
Αντιγραφή του DNA

Πιστή αντιγραφή είναι απαραίτητη για την  αποθήκευση των γενετικών πληροφοριών. 



«Κεντρικό Δόγμα» της ροής των πληροφοριών 
στα βιολογικά συστήματα



Δομή του DNA

DNA σχηματίζει  διπλη έλικα δύο χωριστών 
κλώνων με συμπληρωματικές αλληλουχίες.



Μήκος του E. Coli DNA 
vs μήκος του κυττάρου



Υπερσυσπείρωση του DNA



Ευκαρυωτικό χρωμόσωμα





Τοποϊσομεράσεις είναι ένζυμα που επάγουν ή εξαλείφουν υπερσπειρώσεις.

Οι τοποϊσομεράσες τύπου Ι χαλαρώνουν τις υπερσυσπείρωσεις, μια θερμοδυναμικα 
ευνοϊκή αντίδραση, ενώ οι τοποϊσομεράσες τύπου II, όπως η DNA γυράση σε Ε. Coli, 
εισάγουν υπερσυσπειρώσεις με χρήση ΑΤΡ.

Οι τοποϊσομεράσες αλλάζουν τον αριθμό σύνδεσων σε μια αντίδραση τριών βημάτων:
1.Διάσπαση ενός (τύπου Ι) ή και των δύο (Τύπου II) κλώνων του DNA.
2.Μετάβαση τμήματος DNA μέσω του διάσπασμένου DNA.
3.Επανασύνδεση του DNA.

Τοποισομεράσεις



Τοποισομεράση Ι-Χαλάρωση

Τοποισομεράση Ι



Τοποισομεράση ΙΙ



Τοποισμεράσες: Στόχοι αντιβιοτικών

Το ναλιδιξικό οξύ και η σιπροφλοξασίνη είναι αναστολείς της γυράσης του DNA 
που χρησιμοποιούνται για τη θεραπεία βακτηριακών λοιμώξεων.

Η σιπροφλοξασίνη αποτρέπει τη δηλητηρίαση από τον άνθρακα.



ΚαμποθηκίνηΗ καμπτοθηκίνη, ένας αντικαρκινικός 
παράγοντας, αναστέλλει την ανθρώπινη 
τοποϊσομεράση Ι σταθεροποιώντας τη 
μορφή του ενζύμου που συνδέεται με το 
DNA.

Τοποισμεράσες: Στόχοι αντικαρκινικών

Ιρινοτεκάνη
Τοποτεκάνη

αντικαρκινικόι παράγοντες, 
ανθρώπινη τοποϊσομεράση ΙΙ 



Η αντίδραση που καταλύεται από την DNA πολυμεράση είναι:

Βασικά χαρακτηριστικά της σύνθεσης του DNA είναι:

Οι τέσσερεις τριφωσφορικοι  δεοξυνουκλεοζίτες και Mg2+.

Ένας κλώνος πρότυπο χρησιμοποιείται για να κατευθύνει τη σύνθεση του DNA.

Ένας εκκινητής από τον οποίο ο νέος κλώνος αναπτύσσεται

Αντιγραφή DNA



Σύνθεση DNA

DNA, η γενετική πληροφορία που 
μεταφέρεται από τη μια γενιά στην 
επόμενη 

Κατά τη διάρκεια της αντιγραφής, οι δύο 
κλώνοι πρεπει να διαχωριστούν, με τον 
καθένα να είναι εκμαγείο για τον νέο 
κλώνο 



Σύνθεση DNA

Προβλήματα που πρέπει να αντιμετωπιστούν κατά 
την σύνθεση του DNA:

Οι δύο κλώνοι της έλικας πρέπει να διαχωριστούν 
ώστε η μηχανή της αντιγραφής  για να εχει
πρόσβαση στην ακολουθία των νουκλεοτιδίων.

Ο διαχωρισμός των κλώνων δημιουργεί 
υπερσπειρώσεις που πρέπει να επιλυθούν για να 
συνεχιστεί η σύνθεση.



Σύνθεση DNA
Οι DΝΑ πολυμεράσες καταλύουν την κατευθυνόμενη από το εκμαγείο σύνθεση 
του DΝΑ.

Οι DΝΑ πολυμεράσες δεν μπορούν να ξεκινήσουν μια αλυσίδα de novo, χρειάζονται έναν 
εκκινιτή (RNA)
Ένας ειδικός τύπος RNA πολυμεράση (εκκινητάση) συνθέτει έναν σύντομο κλώνο RNA (≈ 5 
νουκλεοτίδια) συμπληρωματικό σε έναν κλώνο DNA που στη συνέχεια χρησιμεύει ως 
εκκινητής για τη σύνθεση DNA.

Η DNA πολυμεράση Ι, χρησιμοποιώντας μια τρίτη ενζυμική δραστικότητα, εξωνουκλεάσης 
5’--->3, στη συνέχεια αφαιρεί τους εκκινητές και αντικαθιστά το RNA με DNA



Αντίδραση της 
πολυμεράσης του DNA

Η DNA πολυμεράση απαιτεί 

εκμαγείο DNA

εκκινητή RNA ή DNA 

dNTPs



Μηχανισμός της DNA πολυμεράσης

Ο καταλυτικός μηχανισμός περιλαμβάνει 
δύο ιόντα Mg2+

Bοηθούν στον προσανατολισμό του 
εισερχόμενου νουκλεοτιδίου με τον εκκινητή 
και σταθεροποιούν τα αρνητικά φορτία του 
πυροφωσφορικού προϊόντος.

Σταθεροποιούν τη δομή της μεταβατικής 
κατάστασης

H 3'-OH θα λειτουργήσει ως ένα πυρηνόφιλο

Τρία κατάλοιπα ασπαραγινικού, δύο από τα 
οποία είναι εξαιρετικά διατηρημένα σε όλες 
τις DNA πολυμεράσες. 



Σφάλματα στο E. coli: 1 σε 109 - 1010 bp

(1 ανά 1.000-10.000 αντιγραφές)

Το ενεργό κέντρο της DNA πολυμεράσης 
εξαιρεί ζεύγη βάσεων με λανθασμένη 
γεωμετρία

ΑΛΛΑ οι πολυμεράσες DNA εξακολουθούν να 
εισάγουν λάθος βάση  10-4 – 10-5 φορές.

Οι μηχανισμοί επισκευής διορθώνουν αυτά 
τα σφάλματα.

Εξειδίκευση



Διόρθωση σφάλματος

Όλες οι πολυμεράσες DNA έχουν επιπλέον 
δράση.

Ενεργότητα 3’→5’ εξωνουκλεάσης
Ελεγχος πιστότηττας του αντίγραφου

Η μετατόπιση του ενζύμου στην επόμενη θέση 
αναστέλλεται έως ότου το ένζυμο μπορεί να 
απομακρύνει το λανθασμένο νουκλεοτίδιο



Πολυμεράσεις του DNA σε Ε. coli

Ο σύνθεση του DNA είναι γρήγορη.
Το γονιδίωμα Ε. Coli, που αποτελείται από 4,6 εκατομμύρια ζεύγη βάσεων, αντιγράφεται σε 
<40 min, με ρυθμό 2000 b/sec.



Αντιγραφή του DNA

Η ασυνεχής σύνθεση επιτρέπει την κίνηση της 
διχάλας αντιγραφής στην κατεύθυνση 3΄→5΄, 
ενώ τα θραύσματα γίνονται στην κατεύθυνση 
5’→3’.

Η σύνθεση DNA προχωρά στην 
κατεύθυνση 5΄→3΄, αλλά οι δύο 
κλώνοι της έλικας έχουν αντίθετη 
κατεύθυνση.

DΝΑ πολυμεράσες συνθέτουν μόνο 
στην κατεύθυνση 5’→3’.

Οι δυο κλώνοι αντιγράφονται 
ταυτόχρονα. 
Διχάλα αντιγραφής: θέση σύνθεσης 
κινείται προς τη μία κατεύθυνση

(προηγούμενος κλώνος) συντίθεται συνεχώς 

στην κατεύθυνση 5’→3’

(καθυστερών κλώνος) συντίθεται ως 

μικρά τεμάχια, θραύσματα Okazaki 
στην κατεύθυνση 5’→3’.



DNA πολυμεράση III



Ολοένζυμο της  DNA ΙΙΙ πολυμεράσης

Τα ένζυμα αντιγραφής εμφανίζουν μεγάλη καταλυτική ισχύ, πιστότητα και επεξεργαστικότητα.
Η DNA πολυμεράση III εχει μεγάλη επεξεργαστικότητα, μόλις ξεκινήσει η κατάλυση, σπάνια 
απελευθερώνει το υπόστρωμα. 
Η πηγή της επεξεργαστικότητας είναι ο ολισθένων σφιγκτήρας (β2 υπομονάδα)
Ο ολισθένων σφιγκτήρας προσδένεται στο DNA από μια πρωτεΐνη που ονομάζεται φορτωτής σφιγκτήρα, 
ο οποίος χρησιμοποιεί την ενέργεια της υδρόλυσης ΑΤΡ για να ανοίξει και να κλείσει τον σφιγκτήρα.



Mοντέλο τρομπονιού



Ελικάσεις διαχωριζουν μεσω υδρόλυσης ΑΤΡ, 
τους κλώνους  της διπλής έλικας για να κάνει το 
DNA διαθέσιμο για την DNA πολυμεράση.

Η ελικάση, το οποίο αποτελείται από μια δομή 
δακτυλίου και αποτελείται από έξι υπομονάδες, 
δρα ως σφήνα για να διαχωρίσει τους κλώνους

Ελαττώματα στη ελικάση μπορεί να οδηγήσει 
στο σύνδρομο Werner

Παθολογική κατάσταση που χαρακτηρίζεται 
από την πρόωρη γήρανση.

Αντιγραφή DNA

Σύνδρομο Werner



Αντιγραφή του DNA

Η DΝΑ λιγάση καταλύει την ένωση ενός θραύσματος DΝΑ με μια ελεύθερη 3-OH στην 
φωσφορυλιωμένη 5-OH ομαδα, σε μία αντίδραση που απαιτεί ενέργεια, συνήθως ΑΤΡ. 
Τα βακτήρια χρησιμοποιούν NAD+ ως πηγή ενέργειας.



Πρωτεΐνες που εμπλέκονται στις διαδικασίες 
αντιγραφής σε προκαρυώτες, ιούς και ευκαρυώτες

DNA πολυμεράση α (δεν έχει 3'-δραστικότητα εξωνουκλεάσης), εκκινεί την αντιγραφή του 
DNA στα ευκαρυωτικά κύτταρα, δημιουργώντας ένα μόριο DNA ≈ 20 dNTP σε μήκος.
δ πολυμεράση DNA, ενα πιο επεξεργαστικό ένζυμο, επεκτείνει τις αλυσίδες. 
Η μετάβαση από την πολυμεράση α έως δ ονομάζεται εναλλαγή πολυμεράσης.

DNA πολυμεράση ε (πυρήνας)
DNA πολυμεράση γ (μιτοχόνδρια)
DNA πολυμεράση β (διόρθωση)



Μοντέλο του Replisome της ζύμης

Η ευκαρυωτική πολυμεράση ε 
του DNA δεν απαιτεί σφιγκτήρα 
ολίσθησης λόγω της προσθήκης 
της περιοχής Ρ



Μοντέλο για την αντιγραφή της χρωματίνης



Εναρξη της αντιγραφής

H DnaA πρωτεΐνη προσδένεται σε διακριτές 
θέσεις (σημείο oriC)

H DnaA χρειάζεται την DnaB, μια ελικάση που 
χρησιμοποιεί υδρόλυση ΑΤΡ για να χαλαρώσει 
το σημείο έναρξης. Η DnaB προσδένεται με 
την βοήθεια της DnaC.

Πρωτείνες δέσμευσης μονόκλωνου DNA (SSB) 
συνδέονται σε ΑΤ-πλούσιες περιοχές του 
σημείου oriC. Σύμπλοκο προέναρξης 

Η DNA πολυμεραση ΙΙΙ προσδένεται στο 
σύμπλοκο προέναρξης. 



Ευκαρυωτικά κύτταρα έχουν πολύ μεγαλύτερο DNA από τα βακτήρια, 
γραμμικό σε πολλαπλά χρωμοσώματα.
Πολλαπλά σημεία έναρξης ORC (μονάδα αντιγραφής η ρεπλικόνιο). Οι 
άνθρωποι έχουν ≈ 30.000 θέσης έναρξης.

Αντιγραφή του DNA στους ευκαρυωτικούς



Η έναρξη από το ORC μπορεί να παρατηρηθεί χρησιμοποιώντας τεχνικές ενός μορίου.

Οι πρωτεΐνες που ονομάζονται παράγοντες αδειοδότησης επιτρέπουν μόνο μία αντιγραφή 
ανά ρεπλικόνιο ανά γύρο σύνθεσης DNA.

Αντιγραφή του DNA στους ευκαρυωτικούς



Αντιγραφή του DNA στους ευκαρυωτικούς

Η αντιγραφή στους ευκαρυώτες απαιτεί τα σημεία έναρξης της αντιγραφής να 
ερεργοποιούντε σε διαφορετικούς χρόνους



Αντιγραφή του DNA
Αναστολείς

Cytosine arabinoside 



Το πρόβλημα της ολοκλήρωσης του 5′-τέλους κατά 
την αντιγραφή ενός γραμμικού μορίου DNA

Η αποκοπή του εκκινητή RNA θα άφηνε 
ένα κενό που δεν μπορεί να συμπληρωθεί 
επειδή δεν υπάρχει 3′ άκρο εκκινητή για 
να επεκταθεί

Οι ιοί έχουν αναπτύξει τρεις στρατηγικές 
για να ξεπεράσουν αυτό το πρόβλημα

Οι ευκαρυώτες λύνουν αυτό το πρόβλημα 
μέσω της χρήσης τελομερών.



Τα ελεύθερα άκρα των γραμμικών μορίων DNA παρουσιάζουν δύο βιοχημικές δυσκολίες.

Είναι ευαίσθητα σε βλάβες από νουκλεάσες.

Λόγω της φύσης της σύνθεσης του DNA, ένας κλώνος θα μειώνεται μετά από κάθε γύρο 
σύνθεσης του DNA.

Τα άκρα των χρωμοσωμάτων ονομάζονται τελομερή.

Η μεγαλύτερη από τις δύο έλικες, η οποία αντιπροσωπεύει τον κλώνο εκμαγείο, είναι 
πλούσια σε γουανίνη που σχηματίσει μία δομή βρόχου για την προστασία του άκρου του 
χρωμοσώματος.

Τελομερή



Αυτά τα επαναλαμβανόμενα μικρά τμήματα 
DNA εμποδίζουν την απώλεια 
κωδικοποιητικών αλληλουχιών μετά από 
επαναλαμβανόμενους γύρους αντιγραφής.

Η G πλούσια περιοχή των τελομερών μπορεί 
να διατηρηθεί από το ένζυμο τελομεράση.

Η τελομεράση περιέχει ένα πρότυπο RNA που 
χρησιμοποιεί για να επεκτείνει τo σκέλος.

Στην ταχέως διαιρούμενα κύτταρα, 
συμπεριλαμβανομένων των καρκινικών 
κυττάρων, τα τελομερή πρέπει να διατηρείται 
από την τελομεράση για να αποτρέψει μείωση 
της υστέρηση, η οποία θα οδηγήσει σε 
κυτταρικό θάνατο.

Υψηλή δραστικότητα τελομεράσης είναι ένα 
χαρακτηριστικό των κυττάρων καρκίνου.

Τελομερή
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