Samenvatting adh van dia’s – chapter 10 Lodish

Operons
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→ functionele cluster genen prokaryoot


→ mRNA bevat meerder ORFs


→ 1 ORF = cistron


→ Operon ↔ 1 metabolisch proces

Prokaryoot genoom


→ Circulair chromosoom (106-7) + plasmiden (103-5)

→ Conjugatie: overdracht plasmiden door plasmiden geïnduceerd [horizontaal];
Lab-plasmiden bevatten geen conjugatiegenen.
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Chromosoom condensatie


→ PO43- ↔ polyamines (+) sperime en spermidine

→ eiwitten binden DNA → vouwing + wikkeling [400bp / H-NS E. Coli]

→ linkshandige (-) supercoiling → smelten+ [dhelix rechtshandig]; 

Door enzymen (topoisomerases) of DNA-bindende eiwitten

· Topoisomerase I: es breuken → ∆Lk 1
· Nick DNA [phosphotyrosinebond], reseal “below”

· Topoisomerase II: ds breuken → ∆Lk 2 [bv. gyrase E. coli]
Eukaryoten


→ kroon:  “genomen”
· kern chromosomen

· circulair chromo mitochondria

· ↔ prokaryoten; replicatie tijdens interfase (≠↔ kern replicatie); via ei
· plant circulair ~ chloroplasten
· ↔ prokaryoten 

 [infoplant mito] > [infoplantchl] > [infodier mito]


→ ruimtelijke scheiding transcriptie/translatie
Eukaryotische genen

→ gen = eiwitcoderende DNA + temporele/spatiale expressie regulerende volgordes 


→ monocistronisch; hnRNA (primaire transcript) biochemisch bewerkt 

→ eiwitsynthese → export celkern → mRNA


→ ongetranscribeerde genelementen:

· promotors; enhancers + silencers; boudary elements


→ RNA elementen

· cap, 5’ & 3’ untranslated region, exonen (→ ORF mRNA) , intronen, polyA
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→ Processing

1. 5’ capping: covalente additie m7Gppp via 5’-5’ phophodiesterbinding.
2. Splicing

3. Polyadenatie [80-255]
→ alternative splicing → varianten; 3’ varianten (eigen polyA-signaal!)
→ genduplicatie → genfamilies in clusters; gemeenschappelijke controle-elemente
Colineairiteit: epxressie temporeel/spatieel verband volgorde genen
Chromosomen
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→ Chromosome painting: DNA PCR hamster-mens hybride die fluoresceren per chromosoom (1 hum. chromo/cel);

→ primers humane SINE elementen

→ complementair DNA /chromosoom gekleurd. 
→ In situ hybdridizatie andere cel → kleuring
→ chromo’s eigen territorium
→ herstel, replicatie, segregatie, selectieve expressie [oiv celtype/signalen]

→ higher order chromosome structure ↔ cell cycle

→ condensin → condenses sister chromatids; cohesin → chromatid cohesion

→ genoom 3x109bp (22+1 chromo) = 1m DNA; kern Ø 2x10-6m

→ C-value paradox: complexiteit soort ≠↔ #DNA
Moleculen verpakking DNA


→ epigenetische informatie


→ chromatine: complex DNA & eiwit (50%-50%) [isolatie isotone buffers: 150mM KCl]
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→ Belangrijkste eiwitcomponent: histonen (+, basisch)
· Hooggeconserveerd; 3x107/cel; → linkshandige supercoil

· Octameer: 2x H3-H4 dimeer + 2x H2A/B dimeren

· 10 histonstaarten (2x 4 N-terminaal + 2x 1 C-terminaal H2A)

→ TF → recrytering enzymen nucleosoom

→ gemethyleerd, ge-acetyleerd, fosforyliseert, geubiqitineerd.

→ na chromosoom replicatie signaal door 
signaallezende eiwitten (ook ~activiteit)
DNA duplex smelting


→ ↔ AT 2 H-bruggen → smelt eerder

→ ↔ solvent [pH, ionische sterkte, etc] [[Na] 10-400mM stabiliseren duplex]

· Waterstofburgdonoren/-acceptoren destabiliseren duplex [urea, formamide]

→ complexiteit ↔ renaturatie
→ bestuderen DNA re-associatie kinetica beelt A-T gehalte en complexiteit
→ drie types DNA (chromatagraphische    scheiding hydroxyl-apatite; bindt dsDNA)



→ Snel Vren: herhalingen 2-200bp eenvoudige repeat: tandem repeat loci.

· 105bp; satelite DNA; ≠coderend; 
· crossing over → varieert l → genetic fingerprinting
· nabijheid telo-/centromeren → structurele rol als  bindingsites telo/centro~ spec. eiwitten, of als ‘demper’-DNA
→ Intermediair Vren: 

· tandem repeats rRNA DNA, transfer genen, histon genen.

· *Mobiele DNA elementen: zie onder*



→ Langzaam Vren

· 25-50% genen [50-75% genfamilies (clusters/verspreid)] 1 kopie; pseudogenen
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Mobiele DNA elementen (tot 90% DNA bep. organisme!)

→ via DNA: transposon (mostly bacteria); via reverse transcriptase (RNA): retrotransposons (mostly eu).

→ Horizontale transmissie: via gameet. 

→ Verticale transmissie: infectieus viraal/faag genoom
→ nut? → “selfish”?; ↔ diversiteit; verspreiding genetisch materiaal
Bacterial Insertion sequences
→ >20x10 E. coli sequenties; 10-3-10-7/cel/generatie
→ transposase 
· blunt end donor cut (← inverted repeat)
· Staggered target

· ligates 5’ ends to 3’ IS
→ DNA pol extends 3’ ends → duplicatie overhang-stukje (5-11bp) → typerende lengte duplicatie (↔ specifiteit transposase)

→ Ac element ≡ IS; Ds element lost transposase

→ S-fase: possible #transposon↑
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Retrotransposons that behave like retroviruses


→ with long terminal repeats (LTR; 250-600bp)  vs. without ~

→ LTR containing ~ → retrovirus-like except envelope

→ LTR
· leftward: promoter pol II; rightward, RNA: processing enzymes (cleave, polyA) [→ RNA lacks complete LTR]
→ code integrase: puts DNA in host; 

→ code transcriptase: RNA → DNA
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→ endogenous retroviruses → human LTR related seqs

→ homologous recombination → isolated LTR → >ERV-related DNA

→ without LTR (≡ nonviral transposons) → >retrotransposons

· long interspersed elements (LINE): ~6kb;
· L1 (transposes), L2, L3. (21%! hugo)

· ORF1 (1kb): RNA BP; ORF2 (4kb) RT homo + endonucl.
· Pol II transcription; polyA ‘normal’; mRNA → cytoplasm → ORF1+ORF2; ORF1 bind LINE; ORF2 bind polyA; complex RNA-ORF1-ORF2; ORF2 staggered nicks (A/T rich); polyA↔T→primer; ORF2 transcribes RNA+DNA; Left-over RNA replaced DNA + 5’ & 3’ ligation cellular enzymes.
· Often truncated/mutated (99.99%)
· short interspersed elements (SINE): ~100-400bp; (13% hugo)
· no protein coding; contain A/T rich seq

· transcribed pol III

· (1.1/1.6mln) Alu elements → restriction enzym recognition

→ no LTR; transpose via RT

Processed pseudogenes

→ processed mRNA transcribed back genome
Other repetitive seqs


→ non-functional snRNA & tRNA coding copies.

*ev. Iets verder ingaan op genverplaatsing via transposons e.a.

