé alakul, azaz a B-DNS-b&1 Z-DNS lesz. Kisérletesen vizsgaltik ezt a
lehetdséget, és megallapitottak, hogy mig a folyamat elinditasdhoz 40 KJ/mol/bp sziikséges,
addig a GC bazisparban gazdag szakaszokon a Z-konforméacio kiterjesztéséhez mar csak 2,3
KJ/mol/bp energia kell, amit mr biztositani tud a negativ szupertekercs szerkezet.

4.4.3. A zért dsDNS helyi szerkezetvaltozasai

A DNS helyi, kis szakaszokra vonatkozé szerkezetvaltozasai rendkiviil fontosak, a
DNS minden funkciondlis aktivitisat meg kell hogy elézzék, A DNS dupldzodasa (rep-
likacio), az atirdsa RNS-sé (transzkripcid), egyes szakaszok atrendezddése (rekombinacio),
a magasabb rendii szerkezeti formak kialakulasa, mind a kett6s hélix megsziinését, a lancok
széttekeredéset igénylik. Mivel azonban a lancok nem egyszertien egymds mellett feksze-
nek, hanem egymasba vannak tekerve, szétvalasztasukhoz egymas koriil el kell hogy forog-
janak, ki kell tekeredjenek. A szabad végekkel nem rendelkezé zart DNS kitekerése ugy tor-
ténhet, hogy mig az egyik szakaszon szétvalnak a szalak, addig a tavolabbi szakaszon pozi-
tiv szupertekercsek, stirlibb menetek jénnek létre. A replikdciés villa tovahaladésa példaul a
két lanc szoros, szupertekercselését hoznd létre a lanc tvolabbi végén. A széttekerés egy-
szerlien megoldhatd, ha az egyik lanc fo lyamatossiga megszakad, letekeredik az intakt lanc-
rol, majd jra Osszekapesolodik a két szabad vég. Ez a lanchasitas, -kapesolas ismétlédhet a
sziikségletek megfelelden. Az el6z6 fejezetben emlitettiik, hogy topoldgiai izomereknek
nevezziik azokat a zért dsDNS-szakaszokat, amelyek csak a feltekeredés mértékében, a har-
madlagos szerkezetben kiildnbdznek egymastol. Azokat az enzimeket pedig, amelyek képe-
sek ilyen izomereket 1étrehozni, DNS-topoizomerdzoknak nevezik. A topoizomerazok egy-
méasba 4t tudnak alakitani kiildnb6z6 DNS-topoizoméreket. Vannak, amelyek negativ szu-
pertekercs szerkezetet relaxdlnak tigy, hogy egy DNS-szalat hasitanak atmenetileg (1. tipustt
topoizomerazok}, vagy mindkét DNS-szalat hasitjak (L. tipusa topoizomerazok). A DNS
girdz enzim egy olyan IL tipust bakterialis topoizomeraz, amelyik a relaxalt, zart, cirkuléris
DNS-ben szaz negativ szupertekercset tud kialakitani percenként, amihez a sziikséges ener-
gia ATP hidroliziséb6l szarmazik. A DNS-girdz enzim a DNS-replikaciohoz is sziikséges.
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4.5. A DNS-molekula hossza, informdcidtartalma, mdsoldsa

A legegyszeriibb sejtekben is tobb ezer fehérje biztositja az életfolyamatok dsszehan-
golt mitk&dését, ezek a fehérjék a DNS-ben vannak kodolva, ami feltételezi, hogy a DNS a
leghosszabb molekula a sejtekben. Az E. coli-ban egyetlen cirkuldris dsDNS-molekula van,
amely négymillié bézisparbol (bp) 4ll, molekulatémege 2,6x10¢ kilodalton. Az izolalt DNS
1,4x10° nm (1,4 mm) hossza, atmér8je azonban csak 2,0 nm. Izol4ltak 2,1 cm hosszisagh
6,2x10° bp-t tartalmazd DNS-molekulat is, rovar nyalmirigy kromoszémabol. A molekula
hossza makroszkopikus, atmér6je azonban atomi méret, tehat nagyon aszimmetrikus mole-
lulaval allunk szemben. Tulajdonséagai, igy a viszkozitas, sérillékenység dsszefiiggnek ezzel
az aszimmetrikus szerkezettel, amelyek megkiilonboztetik a fehérjék hasonlé tulajdonségai-
t61. A globuléris feliérjék 5.10 nm atmérdvel rendelkeznek altalaban, de a kollagén, amelyik
a leghosszabb fehérje, csak 300 nm hosszii. A legegyszertibb szervezetek, a virusok DNS-¢
is tobb ezer bazisparbdl all, elektronmikroszkdp alatt hossz fonal atakd, aszimmetrikus mo-
lekulaként lathato. Az E. coli DNS ezerszer hosszabb, mint a sejt atmérdje, tehat nativ alla-
potban a dsDNS kompakt szupertekercsként Hsszecsomagolva fér csak el a sejtben.

Az elektronmikroszkopos felvételek szamos sejt, virus esetében kor alak, cirkuldris
DNS-t mutattak, maskor pedig linearis dsDNS-t talaltak mint példaul a lambda fag esetében.
Virusoknal a nyugalmi allapotban a DNS 4ltaldban lineéris, a replikacio soran a gazdasejt-
ben azonban cirkularis molekulava zarodik.

Az eukariota sejtek DNS-e harom milliard bazisparbél épiil fel. A thjékozodas meg-
konnyitésére megabézis (Mb) és kilobézis (Kb) egységekrdl szokds beszélni,

1 Mb = 103 Kb = 10 bazis (vagy bazispir) .

A hatalmas mennyiségli DNS az egyszerti eukariotakban (Saccharomyces cerevisiae;
pékélesztd) és a legnagyobb sejtekben is Kkromoszomakba rendezve, csomagolva helyezke-
dik el. Az élesztében 16 kromoszoma vai, amelyek DNS-¢ 0,2-2,2 Mb kozodtt bazissal ren-
delkeznek. Magasabbrendfiekbdl 76 Mb nagysigh DNS-molekulat is izolaltak egyetlen kro-
moszémabol, A kromoszéméakban a DNS egyetlen, el nem &gazo, linearis polinukleotid
lanc, amely egy-két nagysagrenddel hosszabb, mint az E. coli kromoszéma.

A DNS reverzibilisen denaturdlhat6 es renaturalhat6, mint ezt korabban lattuk. Az
egyszala DNS reasszociacios, renaturacios sebessége nagyon Kilbnbozs, attol fuggben,
honnan szarmazik a DNS. A leggyorsabban az cukariotakbol izolalhato, tn. szatellita DNS
reasszocial, amely a kromoszomak centromér részébdl szarmazik. Ez azt jelenti, hogy ebben
a DNS-ben sokkal tobb azonos nukleotid szekvencia fordul eld, mint példaul az E. coli vagy
a virus-DNS-ben. A gyakran ismétl6dd nukleotid-szakaszokat repetitiv szelvencidkmak ne-
vezzik, és ezek az eukariota genomban fordulnak eld nagy mennyiségben.

Az ismétlddések gyakorisdga alapjan az eukariota nukleotid szekvencidk harom ¢SO~
portba sorolhatok.

1. Nagyon gyakran (millioszor) ismétl6dé, rovid, 300 bp hosszi szakaszok fordulnak
el§. Ide sorolhato a szatellita DNS, az Alu-szekvencidk (elnevezes a felismerd en-
ﬂmﬂq@nwﬁﬁﬂﬂmdwkmmwnmm&{DS10%%H%ﬁkh

2. Kozepesen gyakran ismétlédd nukleotid szekvencidk a genom 20-30
képviselik. Ilyen szekvencidkban vannak kédolva példaul a riboszéma RNS .gé-
nek, a hiszton gének. Ezek 10-1000-szer ismétlédnek egy-egy genombai, species-
6] fliggoden.
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3. ADNS legnagyobb tdmegét (60-70 %) az ismétlés nélkiili, egyedi nukleotid-szek-
venciak képviselik. Ilyen gének példaul az ovalbumin gén, amely a tojasfehérje
termeléséert felelds a madarak tojocsévében. Ide sorolhatok a hemoglobin alegy-
ségek genjei, amelyek néhanyszor ismétlédnek retikulocitdk genomjaban, és sz4-
mos mas fehérjét kodold gének.

A genetikai anyagra a dinamikus alkalmazkoddképesség jellemzd. igy egyszer el6-
forduld gének esetében, ha gétoljuk a gén termékét, az enzimet, a sejt képes az érintett gént
megsokszorozni, A jelenséget gén amplifikdciénak nevezik, és szamos, egyszeres gén eseté-
ben kimutatték kiilonleges koriilmények kézott,

Az eukariota-DNS mintegy ezerszer t6bb a bakterialis DNS-nél, mégis az aktiv gének
szama csak kb. Gtvenszer t6bb az eukariotdkban, mint a mikroorganizmusckban. Az izolalt
géneknek is csak egy kis része felels a fehérjekodért. Mai tudasunk szerint az emlés
DNS-nek csak 2 %-a ,,miikddik”, irddik at fehérjékké. Az emberi genom kézel hdrommilli-
ard olyan bazispart tartalmaz, amely nem fejezddik ki az élet sordn, a nagymennyiségfi ,.fe-
lesleges™ informécid, feltchetSen az evolicid soran halmozddott fel.

4.6, Az RNS

Az ¢lz0 fejezetekben lattuk, hogy a polinukleotid ldncok, a DNS és az RNS alapveté
szerkezeti elemei, a nukleotidok kapcsolddésa nagyon hasonlod, gyakorlatilag azonos elvek
szerint torténik mindkét makromolekulaban. Ebben a fejezetben az épitéelemekben talalha-
to kémiai kuldnbségekre tériink ki, elsésorban a DNS-t6] eltérd jellemzd tulajdonségaira.
Kiilon targyaljuk az RINS biologiai szerepét és az azt meghatarozé szerkezeti kiilénbségeket.

Az RNS felépitése

A ribonukleinsav (RNS) purin és pirimidin ribonukleotid monofoszfat (NMP) egysé-
gekbdl épiil fel, amelyeket 3 “-5°-foszfodiészterkGtések kapesolnak 6ssze, hasonldan, mint a
DNS-ben a ANMP-egységeket. A legfontosabb kiilsnbségek a DNS és RNS elsédleges ké-
miai szerkezetében az aldbbiak:

a) Az RNS-ben mindig ribdzhoz kapcsolodnak a bazisok, szemben a DNS-ben el§-
fordulé 2’-dezoxiribozzal.

b) Az RNS-molekuldk purin bazis tartalma azonos, mig pirimidin bazis tartalma kii-
16nboz6 a DNS-t6l. Az RNS-molekulak nem tartalmaznak timin bazist, helyette az
uracil talalhat6. Timin ribonukleotid tn. ritka bazisként eléfordulhat kis mennyi-
ségben a tRNS-ben, mint azt kés6bb latni fogjuk.

¢) Az RNS leggyakrabban egyszali polinukleotid lancként fordul eld, szemben a
DNS kett6s lanccal. Azonban, mint azt kordbban lattuk az egyszalt nukleinsavak
szerkezeténél (4-29., 4-30. dabra), az RNS gyakran képez hajtiiszerkezetet, ha
komplementer, ellentétes polaritasu szakaszok keriilnek egymas mellé.

d) Mivel az RNS-molekula leggyakraban egyszalt, a bazispérokra jellemz8 arény,
ami a DNS-ben kimutathat6, az RNS-re nem jellemzd, azaz a G nem azonos C,az
A pedig nem azonos a U bazis mennyiségével.

e) A polinukleotid ldnc savban hidrolizdlva mind a DNS, mind az RNS esetében
mononukleotidokat eredményez. Liigban azonban csak az RNS hidrolizalhato, a
DNS ellenall a ligos hidrolizisnek. Ennek az az oka, hogy DNS-ben a rib6z 2°-OH

!
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csoportja hidnyzik, ésnemtuda?2’3’ _ciklikusdiészter-mononuk!eotid kialakulnia
Jagos kozegben. A luggal szembeni érzékenységet az RNS kimutatasara gyakran
hasznaljak a diagnosztikéban is.

4.6.1. Az RNS bioldgiai szerepe

Az RNS-ben tarolt informaciét, ugyanagy, mint a DNS esetében, a nukleotidszek-
vencia, a primer szerkezet hordozza. Az RNS szekvenciaja komplementer a kodold DNS-
szallal (génekkel), amelyrél az 4tirasa, transzkripcioja tortént. A komplementaritas alapja a
nukleinsav hibridizaciés technikénak is, amir6l mér korabban szo volt. Az RNS nem hibridi-
241 a DNS gén masik szalaval, a nem-kodolo szallal, viszont érielemszertien szekvenciaja
megegyezik a nem-kodolo szal szekvencidjaval.

A sejtekben eléforduld RNS-féleségek tobbsége a fehérjeszintézisben vesz részt. A
messenger RNS (mRNS) biztositja a kodot, a mintat a fehérjeszintézishez. A riboszomakban
héarom, illetve négy, kiilonbdzd hossz(sagh RNS van (rRNS), ezek elsdsorban a szerkezet
kialakulasahoz, a mRNS megkdtéséhez sziikségesek. A legkisebb molekulasalyt RNS a
transzfer RNS (tRNS), a fehérjeszintézis szaméra szallitja a mRNS mintaban eldirt aminosa-
vat.

A DNS-genomrél mindig sokkal t5bb RNS szintetizalodik, mint ami végil a fehérje-
szintézisben részt vesz, nagy része lebomlik. Az elsédleges RNS-molekuldk bonyolult mé-
dositason esnek at (RNS-processing), amely folyamat kiilénosen intenziv az eukariota sejt-
magban. Ezekben a sejtekben taldltak Onalld funkci6j, nem a fehérjeszintézist szolgalo,
kismolekulastlyt RNS-molekulékat (snRNS — small nudear RNA), amelyek 90-300 nuk-
leotid-egységb6l allnak. Egyes snRNS-ckrél kidertilt, hogy az RNS-processzallasban kata-
lizator szerepik van.

Az RNS szamos allati és névényi virusnak nallo genetikai anyaga is lehet, A klasszi-
kus RNS-virusok a szaporodasi ciklusok soran RNS-sé irodnak at a gazdasejtben. Van azon-
ban az RNS virusoknak egy specialis csoportja a ,retrovirusok” amelyek tartalmaznak egy
enzimet, a reverz transzkriptazt (RNS-fiiggd DNS-polimeraz), amely ds DNS-sé irja at az
RNS genomot. A dsDNS-s¢ atirt virusgenom ilyen formaban vagy integratodhat a gazda
DNS-be, vagy kiils6 hatasra a genombol ki is valhat, és mint virus 6nalloan replikalodhat. A
retrovirusok az emlés szervezetekben tumort indukalhatnak, transzformalhatjék a fertézott
sejtet.

4,6.2. Az mRNS

A fehérjeszintézisben a mintat szolgaltatja a polipeptidlanc kialakulasahoz. A leghe-
terogénebb RNS-csoport a molekula nagysaga ¢és életideje tekintetében, van azonban né-
hany jellemzd tulajdonsag, amelyik minden rnRNS-ben megtalalhato, ezek a kovetkezok:

Az 5’-vége a mRNS-cknek minden esetben 7-metil-guanozin trifoszfat. A metil-GTP
foszfat végéhez kapcsolodik a szomszédos 2-0-metil-ribonukleozid az 5-OH csoportjan
Keresztiil. Bzt a kémiai szerkezetet nevezik sapkdnak,  mMRNS-cap "-nek, szerepe a molekula
5¢-végének védelme, valamint a fehérjeszintetizdlo rendszer a molekulanak ezt a véget is-
meri fel (4-32. dbra).

A mRNS masik vége, a 3°-hidroxil vég 20-250 nukleotid tagbdl alid homopolimer,
poli-adenilsavbol &ll, amit poli(A)-faroknak neveznek. A transzkripcié befejezése utan egy
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A mRNS 5" vége tobb helyen metildlédik: ,sapka”

kiilén enzim a poliadenilét-szintetdz késziti el a molekuldnak ezt a részét, feltehetSen stabili-
zélja a mRNS-t. A poli(A)-farok nagyon fontos lehetOséget jelent a mRNS-ek tisztitasaban,
mivel bazispart képezve kotddik oligo(T)-cellulézhoz. Ezt az affinitas-kromatografiai méd-
szert széles kdrben alkalmazzak a mRNS-ek tisztitdsara a molekularis genetikdban.

Az emlds sejtmagbol izolalhaté RNS-molekulék rendkiviil heterogén molekulats-
meggel rendelkeznek, prekurzorai a funkcionalis RNS-eknek, amelyek a citoplazmabél izo-
lalhatok. Ezt az RNS-csoportot heterogén nukledris RNS-nek, hnRNS) nevezik, 4tlagos mo-
lekulatomege 107 kDa felett van, mig a mRNS-ek atlagos molekulatémege 106 koriil van. A
folyamatot, amely az elsé transzkripciés termékbél funkcidképes RNS-molekulat készit,
RNS-processzdaldsnak nevezik. Ez a folyamat nem csak a mRNS, hanem a tRNS és rRNS ki-
alakuldsdra is jellemz6, és kiilondsen intenziv az eukariota sejtekben. Az RNS-processzéalés
tobb enzimatikus folyamat 8sszehangolt milkédése, mint a nukleolitikus hasitds és dssze-
kapcsolds (ligalas); a sapkakészités, ,,capping”; a termindlds; végiil pedig egyes nukleotidok
modositasa, metilaldsa stb. Az emlds sejtekben az atirddolt RNS-nek 50-70%-a még a sejt-
magban lebomlik, nem jut RNS formaéjiban a citoplazmaéba.

A DNS primer szerkezetének megismerése nyoman kideriilt, hogy a genetikai infor-
mécié nem folyamatos a DNS-lancon. Az aminosav-szekvenciat kodolé szakaszokat
(exonok) olyan szekvencidk szakitjik meg, amelyek nem jelennek meg a fehérjében (intro-
nok). A transzkripcio elsédleges terméke tartalmazza a genom teljes mésolatat, az intronok
az RNS-bdl vagodnak ki, és az exonokat a splicing megfelelé sorrendbe 8sszerakja. A bo-
nyolult folyamatokban biztosan szerepet jatszanak az snRNS-ek, amelyekrél korabban szo6l-
tunk. Két mechanizmust sikeriilt eddig megismemni az intronok eltavolitasara. Az egyikben
az Ggynevezett Ul snRNS-ek (uracilban gazdag snRNS) egy meghatarozott szekvencidja
komplementer az exon-intron hataron elhelyezkedd szekvenciakkal. Ehhez a komplementer
szakaszhoz kapcsolédva a két exon egymashoz kozel keriil, az intron egy hurkot képez, és
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ilyen formaban kivagddik, majd a két exon 8sszekapcsolodik. Az Ul snRNS szerepe tehat
az, hogy megkeresve az exon-intron hatdron 1évé komplementer (consensus) szekvencidkat,
az intront kihurkolja. A folyamatban az Ul snRNS-en kiviil fehérjék is részt vesznek
ribonukleoprotein komplexeket alkotva, melyeket ,.spliceosoma ”-nak hivnak, (1d. Orvosi
Biokémia kdnyv)

A miésik intronkivagasi mechanizmus nem igényel fehérjét, az RNS maga ,enzim-
ként” miikoédik (Ribozim). Mindezek a folyamatok az RNS-processzalasdhoz tartoznak és a
magban zajlanak.

4.6.3. A tRNS

A tRNS a fehérjeszintézisben leolvassa az mRNS-kédot, és szallitja a megfeleld ami-
nosavat. Atlagosan 75 nukleotidbél 4ll, és molekulatdmege 25000 dalton. Minden sejtben
legalabb 20-féle tRNS-molekula van, de gyakran egy-egy aminosav szallitdsahoz tébb tRNS
is rendelkezésre all. A tRNS-ek nukleotidszekvencigja kiilonboz6, azonban szdmos kdzos
tulajdonséggal rendelkeznek. A k6zos tulajdonsagok koziil a legjellemzébb a tRNS-ek mé-
sodlagos szerkezete. A ribonukleotid lancon beliill komplementer szakaszok, csavarulatok,
hurkok vannak. A sikra vetitett tRNS-format ,I6here” forménak nevezik. Négy 6 szakasz
talalhatd benne, amelyeket karoknak neveziink, ezek k6ziil harom kar hurokban végzddik.
Az akceptor-karon egy szakasz kétszala bazisparokat képez, és mindig CCA (5°—3’) szek-
vencidval végzddik, ez a molekula 3’-vége. Az akceptorkar adenozin 3’-OH csoportjahoz
kapcsolodik majd a szallitandd aminosav karboxilcsoportja észterkdtéssel. A masik hdrom
kar is tartalmaz bazisparokat, és ezen kiviil hurokban végzddnek.
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4-34, dbra
A tRNS térbeli szerkezete. Baloldalt a I6here-forma, jobboldalt fenn az L-forma, jobboldalt alul az
[-forma térhatasu valtozata lathatd. A léhere-formén a kodon-antikodon kapcsolat és a megkététt
aminosav (ez esetben a triptofan és a hozza tartoz6 kodon és antikodon) is lathatd.

Az antikodon-kar ismeri fel a mRNS-en az aminosavat kodold nukleotid tripleteket, a
kodont. A D-kar a nevét egy ritka bazistél, a dihidrouridin-té1 (4-33. dbra) kapta, az
aminoacil-tRNS szintetdz enzim felismerésében van fontos szerepe. Hasonldan ritka bazi-
sok vannak a T¥YC karban is (ribotimidin, pszeudouridin, ezért pszeudouridin karnak is ne-
vezik), amely az amino-acil-tRNS-t a riboszémdkhoz 16gziti. Van egy negyedik, kisebb kar
is az Un. extra kar, amely nagyon véltozatos nukleotid-szekvenciat mutat. A legtébb
tRNS-ben ez a kar 3-5 bp hosszlisagi (I-es tipust tRNS-ek), de van 13-21 bp hossziisagii ext-
ra kar is (2-es tipust tRNS-ek).

A négy karban elhelyezkedé bazisparszakaszok hossza minden tRNS-ben azonos: az
akceptor-karban 7, a TTC és antikodon-karban 5-5 és a D-karban 3-4 béazispar van. A tRNS
tényleges térbeli szerkezetét, az L-format a 4-34. dbra mutatja.

Minden tRNS-ben az antikodon-tripleten kiviil még legalabb két nukleotid van, ami
szerepet jatszik a mRNS-kodon felismerésében. Ha a molekuldban az 3°—5’ iranyba hala-
dunk, mindig van egy véltozo bazis (N), ami &ltaldban egy mddositott purin, ezutan kivetke-
zik az antikodon (X.Y.Z), majd az antikodon utdn a szekvencia mindig egy pirimi-
din-primidin 5° nukleotidparos. A 4.33. dbran az antikodon nukleotid triplet a 34, 35, 36.
nukleotid, amit megeléz a két pirimidin nukleotid (U, Pyr) és az antikodont kéveti a médosi-
tott purin (Pu) nukleotid. Az antikodon-kodon kapcsolddas a baziskomplementarités alapjan
jon létre. Ez a kapcsolat nem t6kéletes abban az esetben; ha az antikodon harmadik nuk-
leotidja nem tékéletes bazisparja a kodon harmadik tagjénak. A jelenséget a ,,kodon-anti-
kodon 19tydgés™-nek nevezik (4-35. dbra).

A genetikai kod leolvasasaban csak az antikodonhurok jatszik szerepet, az akcep-
tor-karon 1évé aminosav kdz8mbds ebben a funkcidban.
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A kodon-antikodon kapcsolat; a ,lotydgés”

A tRNS-ben fordul el8 a legtdbb, tin. ritka vagy modositott bazis, a gyakrabban el6-
fordulo ritka bazisok képlete a 4-36. abran lathatdk, kiemelve a kiilonbsegeket.

4.6.4. Az YRNS

A riboszémék a fehérjeszintézis fontos szerkezeti elemei, fehérjébdl és RNS-bél
épiilnek fel. Hozzajuk k&t6dik az mRNS és tRNS is a peptidkotés kialakitisa soran. Az em-
16s riboszoméak molekulatdmege 4,2x106 dalton, két £6 nukleoprotein alegysegbol allnak: a
nagy alegységbdl, amely 2,8x10° (60S), és a kis alegysegbdl, amely 1,4x106(40S) tomegt. A
nagy alegység 50 specifikus fehérjébdl és harom rRNS-molekulabol épiil fel, amelyek jel-
lemz8i: 5 S TRNS; 5,8 S rRNS és 28S rRNS. A kis alegység 30 killonb6z6 fehérjebol es
egyetlen RNS-molekulabol épiil fel, amely a 18 S rRNS (3-47. dbra).

A prokariota riboszoma asszocialt forméja 70 S, 2.8% 10¢ molekulatomegli. A na-
gyobb alegység 50 S és két rRNS-t tartalmaz: 5 S rRNS (120 nukleotid) és 23 S 1RNS (kb.
3000 nukleotid), ezenkiviil mintegy 34-féle fehérjét tartalmaz. A kisebb alegységben (30°S)
egyetlen 16 S rRNS (kb. 1500 nukleotid) és 21 fehérje talalhatd.

Az rRNS-ek, hasonloan az mRNS-ekhez, processzalassal alakulnak ki az els6dleges
transzkripeids termékbél. Valamennyi rRNS-molekula, az 55 rRNS kivételével egy kozos
458 rRNS-prekorzorbél keletkezik az eukariota nukleoluszban.
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4-38. abra
Hurokképzddés a 16S rRNS 3’ végén

Az 5S rRNS is processzalassal alakul ki a sajat prekurzorabél. A nukleoluszban a ma-
sodlagos médositasokon (metilalds) is atesett, kész rRNS-molekulédk a riboszémafehér-
Jékkel egyiitt kialakitjdk a kész riboszomakat, amelyek a citoplazmaba keriilve részt vesznek
a fehérjeszintézis gépezetében. A szintézis végén a riboszémék felszabadulnak, és aj fehér-
Jjeszintézisben vehetnek részt (riboszomaciklus).

Az rRNS-molekulak szerepe els6dlegesen a riboszomaszerkezet kialakitisa, Egyet-
len rRNS-18], a kis alegység 18S rRNS-16] (prokariotakban 16S RNS) tudjuk azt, hogy a
3*-végen elhelyezkedd 3-9 nukleotid az mRNS riboszémékhoz térténd kdtésében is fontos
szerepet jatszik (4-38. abra), a start-kodon el6tti szekvencidval komplementer, ahhoz k&t8-
dik. A 4-38. dbra 3 J6StRNS-nek azl a szakaszat mutatja, amelyik konzervativ az é18vilag-
ban, és a mRNS megkétésében vesz részt. A konzervativ szakasz a két metil-csoportot tartal-
mazé adenintol (A-Me2) a 3°-végéig terjed, és alig mutat kiildnbséget az eukariota 18S
rRNS-hez képest.

4.6.5. A snurp-ok

A harom f8 RNS-féleségen kiviil a sejtmag és a citoplazma tartalmaz még nagysza-
mu, kis molekulatémegt, labilis RNS-eket. Ezek az RNS-féleségek 90-300 nukleotidbol all-
nak ¢s 10*-10° darab van bel6lik sejtenként. Ezek a kis RNS-darabok leggyakrabban fehér-
Jékkel egylitt fejtik ki hatdsukat a génatirds szabalyozasaban, az RNS-processzéldsban. An-
gol nevik réviditéseébsl snurp-oknak nevezik ezeket a ribonukleoprotein komplexeket
(small nuclear ribonucleoprotein particles - snurp), Néhéany ilyen snurp szerepét pontosab-
ban is ismerjiik, igy példédul az U7-snurp a hiszton mRNS 3°-végének pontossagaért felelds.
Az Ul-snurp az rRNS-kialakuldsban az intronok eltavolitisaban vesz részt (ldsd mRNS).



