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Hoofdstuk I. DNA

Historie en inleiding

Voor een definitie van leven zul je gebruik moeten maken van verschillende componenten, wat dus ook maakt dat de combinatie van die factoren uiteindelijk leidt tot een goede omschrijving.
De volgende factoren spelen een rol:

· Levende organismen zijn afgescheiden van hun leefomgeving

· Energieopname & -verbruik is noodzakelijk voor de instandhouding van het organisme. Tevens is energie noodzakelijk (voor de voortplanting)
· Groei; elk organisme evolueert in de tijd; het neemt toe in complexiteit tot het volwassen stadium is bereikt. Uiteindelijk zal elk organisme sterven, door ouderdom (ruim begrip) of deling in dochterorganismen 

· Voortplanting; elk levend organisme kan zich voortplanten door seksuele of aseksuele voortplanting, wat noodzakelijk is om uitsterven te voorkomen.

· Beweging; Levende organismen kunnen op eigen kracht bewegen (let wel; dit hoeft geen voortbewegen te zijn; planten)

· Interpretatie van prikkels; reactie op de omgeving is noodzakelijk

Genen → informatiebevattende elementen die de karakteristieken van een individu, maar ook van een soort waartoe dit individu behoort, bevat; daarmee coderen ze voor erfelijke eigenschappen.

De historie van de ontdekking van de genen is als volgt verlopen:
1. Mendel kwam via het experiment met de lange en korte erwten tot de volgende wetmatigheden:

a. Waarneembare eigenschappen zijn terug te brengen tot overerfbare eenheden

b. Elke diploïde cel bevat 2 gekoppelde genen, waarbij eventueel meerdere allelen mogelijk zijn → elke mogelijke variant van een gen.
c. Genen zijn óf dominant versus recessief óf intermediair.

2. Garrod legde vervolgens de link tussen genen en biochemische processen, via alkaptonurie
. Hij was namelijk de eerste die voorstelde dat deze pathologie te wijten was aan een defect gen. Dit vormde de start van onderzoek naar de moleculaire verklaring van de erfelijkheid.

Met deze nieuwe feiten werd er meer onderzoek gedaan en kon men zo besluiten via microscopisch onderzoek dat de chromosomen de dragers zijn van de genen;
Chromosomen → de draadvormige structuren in de cel die bestaan uit het DNA en zo de drager vormen van de erfelijke eigenschappen.
De volgende experimenten werden uitgevoerd en in onderzoek gebruikt:

· Celfractioneringstechnieken → technieken waarbij de bestanddelen van cellen kunnen worden opgesplitst in verschillende fracties. Hiervoor bestaan verschillende methoden:

· Differentieel ultracentrifugeren:

· Cellen worden kapot gemaakt m.b.v. detergenten (oplossen van membranen) of mechanische krachten (mixer)

· Dit homogenaat wordt gefilterd

· Vervolgens vindt lage snelheid-centrifugatie plaats met als gevolg dat de zwaartekracht wordt overtroffen door de middelpuntvliedende kracht: de zwaarste celorganellen bevinden zich als eerste op de bodem en vormen daar een pellet. De resterende oplossing vormt het supernatans.

· Het pellet kan worden gescheiden van het supernatans en het supernatans kan opnieuw worden gescheiden d.m.v. een hoger toerental.

N.B. voor de scheiding van het cytoplasma van de organellen heb je een rotatiesnelheid nodig van 50.000 rpm.

· Densiteitscentrifugatie:

· In de centrifugebuis worden verschillende lagen met een stijgende sucrose-concentratie aangebracht (er zal géén homogeen mengsel ontstaan door densiteitsverschillen.)

· Hier bovenop komt het celhomogenaat en dit wordt gecentrifugeerd.

· De organellen migreren richting de bodem totdat ze op een laag zijn gekomen waarin de sucrosedichtheid gelijk is aan hun eigen densiteit: de opwaartse druk is hier gelijk aan de neerwaartse, wat een scheiding oplevert. 
N.B. scheiding op grond van densiteit kan ook verkregen worden door homogene oplossingen van CsCl bij hoge rotatiesnelheden te centrifugeren, omdat het CsCl naar de bodem zal zakken en er een concentratiegradiënt ontstaat. Dit wordt vaak gebruikt om isotopen te scheiden
· Het experiment van Griffith. Hier werd gebruik gemaakt van 2 verschillende stammen van de Streptococcus pneumoniae: de S-stam en de R-stam. De volgende homogenaten werden ingespoten bij een muis:
· De S-stam → longontsteking

· De R-stam → geen longontsteking

· Een gehomogeniseerde S-stam + de R-stam → longontsteking

Hij besloot hieruit dat bacteriën aan transformatie kunnen doen → het opnemen van genen uit de omgeving

Nu moest nog gevonden worden welke stof nu in het S-homogenaat zat die dit veroorzaakte: Griffith besloot het S-homogenaat te scheiden in RNA, eiwitten, DNA, vetten en koolwaterstoffen. Bij alle 5 de groepen werd de R-stam toegevoegd en deze R-stam werd ingespoten bij de muis. Hij vond dat alleen de muizen met DNA (afkomstig van het S-homogenaat) longontsteking kregen.
· Het Hershey-Chase experiment; bovenstaande conclusie werd opnieuw verkregen via het volgende experiment:
· Bacteriofaag → de virussen van bacteriën. 

· Men bezat 2 culturen E. Coli die beiden werden besmet met bacteriofagen. Één cultuur bevatte radioactief fosfaat en de ander bevatte radioactief zwavel. Dit zwavel wordt ingebouwd in de eiwitten van de nieuwe bacteriofagen, en het fosfaat in het DNA van de fagen. Men verkrijgt dus bacteriofagen met gelabelde eiwitten en gelabeld DNA.
· Deze fosfaat- en zwavelbacteriofagen werden toegevoegd aan verschillende (schone) kolonies E. Coli voor infectie en daarna werd het contact tussen de bacteriofagen en de bacteriën onmiddellijk verbroken, zodat alleen het DNA in de bacteriën terechtkwam. 

· Na centrifugatie kwamen de bacteriën op de bodem en de bacteriofagen in het supernatans. (De bacteriën zijn besmet, en moeten dus in staat zijn nieuwe bacteriofagen te maken omdat ze de (nog onbekende) component bevatten die hiervoor codeert): men zag dat het pellet radioactief was door het fosfor en het radioactieve zwavel in het supernatans was achtergebleven. Ter illustratie: blz. 11
De structuur van DNA

Men had nu dus bewezen dat DNA de essentiële factor was in de erfelijke eigenschappen, maar de structuur was nog lang niet opgehelderd. 

· DNA bestaat uit deoxyribose (figuur blz. 12), 
· Uit fosfaatgroepen (die samen met de suikers de backbone van het DNA vormen) en 
· De 4 verschillende basen A, C, G & T:
· Purines → adenine en guanine
· Pyrimidines → thymine en cytosine
· N-β-glycosidische binding → de binding van de suiker aan een base via de OH-groep
· Nucleoside → een base verbonden aan een deoxyribose via de N-glycosidische binding
:
· Adenosine → een adenine verbonden aan een ribose (A)
· Cytidine → een cytosine verbonden aan een ribose (C)
· Thymidine → een thymine verbonden aan een ribose (T)
· Guanosine → een guanine verbonden aan een ribose (G)
· Uridine → een uracil verbonden aan een ribose (U)

· Nucleotide → de verbinding tussen een base, een suiker en zijn base; deze komt meestal wel vrij voor in de cel. De synthese van nucleotiden is mogelijk via 3 manieren:

· De meeste cellen kunnen ze zo opbouwen

· Via partiële hydrolyse van nucleïnezuren door nucleasen

· Door afbraak van vrijgekomen basen en een enzymatisch recuperatieproces 
Aan het C-atoom van de suiker kunnen maximaal 3 fosfaatgroepen worden gehangen via fosfo-anhydridebindingen tot vorming van nucleotide-tri-fosfaten. Hierin worden de fosfaatgroepen achtereenvolgens aangeduid met α, β en γ, startend vanaf de α-C van de suiker. Dit vormt zo een energierijk intermediair (vergelijkbaar met ATP)

· De deoxyribosen zijn aan elkaar verbonden via de fosfodiësterbinding: de 5’-C van de ene deoxyribose wordt verbonden via een fosfaatgroep met de 3’-C van de vorige suiker.

Andere belangrijke basen en nucleotiden.
       1.
Co-enzym A (betrokken bij acyltransferreacties)
       2.
NAD (betrokken met elektrontransferreacties (Nicotinamide Adenine Dinucleotide))
       3.   
FAD (flavine adenine dinucleotide, tevens betrokken met elektrontransferreacties)
       4.
cAMP → een belangrijke second messenger met een intermediaire positie. 
       5.
S-adenosylmethionine; dit is de methyldonor in verschillende methyleringsreacties

De werking van andere purine- en pyrimidine-analogen:

1. ​Caffeïne; dit is een inhibitor van fosfodiësterase (een enzym dat cAMP omzet naar AMP) omdat cafeïne bindt aan cAMP in plaats van fosfodiësterase. De remming valt weg en de concentratie van cAMP blijft hoog. cAMP houdt het organisme in geëxciteerde toestand.
2. AZT; 3’-azido-2’-deoxythymidine; dit is een AIDS-remmer. Het AZT inhibeert het reverse-transcriptase van het HIV-virus waardoor er minder nieuwe virussen worden gevormd.

3. Zovirax is werkzaam tegen hoofdluis (artikel bijgevoegd; aantekeningen niet duidelijk)

Eigenschappen van DNA in de polymeervorm.
Via X-stralen diffracties is duidelijk geworden dat de algemene structuur van DNA helicaal is waarin de basen voorkwamen in gelijke verhouding (A is stoïchiometrisch gelijk aan T en C aan G). Chargaff was de eerste die deze verhoudingen gevonden had. Aan de hand van deze ontdekking konden Watson en Crick hun dubbele-helix-hypothese opstellen:
· De twee strengen van de helix lopen antiparallel
· A associeert met T en C met G; dus associatie van een pyrimidine en een purine, dus de lengte van de waterstofbruggen zijn per definitie overal gelijk!

· De basen liggen naar elkaar gekeerd en de negatieve fosfaatgroepen zijn naar het water (naar buiten) toe gekeerd

· De negatieve ladingen van de fosfaatgroepen worden geneutraliseerd, meestal door Na+
· Door het feit dat de basen waterstofbruggen kunnen vormen, zijn ze complementair, waarbij de basenparen steeds in een vlak liggen dat loodrecht staat op de ruggengraat.

· Door het feit dat er tussen C & G 3 basenparen kunnen worden gevormd en slechts 2 tussen A en T, ontstaat er een grote en een kleine groeve. (voor de uitleg: zie blz. 17-links) 
De dubbele helix heeft 10,4 basenparen per winding, wat overeenkomt met 34 Å. De diameter is ongeveer 20 Å.
· DNA kan verschillende helices vormen:
· B-vorm: de backbone is naar buiten gekeerd en de basenparen naar binnen. Bovendien heeft deze vorm een major- en een minor groove, omdat de N-glycosidische bindingen niet precies diametraal tegen over elkaar liggen. Deze vorm is het meest frequent.

· Z-DNA; een andere helix-vorm

· De tripel-helix; hierin zitten geen 2 strengen verwikkeld, maar 3! (fig. 4-4)

De grote stabiliteit van DNA is te danken aan 3 typen krachten:

1. De waterstofbruggen, die door hun extreme hoeveelheid toch een grote invloed hebben

2. Van der Waalskrachten die optreden tussen de opeenvolgende basenparen

3. De basenstapeling; door de specifieke stapeling wordt de polaire oppervlakten naar buiten gekeerd, zodat negatieve afstoting onderling wordt voorkomen.

De strengen kunnen uit elkaar worden gehaald door temperatuurverhoging, waarbij de waterstofbruggen worden verbroken. Het spreekt dus voor zich dat eerst de A-T-rijke fragmenten zullen denatureren, en daarna de C-G-rijke fragmenten.

De bovenste streng wordt genoteerd in de 5’ naar de 3’ richting. Gezien het feit dat de strengen complementair zijn, is notatie van de 2e streng niet noodzakelijk, doch heeft deze een anti-parallel verloop en wordt dus in de 3’ → 5’ richting genoteerd.
Ook in DNA kent men palindroomsequenties; dit zijn de sequenties waarvan beide helices in gelijke richting dezelfde sequentie hebben. Dit betekent dus dat de onderste, complementaire streng moet worden omgedraaid. (vb. TCCGATCGGA). Deze palindroomsequenties kunnen worden herkend door restrictie-enzymen → endonucleasen die de DNA-ruggengraat specifiek kunnen knippen. Dit betekent dus dat grote DNA-fragmenten (chromosomen) kunnen worden verdeeld in kleinere fragmenten m.b.v. deze enzymen.
Hyperchromiciteit & DNA-elektroforese
Men is ondertussen zover gevorderd dat de concentratie bepaald kan worden a.d.h.v. lichtabsorptie van een bepaald mengsel (wet van Lambert-Beer). Hetzelfde principe geldt voor DNA; DNA kan UV absorberen met een λ van 260 nm door de geconjugeerde bindingen in de basen. Zuiver dubbelstrengs-DNA met een absorptiewaarde van 1,0 heeft een concentratie van 50 μg/L; maar omdat dubbelstrengs-DNA minder licht zal absorberen dan enkelstrengs (en dit gegeven uitzet in een grafiek,) zal men op een gegeven moment stuiten op een maximale waarde, en wel bij de smelttemperatuur van DNA (er kan simpelweg niet meer licht worden geabsorbeerd.) Dit fenomeen wordt de hyperchromiciteit van DNA genoemd. Zie de bijlage voor de grafiek; let hierbij op het fenomeen dat wanneer men DNA terug laat hybridiseren, de absorptie iets anders verloopt: beide (complementaire) strengen moeten elkaar namelijk eerst terug vinden.
DNA-elektroforese → een techniek met verschillende gebruiksdoeleinden:

1. DNA bekijken

2. DNA-moleculen van verschillende lengten te scheiden

3. Zuivering van bepaalde DNA-fragmenten

Hierbij wordt gebruik gemaakt van een agarose-gel → dit is een zeewierextract, wat een niet-ionisch, sterk hydrofiel en gellerend polysacharide is. (N.B pas gel-vormend na afkoeling)
Deze gel wordt aangebracht in een bak, waarop een elektrisch veld is aangelegd. Gezien het feit dat de backbone negatief is, zal het door de gel migreren naar de positieve pool. Scheiding vindt nu plaats op basis van lengte (niet op basis van lading, gezien het feit dat de lading:massa voor elk fragment gelijk is), omdat de langere fragmenten zich moeilijker door de netwerken van de gel kunnen wringen.
Nu de scheiding heeft plaatsgevonden, moet het nog gevisualiseerd worden. Hiervoor werd EthidiumBromide (EtBr) gebruikt; nu SYBR-Safe (EtBr is kankerverwekkend, omdat het kan schakeren tussen de basenparen van het DNA). Beide stoffen zijn fluorescerend en zullen dus oplichten wanneer het wordt bestraald met UV.
Hoofdstuk II. DNA-replicatie

Semi-conservatieve replicatie
Replicatie → het kopieren van DNA

Oorspronkelijk dacht men dat de replicatie als volgt gebeurde: DNA-strengen gingen uit elkaar, en er wordt aan beide strengen een complementaire streng gevormd; de 2 nieuw-aangemaakte strengen hybridiseren → conservatieve replicatie (volledig behoudend).
In de realiteit bleek dit niet het geval te zijn. Bovenstaand model werd vervangen door een semi-conservatieve replicatie → halfbehoudend; de dochtercel krijgt een streng mee afkomstig van het DNA van de moedercel én een nieuw-aangemaakte streng.

Experimenteel werd dit als volgt aangetoond:

· Er werden bacteriën gekweekt in een medium met enkel 15N aanwezig. Deze zware N werd ingebouwd in dochterbacteriën. De zware bacteriën hadden dus een hogere densiteit.  M.b.v. CsCl kon men zo het zware DNA scheiden van het lichtere en de positie werd aangegeven (via de lichtsabsorptie)

· De bacteriën met de zware isotoop ingebouwd in het DNA werden terug in een normaal medium geplaatst. Vervolgens werd er steeds per deling gecentrifugeerd en men kreeg de volgende resultaten:

· Na de eerste generatie was het nieuwe DNA al lichter, omdat er enkel 14N beschikbaar was, maar het niveau was nog niet terug op het ‘normale’ niveau.

· Na de tweede deling bleken er 2 niveaus aanwezig te zijn, namelijk het praktisch volledige 14N en nog een niveau daartussen.

· Zo is men een aantal generaties doorgegaan, en men kwam steeds dichter terug bij het 14N-niveau. Dit kan enkel worden verklaard als de replicatie semi-conservatief verloopt.
N.B. In MCB figuur 4-32 zijn de data van het experiment weergegeven; bekijk dit!

De enzymen voor DNA-polymerase
DNA-polymerasen → de enzymen die instaan voor de DNA-synthese.
DNA-polymerasen kunnen DNA synthetiseren op basis van deoxyribonucleotiden, hiervoor zijn geactiveerde deoxy-ribonucleoside-monofosfaten nodig (dNMP). Activatie vindt plaats doordat op de 5’-positie twee extra fosfaatgroepen worden aangebracht door kinasen (nu dNTP).
Belangrijk om te weten is dat DNA-polymerasen een vrij 3’-OH-uiteinde nodig hebben om te kunnen polymeriseren, bovendien wordt de polymerisatiereactie onomkeerbaar gemaakt doordat er pyrofosfaat wordt afgesplitst van dNTP en ogenblikkelijk wordt gehydrolyseerd tot anorganisch fosfaat: het 5’ van de dNTP wordt verbonden met een 3’OH-einde van het bestaande DNA; polymerisatie gaat van 5’→ 3’ (vanuit de nieuwe DNA-streng bekijken)

De replicatievork
ORI (origin of replication) → een sequentie in het DNA die de startplaats vormt voor de replicatie. Hier gaat het DNA uit elkaar en vindt de synthese van nieuwe strengen plaats naar links én naar rechts. Er ontstaan 2 replicatievorken → de vorm waarin DNA voorkomt wanneer het wordt gesynthetiseerd; het is deels gehybridiseerd en deels gedenatureerd. Ter hoogte van deze vork zitten de benodigde enzymen voor de DNA-synthese (in volgorde):
1. Helicase → het enzym dat de twee DNA-strengen uit elkaar haalt d.m.v. ATP-hydrolyse. Het verbreekt de waterstofbruggen; het wikkelt beide strengen niet om elkaar heen!

2. Doordat helicase enkel de waterstofbruggen verbreekt, ontstaan er in het nog gehybridiseerde DNA per definitie superwindingen, hiervoor zijn er 2 enzymen:

a. Topo-isomerase I → het knipt één streng open, waardoor de andere vrij kan roteren en kan relaxeren. Daarna wordt de opengebroken DNA-streng terug gesloten. Een Tyr op het enzym kan aan DNA binden. De energie komt van de superwinding zelf, en dus niet van ATP-hydrolyse.
b. Topo-isomerase II → dit enzym verbruikt wel ATP; beide strengen van één helix worden verbroken, en hier wordt de tweede helix doorheen gehaald. Dan wordt de geopende helix terug hersteld. (N.B. de 2 helices zijn wel afkomstig van één DNA-streng, maar verlopen parallel). Dit enzym wordt ook gebruikt om superwinding te introduceren als het DNA terug opgerold moet worden na replicatie (PRO: DNA Gyrase)
3. SSBP (Single Stranded Binding Proteins) → de enkelstrengs DNA-strengen zijn uitzonderlijk gevoelig voor afbraak. Het moet dus beschermd worden, waarvoor deze proteïnen dienen. Bovendien voorkomen deze proteïnen dat het DNA terug hybridiseert na denaturatie.
4. Primase → een enzym dat korte RNA-fragmenten maakt die complementair zijn aan het enkelstrengs DNA, de primer. Dit stukje RNA is noodzakelijk om het 3’OH-einde te creëren waarop DNA-polymerase op kan aanhechten, omdat het DNA-polymerase een ‘beginnetje’ nodig heeft.
5. DNA-polymerase → het enzym dat de daadwerkelijke synthese van DNA verzorgt. Voor eukaryoten is dit DNA-polymerase δ en voor prokaryoten DNA polymerase III. DNA-polymerase kan enkel in de 5’→ 3’ DNA synthetiseren. (N.B. mitochondriaal DNA wordt gerepliceerd door DNA-polymerase γ)
6. De Sliding Clamp (PCNA) → een eiwit dat over het DNA schuift als een schuivende klem, en er zo voor zorgt dat de verbinding tussen het polymerase en het DNA behouden blijft en dat bovendien de polymerisatie processief verloopt. Tevens betekent dit dat het polymerase niet steeds opnieuw naar de plaats van synthese gebracht hoeft te worden.
7. DNA-polymerase β (I bij PRO) vervangt de RNA-primer voor DNA
8. DNA-ligase → het enzym dat zorgt voor de verbinding van de 5’-fosfaat aan de 3’-OH die open is gebleven nadat de primer werd vervangen door DNA. (ATP-hydrolyse)

Zoals hierboven al is gebleken, hebben de DNA-polymerasen meerdere activiteiten:

· De 5’→ 3’-polymerase activiteit

· De 5’→ 3’-exonuclease activiteit voor het verwijderen van de RNA-primers

· De 3’→ 5’-exonuclease activiteit die in staat is om de DNA streng die net is aangemaakt opnieuw te verwijderen, wat een belangrijke rol speelt in het proofreading-mechanisme. Dit wordt actief als er een foute base is ingebouwd waardoor er een onjuiste basenparing optreedt i.v.m. foutieve waterstofbrugvorming. De base steekt uit en komt terecht in het exonuclease-centrum van DNA-polymerase en wordt afgesplitst. Wanneer de inbouw wel correct is, worden er ook juiste waterstofbruggen gevormd en dit induceert een conformatieverandering van het enzym waardoor het polymerase-centrum kan werken.
Addendum topo-isomerase in de geneeskunde.
Zoals uit de bovenstaande uiteenzetting bleek, is topo-isomerase essentieel bij de celdeling. Wordt dit geinhibeerd, kan dit onoplosbare problemen opleveren voor de cel, omdat het DNA in de knoop komt en het helicase niet meer verder kan werken. Camptothecin is zo’n inhibitor van TOPO I. Dit wordt gebruikt als anti-tumor-agens en als behandeling tegen zwellingen omdat het de replicatie in snel-delende cellen ernstig bemoeilijkt.
Novobiocine heeft de mogelijkheid om DNA-gyrase buiten werking te stellen door de ATP-binding te blokkeren. Dit wordt hedendaags nog toegepast om urineweginfecties te behandelen.
De asymmetrische replicatievork
Gezien het feit dat DNA-polymerase in slechts één richting kan synthetiseren, betekent dit dat de replicatievork asymmetrisch moet zijn:

· De leading strand → de (nieuwe) DNA streng die continu kan groeien richting de replicatievork (groeit in dezelfde richting als het helicase). Het primase hoeft hier dus ook maar eenmalig een RNA-primer aan te maken

· De lagging strand → de andere DNA streng, die niet progressief aangemaakt kan worden. Dit omdat het DNA-polymerase werkt in de (synthese)richting van 5’→ 3’, wat dus vanuit de replicatievork gebeurt. Op een gegeven moment stoot het polymerase dus op een uiteinde of een reeds gerepliceerd stuk, waardoor het opnieuw teruggezet moet worden op een nog niet gerepliceerd stuk waar het aan moet hechten via een nieuwe primer. Deze korte DNA-fragmenten worden Okazaki-fragmenten genoemd. Herstel-polymerase (β) kan later de RNA-primers vervangen voor DNA
Elongatie; ORI (origin of replication)
Hierboven staat al een definitie gegeven, maar een bijkomende factor is dat ter hoogte van deze ORI’s een controle plaatsvindt, zodat wordt voorkomen dat sommige stukken DNA meerdere keren worden gerepliceerd alvorens de celdeling. Hier kunnen specifieke enzymen binden die de helix smelten zodat polymerase kan aangrijpen.
Dit proces is verschillend voor eukaryoten en prokaryoten.

Prokaryoten.
Het gaat hier om sequenties van ongeveer 250 basenparen lang en rijk aan A-T-fragmenten. In dit stuk DNA zitten bepaalde repetitieve sequenties. Het gaat hier om 3 x 13 basenparen en 4 x 9 basenparen lang. Na studie van mutante E. Coli-stammen ontdekte men 3 eiwitten die belangrijk zijn in de start van de replicatie: DnaA; DnaB en DnaC; zij functioneren als volgt:
1. DnaA bindt aan de 9-bp-sequenties, en heeft een hoge affiniteit voor zowel DNA als andere DnaA-eiwitten. Er ontstaat hier een complex van een 40-tal eiwitten op de DNA-streng.
2. Door het gewicht van het DnaA-complex ontstaat er een torsie in het DNA waardoor de 13-sequenties denatureren, wat de rekrutering van DnaB (functioneel analoog met een helicase) door DnaC (helicase-loader) mogelijk maakt.

3. DnaC zal 6 DnaB-eiwitten afzetten die een ring vormen en het zó positioneren, dat het de DNA-helix uit elkaar kan halen. Hierbij heeft DnaC echter wel ATP nodig. 

Eukaryoten.
Gezien het feit dat het genoom van prokaryoten circulair is, hebben ze ook maar één ORI nodig. Bij eukaryoten is dit zeker niet het geval; zij hebben er meerdere nodig om het DNA op een efficiënte (snelle) manier te kunnen repliceren (mens: 104). Houdt bovendien rekening met het feit dat er per celdeling ook nog eens een x aantal chromosomen ‘gelijktijdig’ gerepliceerd moeten worden. Dit is mede een verklaring voor de complexe celcyclus van eukaryote cellen. Elke fase hiervan wordt gekarakteriseerd door o.a. de expressie van specifieke eiwitten → cyclines.
Houdt immer in het oog dat de DNA-replicatie slechts één keer per ORI per celcyclus start.

ORC (origin recognition complex) → een eiwitcomplex dat op elke ORI zit gedurende elke fase van de celcyclus:
1. De vroege G1-fase: het pre-initiatie-complex wordt gevormd → cdc6 (cellCycle Division Cycle) associeert met het ORC. Bovendien helpt cdc6 bij de vorming van de helicase-ringen op het nabije DNA. (Dus het pre-initiatie-complex: cdc6 + ORC + de helicaseringen)

2. De S-fase:

a. Een Cdk (Cycline Dependant Kinase) wordt geactiveerd en fosforyleert cdc6 én ORC. De fosforylatie activeert de replicatiestart en zorgt voor afzetting van bepaalde enzymen

b. Gefosforyleerd cdc6 wordt ogenblikkelijk herkend voor afbraak met als gevolg dat een re-replicatiestart uitblijft. Bovendien wordt de helicase-subunit-overmaat uit de cel gepompt.

3. Einde van de mitose:

a. De volledige Cdk-activiteit wordt stopgezet met als gevolg dat cdc6 en helicase niet meer gefosforyleerd worden.

b. Gedurende de vroege G1-fase kunnen cdc6 en helicase terugmigreren naar de ORI/ORC voor heractivatie in de volgende celdeling.
Terminatie

Prokaryoten.
Door de circulariteit van hun genoom, zullen beide replicatievorken (links & rechts) in elkaar overlopen waardoor 2 DNA-cirkels ontstaan. Tijdens de replicatie werden de dochterchromosomen reeds vastgehecht aan de celwand, waardoor tijdens de celdeling steeds één van de aanhechtingspunten (en daarmee het chromosoom) in de nieuwe cel terecht komt. (De daadwerkelijke celdeling verloopt door invaginatie van de celwand, welk mechanisme ervoor zorgt dat de celdeling relatief in het midden verloopt, is onbekend)

Eukaryoten.
Gezien het feit dat deze chromosomen lineair zijn, en dus twee uiteinden hebben, ontstaat er een probleemsituatie bij de lagging-strand;
De leading-strand wordt volledig progressief aangemaakt in dezelfde richting als waarin het helicase werkt, en zal dus op het eind gewoon van het DNA ‘vallen’. Bij de lagging-strand is dit niet het geval: omdat DNA-polymerase steeds een stukje terug moet springen, komt het op het eind in de problemen: het heeft niks meer om aan vast te hechten → de DNA-keten eindigt met een vrij stukje enkelstrengs DNA, wat 3 problemen oplevert:

1. Het vormt een aanhechtingspunt voor DNAsen → enzymen die DNA kunnen afbreken
2. Wanneer het al wordt behouden, zal het bij de volgende celdeling verloren gaan
3. Enkelstrengs DNA wordt herkend door een aantal enzymen die een rol spelen bij foutherstel.

De oplossing is de volgende:
Aan elk chromosoom-einde zit een telomeer → een sequentie die bestaat uit korte, repetitieve sequenties zoals GGTTG. Dit telomeer heeft 2 functies:

1. Het zorgt ervoor dat er geen verlies van informatie optreedt tijdens de replicatie. Telomerase is een enzym dat deze korte sequenties waaruit het telomeer bestaat kan aanmaken. Het maakt hierbij gebruik van een template (voorbeeld) die het enzym zelf bezit in RNA-vorm. Na de DNA-replicatie is er dus een vrij 3’-OH (enkelstrengs) dat complementair is aan het RNA van het telomerase. Dit zal binden, waardoor er een korte dubbelstrengs-sequentie wordt gesynthetiseerd. Dit proces kan zich enkele malen herhalen, met als gevolg de repetitieve sequenties die op de chromosoom-uiteinden zitten. (Steeds dezelfde RNA-sequentie dient als template). Het telomerase bezit ook een reverse-transcriptase-activiteit, wat het RNA kan omzetten in DNA. Let wel: somatische cellen bevatten géén telomerase! (Dit is enkel actief in kankercellen en gameten)
2. Het beschermt de chromosoom-uiteinden; zelfs na het bovenstaande proces (overigens ook zonder) blijft er nog een vrij 3’OH-uiteinde over. Dit kan ook nog een aangrijpingspunt vormen voor o.a. exonucleasen en moet dus verborgen/blunt-end gemaakt worden. Het wordt verborgen doordat het ombuigt en zich tussen het dubbelstrengs DNA zal wringen en zo een triple helix vormt. (De loop/lasso-structuur zichtbaar op een EM-foto).

Intermezzo DNA technologie – Polymerase kettingreactie.

Polymerase chain-reaction → een techniek waarmee men snel een DNA-fragment in grote hoeveelheden in vitro kan aanmaken, met als gevolg dat het eindproduct weinig contaminatie van eiwitten en andere nucleïnezuren bevat.
Het proces beschrijft 3 stappen
:

1. Denaturatie → denaturatie van DNA door een temperatuursstijging tot ongeveer 95°C

2. Hybridisatie → de ontworpen primers gaan hybridiseren met één van de twee gedenatureerde DNA-strengen, hiervoor wordt de temperatuur tot rond de 60°C gebracht
3. Elongatie → start van de DNA-synthese. 
Hoofdstuk III. DNA-herstelmechanismen

De aard van DNA-mutaties is tweezijdig; aan de ene kant zijn ze noodzakelijk om het evolutief proces te ondersteunen en om aan te passen aan wijzigende levensomstandigheden. Anderzijds kunnen mutaties aanleiding geven tot bv. celwoekering en kanker. De gemiddelde foutfrequentie is door de volgende systemen gereduceerd tot één fout per celdeling bij de mens.

Veranderingen in het DNA resulteren in veranderende eigenschappen

Mutaties kunnen optreden ter hoogte van de gameten of ter hoogte van de somatische cellen:
geïllustreerd aan de hand van een voorbeeld:

Androgen insensitivity syndrom (AIS) → een pathologie die ontstaat door één puntmutatie in de gameten, waardoor er een inactief gen ontstaat coderende voor de androgeenreceptor. Het individu heeft de mannelijke chromosomen, echter een vrouwelijk fenotype, wat als volgt te verklaren is:
Androgenen → de typisch mannelijke hormonen aangemaakt in de testis. Deze hormonen verspreiden zich over het gehele lichaam om dan te binden aan de androgeenreceptor op de doelwitcellen. Deze receptoren geven vervolgens het signaal door naar de specifieke genen. 
Het spreekt voor zich dat deze dragers onvruchtbaar zijn, doch is het een ‘erfelijke’ aandoening.

Bij somatische cellen wordt de ontstane fout niet doorgegeven aan het nageslacht, maar kan toch voor grote problemen zorgen voor het individu, omdat het kan leiden tot variante cellen die niet zijn aangepast aan de situatie in een gezond individu waar de cellen onderling communiceren en onder zware controle staan. Gemuteerde cellen kunnen zo ongecontroleerd gaan delen waardoor tumoren of celwoekeringen ontstaan.
Het is bewezen dat de kans op kanker toeneemt met de leeftijd; dit is te verklaren doordat op hogere leeftijd de herstelmechanismen minder goed werken en zo de kans op mutaties wordt verhoogt.
Een kankerverwekkende stof → een stof die mutaties in het DNA veroorzaakt of een stof die de genomische imprenting van een gen veranderd. (Zie later)
Het voorkomen en herstellen van mutaties.

Er kunnen verschillende soorten mutaties in de cel voorkomen:

1. Deleties → één of meerdere nucleotiden zijn verwijderd uit het DNA

2. Inserties → één of meerdere nucleotiden zijn toegevoegd aan het DNA

3. Puntmutaties → veranderingen van 1 base, hierin bestaan 2 vormen:

a. Transversies → veranderingen van purines in pyrimidines en vice versa

b. Transities → veranderingen van purines in purines of van pyrimidines in pyrimidines

4. Duplicaties → mutaties waarbij meerdere kopieën van een DNA-fragment ontstaan

Mutaties tijdens het replicatie-proces.

· Een fout gemaakt door het DNA-polymerase, dit heeft een frequentie van ong 1 op 107 basen

· Inbouw van verkeerde bouwstenen of base-analogen. Deze zijn ontstaan door fouten in de synthese van nucleotiden. Deze base-analogen kunnen aanleiding geven tot foute basenparing zodat er bij de volgende replicatie een verkeerd nucleotide wordt ingebouwd.

· Deleties omdat sommige stoffen intercaleren tussen de basenparen → het invoegen van (kankerverwekkende) stoffen tussen de basenparen. Hierdoor wordt ter hoogte van deze intercalatie een correcte werking van het DNA-polymerase verhinderd, waardoor er basen worden overgeslagen. Meestal zijn dit aromatische verbindingen (vb. Acridine Orange)
· Verlenging van repetitieve sequenties. Het menselijk genoom verschilt onderling in ongeveer 1%, meestal vindt dit verschil plaats ter hoogte van die repetitieve sequenties in het aantal keer waarin de sequentie herhaald wordt. Het DNA-polymerase kan soms fouten maken waardoor het aantal herhalingen verandert; het polymerase ‘slipt’:

· Verlengingen van de sequenties (in de gameten) kan aanleiding geven tot een aantal ziektebeelden:

· Huntington disease. Het huntington-eiwit heeft hier een sterk verlengde polyglutamine-keten en er kan eiwit-aggregatie optreden met alle gevolgen van dien.

· Ziekte van Duchenne (musculaire dystrofie), ook hier ontstaan er problemen in de repetitiviteit van de CAG-sequentie.

· Verkorting van de sequenties (in de gameten) ter hoogte van het gen coderend voor de  androgeenreceptor kan leiden tot een actievere receptor waardoor de kans op prostaatkanker toeneemt. (Er zit een lus in de parent-strand) 

Mutaties in het DNA onafhankelijk van de replicatie.

· Depurinatie → het verwijderen van een purine door het verbreken van de N-glycosidische binding. Dit is heeft een hoge frequentie: 10.000 keer per cel per dag!
· Deaminatie → het afsplitsen van de NH2-groep van een cytosine, waardoor er 2 waterstofbruggen minder gevormd kunnen worden. De situatie wordt ernstiger als dit gevormde uracil gemethyleerd wordt op positie 5, want dan ontstaat een T, wat niet meer herkend wordt als een fout. (Uracil in DNA kan wel worden herkend). Deaminatie komt zo’n 25 keer voor per cel per dag
· Alkylering → aanhechting van op koolstof-gebaseerde groepen aan de basen van het DNA
. Dit komt relatief vaak voor omdat DNA veel nucleofiele groepen bevat en dus gevoelig is  voor een elektrofiele aanval. Wij zelf kunnen enigszins invloed uitoefenen op dit proces omdat veel van deze mutagene stoffen ons lichaam binnenkomen via de voeding. De lever bevat daarom enzymen die voedsel kunnen detoxifieren. Deze enzymen (Cytochroom P450) evolueren mee met de soort en verschillen dus onderling per soort, wat ook verklaard waarom bijv. paarden wel bepaalde voedselbestanddelen kunnen hebben en wij niet.
Het nadeel is echter dat deze enzymen ook intoxische stoffen die wij zelf toevoegen herkennen en modificeren naar toxisch, met de nodige gevolgen van dien.
· Dimerisatie van pyrimidines → 2 opeenvolgende pyrimidines in de DNA-streng kunnen onder invloed van UV-bestraling gaan dimeriseren waardoor een cyclobutaanring ontstaat. Hierdoor komen de basenparen dichter bij elkaar te liggen waardoor er een vervorming van de helix optreedt.
· Dubbelstrengsbreuken; deze kunnen ontstaan door de aanval van radicalen op de backbone. Radicalen kunnen worden gevormd als men is blootgesteld aan ioniserende straling, zoals X-stralen of γ-straling. Deze radicalen vallen aan op de basen of op die fosfodiësterbindingen, waardoor één of twee DNA-strengen kunnen worden verbroken, waardoor een chromosoom breekt. Het chromosoom bevat slechts één centromeer en twee telomeren, dus de problemen die ontstaan zijn duidelijk.
DNA-herstelmechanismen

Wanneer de foutfrequentie zo hoog zou liggen zoals hierboven is beschreven, zou geen enkel individu levensvatbaar zijn. Daarom heeft elke cel een aantal herstelmechanismen:

· Proofreading → de werking staat hierboven al beschreven, hierdoor wordt de frequentie van fouten tijdens de replicatie gereduceerd van 1 op 105 naar 1 op 107, maar nog steeds is overleven niet mogelijk
· Specifieke enzymen:
· Fotolyase → een prokaryoot enzym dat de pyrimidine-dimeren kan herkennen en opnieuw de energie van het UV-licht gebruikt om de cyclobutaanring te verbreken.
· O6-methylguanine methyltransferase → een enzym dat gealkyleerde basen kan herkennen en herstellen door het verwijderen van de alkylgroep, maar gezien het feit dat deze alkylering op verschillende plaatsen kan plaatsvinden, zijn er verschillende enzymen nodig. Deze zijn er niet altijd (vanwege de enorme variabiliteit), en in dat geval zullen de algemene herstelmechanismen worden gebruikt.
· Mismatch-repair → reparatie van verkeerde base-inbouw, waardoor er foutieve basenparing optreedt. Als het al aan de proofreading-mechanismen van het polymerase is ontsnapt, kan dit in prokaryoten herkend worden door specifieke eiwitten (MutS). Let wel: één van de twee basen is verkeerd, maar welke is ‘onbekend’. De beslissing valt na bepaling van de oudste streng via methylatie. MutS herkent het gemethyleerde DNA. MutH & -I buigen het DNA om en linken het aan de eerste methyleringssite, waardoor de streng die vast zit als oudste herkend kan worden. Een exonuclease (exo 1) verwijdert nu het DNA van de foute streng tussen de proteïnen en het DNA-polymerase kan nu nieuw DNA synthetiseren.
· Base-excision-repair → een reparatiemechanisme dat veranderingen in basen kan herstellen, die te wijten zijn aan oxidatie of chemische modificatie. Het werkt als volgt:
· DNA-glycosylasen → enzymen die de N-glycosidebinding kunnen verbreken na het herkennen van de foute basen. Een specifiek voorbeeld is het Uracil DNA-glycosylase; dit enzym kan een uracil uit het DNA verwijderen: er ontstaat een a-purine/a-pyrimidine (de AP-site)
· Een AP-endonuclease herkent de AP-site en zal de esterbinding tussen de 5’-C en het 3’OH verbreken van het vorige nucleotide
· Fosfodiësterase → een enzym dat langs de 3’ kant van de suiker knipt: er ontstaat een opening met een vrij 3’OH wat kan worden herkend door DNA-polymerase I (herstelpolymerase) als een primer. Enkele nucleotiden worden vervangen, waardoor de opening in het DNA verschuift naar een 3’.
· DNA-ligase kan nu de nick sluiten. (Illustratie op blz. 43)
· Nucleotide-excision-repair → een systeem dat grotere veranderingen in het DNA kan herkennen, waardoor distorsies zijn ontstaan. Dit systeem is gevonden na studie van patiënten met Xeroderma Pigmentosum → een erfelijke afwijking waardoor de patiënt geen UV-licht kan verdragen, omdat hij ogenblikkelijk huidkanker en ontstekingen zal ontwikkelen. Later is duidelijk geworden dat dit het geval is omdat er 7 eiwitten zijn (die gemuteerd zijn) die essentieel zijn bij het NER-systeem. Men kan deze patiënten onderverdelen in 7 groepen, ontdekt via complementatiestudies. (Fusie van cel A met defect gen X en correct gen Y met cel B met defect gen Y en juist gen X levert een correct gefusioneerde cel.) Het NER-syteem werkt als volgt:
· XPC zal de fout detecteren

· XPA bindt aan XPC en zal zo andere enzymen kunnen recruteren (B en D)

· XPB en XPD hebben een helicase-activiteit en zij zullen het incorrecte fragment ontwinden. Bovendien vormen deze twee eiwitten een deel van het TFIIH-complex dat noodzakelijk is voor de eukaryote transcriptie-initiatie.

· XPG en XPF (exonucleasen) zullen nu 12 tot 13 nucleotiden wegknippen, gevolgd door herstel-polymerase die het gat zal opvullen.

· DNA-ligase zal de nick sluiten.
Dit systeem heeft 2 componenten:

1. Het hierboven beschreven proces: GG-NER. Dit heeft een homoloog bij de prokaryoten

2. Eukaryoten hebben nog een tweede systeem: i.p.v. XPC zal nu RNA-polymerase de fout detecteren tijdens de transcriptie. Het RNA-polymerase zal stoppen en XPA rekruteren, zodat het vanaf daar hersteld kan worden volgens bovenstaand proces.
Deze variant is de transcription-coupled NER: TC-NER.
Gezien het feit dat er naast enkelstrengsbreuken ook nog zwaardere beschadigingen mogelijk zijn, zullen de onderstaande herstelmechanismen actief worden bij de dubbelstrengsbreuken.
Deze zijn essentieel en tweezijdig, omdat ze kanker zowel kunnen induceren als een therapeutisch effect hebben bij kanker (via chemotherapie).

· End-joining; gezien het hier dubbelstrengsbreuken betreft, moet de cel bepalen welke uiteinden tot de juiste streng behoren, wat dus een probleem oplevert. Het mechanisme werkt daarom als volgt:

· Het gat wordt ten eerste ontdekt door KU-proteïnen gebonden aan DNA-PK (DNA-dependent Proteïne Kinase) aan het feit dat de telomeersequentie afwezig is. Één van deze eiwitten bevat een helicase-activiteit.
· Beide DNA-uiteinden worden gedenatureerd over enkele basenparen en er vindt herkenning plaats van het 5’-uiteinde, waar de basen van worden verwijderd.

· Op de 3’-uiteinden zijn er altijd wel complementaire basen die door het proteïne-complex, wat zich op het DNA gevormd heeft, verplicht worden om te interageren.
Hier treedt dus per definitie verlies van informatie op tot ontstaan van mutaties. 
· Deze interactie vormt een signaal voor DNA-ligase om de nicks te sluiten.

N.B.  Hier treedt per definitie verlies van informatie op, zelfs wanneer de juiste uiteinden aan elkaar
 geligeerd worden
Translocatie → het aan elkaar hechten van de (hier: verkeerde) chromosoomuiteinden, wat het geval is bij sommige vormen van leukemie.
· Strand-invasion; deze manier maakt gebruik van de diploïdiciteit in eukaryote cellen:

· Het dubbelstrengs gebroken DNA activeert het ATM-kinase wat leidt tot de activatie van een aantal exonucleasen dat nucleotiden kan verwijderen zodat er vrije 3’-OH-uiteinden ontstaan, die herkend kunnen worden als primer.
· Een Rad51-proteïne, geholpen door nog andere proteïnen, zoekt naar het homologe, dubbelstrengs correcte DNA-sequentie op de andere, homologe streng.

· De vrije 3’-OH-uiteinden dringen dan het gedenatureerde DNA binnen en binden aan de complementaire, volledige DNA-streng.

· DNA-polymerase verlengt de 3’-OH van de kapotte streng op basis van de correcte streng

· Het gerepareerde DNA kan dan terug een complementair stuk vormen met het 3’-OH-uiteinde van de complementaire streng, zodat daarna zowel DNA-ligase als DNA-polymerase het gebroken stuk kunnen vervolledigen. Zie blz. 968 van MCB.
Ook bij deze vorm zal informatie verloren gaan, en het risico bestaat dat de cel nu plaatselijk homozygoot is geworden, zelfs als de cel oorspronkelijk heterozygoot was.

De Ames-test.

Een test die de carcinogeniteit van een stof kan bepalen via mutante bacteriestammen (meestal de salmonella-bacterie). Deze mutante stam kan geen His meer aanmaken, en kan dus enkel groeien op een His-rijke voedingsbodem. Nu wordt er een verdachte stof toegevoegd op een His-arme voedingsbodem. Als er nu wel kolonies ontwikkelen, betekent dit dat er mutaties zijn opgetreden. Het aantal ontstane kolonies en de plaats geven een idee van de mate van carcinogeniteit van de stof. Het is nu mogelijk dat een stof eigenlijk niet toxisch is, maar in ons metabolisme wordt omgezet naar toxisch. Daarom worden er menselijke leverextracten toegevoegd aan de test om te kijken of de stof (enzymatisch) wordt omgezet naar wel toxisch.

Hoofdstuk IV. Transcriptie

Transcriptie → het overschrijven van het DNA in mRNA; dit proces is noodzakelijk, omdat het DNA in de kern zit en de eiwitten in het cytoplasma worden aangemaakt. (En draagt dus indirect ook bij tot het conserveren van het DNA).
Translatie → de vertaling van het mRNA in een eiwit t.h.v. de ribosomen.
Beide bovenstaande begrippen vormen het centrale dogma van de moleculaire biologie.
RNA is eveneens een nucleïnezuur, doch verschilt het wel degelijk van DNA:

· RNA bevat een ribose, terwijl DNA een deoxyribose bezit.

· RNA bevat ook 4 basen, alleen is de thymine van DNA vervangen door uracil bij RNA

· RNA is over het algemeen enkelstrengs (het kan echter wel een dubbele helix vormen door basenparingen tussen A & U – C & G; let wel: het blijft enkelstrengs → lus)
· RNA is in de regel korter dan DNA (wat logisch is gezien het bestaan van de introns en exons)

Tevens is bekend dat er tenminste 3 soorten RNA bestaan: mRNA, tRNA en rRNA, maar hoe is men erachter gekomen dat het mRNA codeert voor het DNA en dus een belangrijke rol speelt in de transcriptie? Experimenten leverde het bewijs:

1. Bacteriën werden in een medium gegroeid met 15N en 13C. De organellen van de bacteriën bestaan dus op den duur o.a. uit deze atomen. (Controle via de densiteitscentrifugatie)

2. Deze ‘zware’ bacteriën werden terug overgebracht naar een normaal medium, wat betekent dat de nieuwe organellen die aangemaakt moeten worden lichter zullen zijn. In dit medium zit echter radioactief fosfor. 

3. Bacteriofagen worden toegevoegd aan het medium van 2, zodat het fosfor nodig wordt in de gemaakte ruggengraat van nieuw DNA en RNA, maar niet in de proteïnen. Omdat deze fagen zorgen voor nieuwe proteïne-synthese, moet de ‘boodschapper’ ook aangemaakt worden.
4. In het geval dat rRNA de boodschapper zou zijn, moeten er nieuwe ribosomen worden aangemaakt (en dus lichter zijn dan de oudere ribosomen) én moeten nieuw radioactief RNA bevatten.

Men kwam echter met een andere uitkomst, namelijk dat het nieuw gevormde RNA dat radioactief was niet terecht kwam in de nieuw gevormde ribosomen, omdat de ribosomen niet lager in de densiteitscentrifuge terechtkwam. 
Men kwam erachter dat het mRNA was via de volgende uitkomst: de radioactiviteit bleek met zowel de nieuwe, als met de oude ribosomen te zijn geassocieerd. Bovendien zag men dat het RNA dat radioactief was zeer heterogeen in lengte was (i.v.m. de productie van verschillende eiwitten), terwijl het al geïdentificeerde rRNA zeer constant in lengte was (het codeert steeds voor een ribosoom).
Later is microscopisch aangetoond dat het mRNA kan hybridiseren met DNA (MCB 12 – 5).
RNA-polymerasen
Om de transcriptie in praktijk te kunnen brengen, zijn de volgende componenten essentieel:

1. De template → ‘voorbeeld’: DNA

2. De bouwstenen, hier in de vorm van ribonucleosidetrifosfaten (NTP’s)

3. RNA-polymerase

Voor de aanmaak van de bouwstenen wordt er vertrokken van nucleoside-trifosfaatprecursoren die gevormd worden uit activatie van de monofosfaatvorm door transfer van 2 fosfaatgroepen van ATP. Tijdens de polymerisatie wordt dan een verbinding gemaakt tussen het DNA 3’-uiteinde en het 5’-α-fosfaat van het ribose van de rNTP; synthese gebeurt dus van 5’ → 3’ (bekeken vanuit het RNA)
Deze aanmaak is irreversibel, omdat het afgesplitste pyrofosfaat (β-fosfaat & de γ-fosfaat) meteen wordt gehydrolyseerd tot anorganisch fosfaat (MCB blz. 109; vergelijkbaar met DNA); er is echter een zeer belangrijk verschil: het RNA-polymerase heeft géén 3’-OH uiteinde nodig om te kunnen starten!
Bovenstaand stuk was universeel voor prokaryoten en eukaryoten. Vanaf hier geldt er een onderscheid:
Prokaryoten hebben slechts één type RNA-polymerase, dat bestaat uit een eiwitcomplex met 4 subunits (2 α; β en β’). De α-subunits staan in voor de complexvorming; de β-subunit voor de recrutering van de rNTP’s en het laatste vormt het katalytisch centrum van het enzym (11-5)
Eukaryoten hebben 3 polymerasen, RNA-polymerase II staat in voor de transcriptie van genen die coderen voor eiwitten. (I → transcriptie van rRNA genen en III → transcriptie van tRNA en snRNA-genen
. Men heeft deze verschillende polymerasen kunnen onderscheiden doordat ze alledrie geïnhibeerd worden door verschillende concentraties α-amantine. 
Eukaryoot RNA-polymerase bevat meerdere subunits, maar bevat tevens de subunits die homoloog zijn aan het prokaryote RNA-polymerase. 

Transcriptiestart (PRO).
Het is belangrijk dat de hoeveelheid DNA dat wordt overgeschreven onder zware controle staat, mede omdat dit een controlesysteem vormt voor de cel om de eiwitconcentraties te handhaven en te corrigeren. Bovendien is het belangrijk dat de juiste streng getranscribeerd wordt, evenals de juiste plaats.

De transcriptie start ter hoogte van een promotor → een DNA-sequentie die meerdere malen voorkomt in het DNA. Na vergelijking van verschillende promotoren zag men echter dat ongeveer 10 basen terug steeds de sequentie 5’-TATAAT-3’ voorkwam. Naarmate de sequentie op deze plaats verder afwijkt, des te slechter zal de promotor worden herkend door het RNA-polymerase en zal het eiwit veel minder tot expressie komen (manier van controle (1)!)
Vervolgens moet het polymerase-complex binden aan het DNA; het ααββ’-complex heeft een zeer hoge affiniteit voor DNA, maar geen specificiteit voor een bepaalde sequentie. Om dan toch de juiste stukken DNA tot expressie te brengen, zal het niet-gebonden complex associëren met een σ-factor → een eiwit dat de affiniteit voor DNA enigszins verlaagt, maar de specificiteit van het complex sterk verhoogt (specifiek voor de TATA-box). Na ongeveer 10 nucleotiden zal de σ-factor dissociëren, met als gevolg dat de affiniteit opnieuw stijgt en het polymerase geassocieerd blijft met het DNA. Er bestaan verschillende sigmafactoren, die geactiveerd kunnen worden in verschillende situaties:
	σ-factor
	Werking
	-35 consensus
	-10 consensus

	σ-70
	De algemene factor bij o.a. E.Coli
	TTGACA
	TATAAT

	σ-32
	Activatie van deze factor gebeurt in stress-situaties (hitte), omdat dan bepaalde eiwitten speciaal tot transcriptie gebracht moeten worden (vb. hsp 70 voor hervouwing) σ-32 brengt RNA-polymerase naar 17 genen in het E.Coli genoom via herkenning van 2 specifieke sequenties.
	CCCTTGAA
	CCCGATNT

	σ-54
	Bij ammoniumgebrek in het groeimedium zal deze factor worden geactiveerd. Het helpt het polymerase de promotoren van de genen te vinden om zo bepaalde enzymen tot expressie te brengen
	CTGGNA
	TTGCA

	σ-f
	Deze factor vormt een controlemechanisme op beweging (via flagellae). De eiwitten die nodig zijn om deze zweepstaart in beweging te zetten worden via de transcriptie en de sigmafactor gecontroleerd
	CTAAA
	GCCGATAA


Tevens bestaan er nog bacteriofagen die hun eigen σ-factoren hebben die enkel bacteriofaag-gen-promotoren herkennen en die zelfs kunnen domineren over de bacteriële σ-factoren, waardoor de bacterie voor zichzelf geen eiwitten na infectie meer kan synthetiseren. 
De DNA-streng die overigens codeert voor het RNA is de 3’→ 5’: RNA wordt gesynthetiseerd van 5’→ 3’, (het 5’ vormt dus een uiteinde vormt de synthese). Gezien het feit dat er een interactie plaatsvindt tussen het DNA en het RNA, moet het complementair zijn aan de te kopiëren DNA-streng, waardoor de sequentie in het RNA overeenkomt met de bovenste DNA-streng (van 5’→3’)

Transcriptie-terminatie (PRO).
Om o.a. de energie-balans niet te verstoren, moet het RNA-polymerase op een gegeven moment stoppen met transcriberen. Hiervoor kan het twee signalen krijgen:
1. De terminatorloop → een haarspeldstructuur in het RNA, die gevormd wordt door zelfcomplementariteit via een G/C-rijke sequentie. Deze loop wordt meteen opgevolgd door een aantal uracils. Deze structuur zal het RNA-polymerase vertellen om het DNA te verlaten
2. De ρ-factor → een DNA-RNA helicase die als hexameer aan het RNA bindt. Deze ring schuift over het RNA in de 5’→3’ en zal op den duur het polymerase inhalen, wanneer het aan een specifieke terminatie-sequentie komt. (De haarspeldstructuur zonder de poly-U-staart). De factor zal dan de verbinding tussen het DNA en RNA smelten met als gevolg dat de transcriptie wordt stopgezet. (Voor de beweging van de factor is ATP-hydrolyse noodzakelijk)

Transcriptiestart (EU).
Hoewel eukaryote cellen 3 verschillende RNA-polymerasen bevatten, zijn de mechanismen van de polymerasen praktisch universeel aan elkaar.

De meeste promotoren voor RNA-polymerase II bevatten meerdere consensus-sequenties
, die verdeeld kunnen worden in 2 groepen: de TATA-box bevattende promotoren en de GC-rijke promotoren. Verder bevatten eukaryoten 3 consensussequenties: rond positie -30 zit een TATA-box; in de initiatieregio zit nog een consensus en rond de positie +30 zit een promotorelement (downstream).
Een aantal promotoren bevatten dus géén TATA-box, maar veel G/C-rijke motieven die constitutief  (blijvend) actief zijn → minder beïnvloedbaar door externe factoren: housekeeping genes (dus genen die coderen voor eiwitten die belangrijk zijn in het metabolisme en dus essentieel zijn in elke cel).

Omdat eukaryoten veel complexer zijn en celdifferentiatie noodzakelijk is, verloopt de transcriptie-initiatie ook veel complexer:

· De TATA-box wordt herkend als startplaats voor de samenstelling van het transcriptie-initiatie-complex (3-9 & 11-27). Deze componenten: general transcription factors (TFII):

· TFIID zal specifiek binden aan de TATA-box. Dit TFIID bestaat uit een TATA-bindend proteïne (TBP) met nog 12 geassocieerde factoren. Het TBP kan in de kleine groeve van het DNA binden, met een opening in de helix als gevolg → het DNA buigt over 80°.

· Deze knik vormt een signaal voor TFIIA, die D zal stabiliseren, en TFIIB die F zal rekruteren
· TFIIF bindt aan het RNA-polymerase en brengt dit naar het eiwitcomplex op de TATA-box

· TFIIE zal vervolgens TFIIH rekruteren, dat bestaat uit een complex van 9 eiwitten, waarvan er één een helicase-activiteit heeft. Dit zal dan de C-terminus van het RNA-polymerase fosforyleren (hyperfosforylering) wat leidt tot een conformatieverandering van het polymerase. Deze conformatieverandering leidt op zijn beurt weer tot een verlaagde affiniteit van het polymerase voor het transcriptie-initiatie-complex.

· Dan bevat H nog een ATP-afhankelijk helicase, dat het DNA zal smelten rond de transcriptieplaats, zodat RNA-polymerase kan starten met de transcriptie. 

N.B. bij een actief RNA-polymerase is het carboxyterminaal domein gefosforyleerd. Dit domein bestaat uit een bepaalde sequentie die een x aantal keer wordt herhaald. (11-7)

Transcriptie-terminatie (EU)

Voor de transcriptie-terminatie zal in het DNA opnieuw een consensussequentie verschijnen (in de vorm van een AAUAAA-motief). Dit wordt herkend door een splitsing/polyadenylatiecomplex dat het RNA zal splitsen en er een poly-A-staart op maakt. De enzymen die hiervoor nodig zijn worden gerekruteerd door de nog altijd gefosforyleerde C-terminus van het RNA-polymerase II.
Dan geldt nog: RNA-polymerase bevat géén proofreading-mechanisme; dit is ook niet nodig, omdat er dan in het geval van een fout, slechts één mRNA is die een fout bevat.
Hoofdstuk V. Translatie

Genetische code → de code die in het DNA zit en kan worden omgezet naar aminozuursequenties. Dit heeft de volgende eigenschappen:

· Praktisch universeel voor alle organismen

· Er bestaan 20 verschillende aminozuren, en er zijn 4 verschillende basen ter beschikking; dit betekent dat de code voor één aminozuur uit 3 basencombinaties moet bestaan. Dit leidt bovendien tot het feit dat verschillende tripletten kunnen coderen voor hetzelfde aminozuur → de code is gedegenereerd, wat op zijn beurt weer mogelijk is doordat de derde positie van veel codons een wobble positie is → hier kunnen verschillende basen voorkomen, maar het gehele triplet blijft toch voor hetzelfde aminozuur coderen. 

· Opvallend is dat gelijkaardige aminozuren vaak gelijkaardige codons hebben, met als voordeel dat wanneer een puntmutatie optreedt in een gen, er nog steeds een gelijkaardig aminozuur voor in de plaats komt.

· De genetische code bestaat uit een opeenvolging van tripletten (geen tussenbasen of overlappingen). Deze opeenvolging is een ORF (Open Reading Frame) en loopt van het startcodon tot het stopcodon (uitleg MCB blz. 383). 
· De genetische code is slechts gedeeltelijk omkeerbaar: één codon codeert steeds voor één aminozuur, maar één aminozuur kan gecodeerd worden door verschillende codons. Uit een aminozuurvolgorde kun je niet éénduidig de sequentie van het mRNA of het gen voorspellen. 
Zoals hierboven staat vermeld, bevat de cel praktisch 3 verschillende RNA-soorten (m, r & t). Maar zowel bij de prokaryoten als de eukaryoten ondergaat het RNA na de transcriptie nog veranderingen (posttranscriptionele modificaties).

mRNA

Deze RNA-vorm bevat het open leesraam voor de eiwitsynthese, wat dus per definitie inhoudt dat deze groep zeer heterogeen is wat betreft lengte en sequentie. 

Enkel bij eukaryoten vindt de posttrancriptionele modificatie van het primair transcript plaats op 3 manieren:

· Capping → een modificatie van het RNA direct na de transcriptiestart. Deze vindt plaats aan het 5’-einde en gebeurt door een enzymatische aanhechting van een gemodificeerd guanosine via een 5’ → 5’ verbinding tussen de ribosen door guanylyltransferase. 
Dit gemodificeerde guanosine wordt gesynthetiseerd door methylatie op positie 7 door guanine-7-methyltransferase, waarbij de methylgroep afkomstig is van SAM. Deze structuur beschermt tegen nucleasen en is belangrijk bij de herkenning van mRNA (door een nucleair export-systeem), en bij het translatie-initiatiecomplex van eukaryoten.
· Polyadenylering → het aanhechten van een specifieke sequentie (AAUAAA; dit vormt het polyadenylatiesignaal), zorgt voor herkenning door specifieke enzymen die het RNA ongeveer 30 nucleotiden verder in een CA-motief knippen. Het polyA-polymerase voegt dan ongeveer 200-250 adenines toe aan het 3’OH (dit is echter géén processief proces). Deze polyA-staart wordt herkend door het polyA binding protein, waardoor nu ook deze kant wordt beschermd en het herkenbaar wordt als mRNA-einde.
· Splicing → het ertussen uitknippen van de introns uit het premature RNA. Deze introns kunnen zeer variabel zijn in lengte en komen voor tussen de exons, die overigens samen een gen vormen (12-5). 
Spliceosomen → enzymen die de introns uit het RNA knippen; zij herkennen de introns aan de hand van bepaalde consensussequenties (AG/GUAAGU en op de 3’ kant van een introns staat een (Py)nNCAG/G
). Verder bevindt zich in het intron nog een derde intern motief; zo’n 20-50 nucleotiden stroomopwaarts van de 3’ splice acceptor site (UACUAAC; blz. 498 kennen (12-7)). Hierbij wordt een lasso gevormd (de lariat), deze wordt zeer snel afgebroken. Bovendien is de splicing branch point zeer kenmerkend, geïllustreerd op blz. 499 (kennen).
De spliceosomen bestaan uit eiwit-RNA complexen, U1 tot en met U6 genoemd. Het RNA wat deze spliceosomen bevatten, is zo klein, dat ze snRNA’s worden genoemd. Het splicing-proces gebeurt dan als volgt:

·  snRNA-U1 hybridiseert met de 5’ splice site en vervolgens met de 3’ kant. 
· U2 herkent de A in het intern motief, en U4 en 6 kunnen dan zeer gecontroleerd de trans-esterificaties uitvoeren. 

N.B. herkenning kan plaatsvinden door hybridisatie van sommige snRNA-delen met de consensussequenties

Alternatieve splicing → splicing die afhankelijk van de situatie één of meerdere exons mee eruit spliced. Dit proces geeft dus per definitie variatie in eiwitten, omdat er bepaalde eigenschappen van het proteïne afwezig zullen zijn. Bij een gen waar 5 mogelijk alternatieve splicings kunnen gebeuren, komt men zo tot (theoretisch) 25 mogelijke exoncombinaties, vertrekkende van één gen (speelt een rol in de bestaande variatie van antigenen?)

tRNA

transfer RNA zorgt ervoor dat geactiveerde aminozuren naar het mRNA worden gebracht, zodat er polypeptiden kunnen ontstaan. (4-22) Ze bestaan uit zo’n 80 nucleotiden, en bevatten vele gemodifieerde basen, zoals (di)methylatie van A, U, C en G (afkomstig van SAM). Deze modificaties worden uitgevoerd omdat op deze manier bepaalde basenparingen onmogelijk worden gemaakt, terwijl andere juist worden versterkt.
Verder ligt hier de verklaring van het bestaan van de Wobble-positie:
De Wobble positie op het mRNA is de laatste plaats van het codon, terwijl het de eerste is van het tRNA (zie voor de duidelijkheid blz. 123 MCB). Omdat door deze methylatie soms basenparingen tussen mRNA en tRNA onmogelijk worden gemaakt, zal deze laatste binding weinig invloed hebben op de aminozuurbepaling (1).
Bovendien (2) verhoogt het de hydrofobiciteit van sommige delen van het tRNA zodat er specifieke interacties mogelijk worden. 
Inosine → gedeamineerd guanine op positie 2; deze modificatie helpt de waterstofbrugvorming met verschillende basen; het tRNA heeft namelijk op positie 1 (de laatste) van het anticodon een gemodificeerde base (zoals inosine).

Een belangrijk verschil met mRNA is dat alle tRNA’s een sterk overeenkomend patroon hebben, vanwege het wederkerende patroon van zelfcomplementariteit, wat aanleiding geeft tot de typerende klaverbladstructuur. 
De verbinding tussen het aminozuur en het tRNA gebeurt enzymatisch via het aminoacyl-tRNA synthetase. Dit enzym koppelt de aminozuren aan het 3’-ribose (de acceptorstam). Dit enzym is dus essentieel in het gehele proteïne-syntheseproces.
1. Het aminozuur-adenylaat wordt gevormd uit het aminozuur en ATP (via een verbinding tussen de COO--groep en de α-fosforylgroep, aangedreven door de hydrolyse van PPi tot anorganisch fosfaat)
2. Vervolgens wordt het aminoacyl-tRNA gevormd, waarbij de hogere energiebinding van het aminozuur-AMP wordt gesplitst en het aminozuur wordt overgezet via de carboxylgroep naar het 3’ of 2’ C van de suiker van het 3’-uiteinde van het tRNA.
Het is duidelijk dat het noodzakelijk is dat er in dit proces geen fouten mogen worden gemaakt, gezien het feit dat er volledig foute proteïnen kunnen ontstaan. Daarom zijn de volgende beschermingsmechanismen aanwezig:

1. De enzymen (synthetasen) hebben een zeer hoge affiniteit én specificiteit voor zowel de juiste aminozuren als het juiste tRNA. De bindingsplaats heeft dan nog een zeer hoge complementariteit met het aminozuur, waarbij geldt dat aminozuren met een andere zijketen een veel lagere complementariteit zullen hebben

2. Ter hoogte van de editing-site in het aa-tRNA-synthetase zit nog een proofreading systeem. Door de slechte complementariteit in het geval van een fout aminozuur, zal het aminozuur terecht komen t.h.v. de editing-site, waardoor de aa-tRNA-binding verbroken zal worden.

rRNA

Ribosomaal RNA is het laatste hier te behandelen RNA; elk ribosoom bestaat uit een grote en een kleine subeenheid, die beiden bestaan uit hun specifieke RNA’s en proteïnen. 
Experimenteel is aangetoond dat alle informatie voor de vorming van deze subeenheden in hun eigen sequenties ligt, dit kan verklaard worden door de hoge graad van intramoleculaire complementariteit van de RNA’s in de subeenheden. Hierdoor wordt een 3D-structuur gevormd waarop de eiwitten kunnen binden tot vorming van een ribosoom.
Bij E. Coli worden de rRNA-coderende genen afgeschreven in een primair transcript; dit wordt geprocessed door een RNAse tot vorming van de 16S; 23S en de 5S onderdelen.

Bij eukaryoten is een grotere precursor van 45S nodig, wat in de nucleolus gebeurt. De uiteinden van bepaalde chromosomen komen samen en komen extra tot transcriptie, omdat hierop de repetities van de overeenkomstige rRNA-genen liggen. (Specifiek RNA-polymerase I zal dit tot transcriptie brengen). Verder bevatten de ribosomen nog een bijkomende 5S RNA in de kleine subeenheid, maar deze wordt ergens anders in het genoom gecodeerd.

Vergelijking tussen prokaryoot RNA en eukaryoot RNA

1. Het rRNA van prokaryoten verschilt praktisch niets van eukaryoot rRNA, behalve de grootte van de eiwitten en de lengte van het rRNA (4-24)
2. tRNA is eveneens zeer gelijkaardig

3. mRNA verschilt wel veel; prokaryoot mRNA heeft op het 3’-einde een OH-groep en op het 5’  3 fosfaten. Bovendien kan het mRNA coderen voor verschillende eiwitten via verschillende open leesramen → het mRNA is polycistronisch. Voor elke code moet dus noodzakelijk een start- en stopcodon aanwezig zijn. (Let wel: de ORF’s liggen na elkaar, niet ‘op’ elkaar)
Eukaryoot mRNA heeft op het 5’ een cap en op het 3’ een poly-A-staart. Bovendien is er een premature en een mature vorm van mRNA, en moeten de afgewerkte mRNA’s getransporteerd worden naar het cytosplasma alvorens tot translatie te komen. Bovendien verschillen de translaties van beide soorten.

Translatie-initiatie

Bij zowel eu- als prokaryoten begint de translatie t.h.v. een startcodon, wat cruciaal is om het juiste open leesraam af te laten lezen. 
Voor eukaryoten geldt dan het volgende proces:

· De kleine subeenheid zal associëren met een specifiek initiatie-tRNA voor AUG. 

· Dan binden de verschillende initiatiefactoren: het translatie-initiatie-complex ontstaat
· Vervolgens wordt de cap-structuur herkend door het TI-complex (kleine subeenheid; initiatie-tRNA en de initiatiefactoren (4-25)). Binding zal plaatsvinden en het initiatie-complex zal het mRNA scannen waarbij ATP wordt gehydrolyseerd. Het eerste AUG-codon wat wordt gevonden, dient dan als initiatie-codon.

· GTP wordt gehydrolyseerd en de initiatiefactoren kunnen loslaten, zodat de grote subeenheid erbij kan worden getrokken tot vorming van een ribosoom.
Voor prokaryoten geldt het volgende:

· Het translatie-initiatie-complex wordt op overeenkomstige manier gevormd, dan wordt het methionine op het initiatie-tRNA geformyleerd (afsplitsing H en aanhechting CH=O); wat later circularisatie van het eiwit via de aminofunctie voorkomt.

· Het translatie-initiatiecomplex herkent het startcodon doordat er aan de 5’ kant een ribosoom-bindingsplaats (RBS) zit → een sequentie die kan interageren met de 16S RNA-streng van de kleine subeenheid. (Dit is analoog aan de Shine-delgarnosequentie). Dit vormt tevens een manier van onderscheid tussen een startcodon en de methioninetripletten.
· Na hybridisatie van een opgeladen AUG-tRNA, zal een GTP-gebonden initiatiefactor GTP hydrolyseren, met als gevolg dat de initiatiefactoren hun affiniteit voor het complex verliezen en de kleine subeenheid vrijkomt voor interactie met de grote subeenheid, zodat het ribosoom gevormd kan worden.
N.B. Ook eukaryoten hebben een soort RBS; de Kozak-sequentie; het enige verschil hiermee is echter dat deze sequentie bij de eukaryoten niet noodzakelijk is, maar deze vormt een controlemechanisme voor de cel, omdat via deze sequentie de intensiteit van de transcriptiehoeveelheid gereguleerd kan worden (2); verschilt van de consensussequentie omdat deze RBS in het mRNA ligt.
Translatie-elongatie

Dit proces is praktisch universeel voor pro- en eukaryoten:
· Een ribosoom heeft een kanaal vrij voor het mRNA precies tussen de grote en kleine subeenheid en bovendien heeft het 3 bindingsplaatsen voor tRNA: E – P en A.

· Het initiatie-tRNA is reeds aan het ribosoom gebonden; dan moet eerst een tRNA met een anticodon worden gerekruteerd dat complementair is aan het volgende codon op het mRNA.

· Dit tRNA moet worden geactiveerd en als dit is gebeurd, moet het ogenblikkelijk associëren met een elongatiefactor (PRO: EF-TU & EU: EF1α), om het te beschermen tegen water; de binding tussen het aminozuur en het tRNA is namelijk extreem zwak; 1 watermolecuul is voldoende om het te laten dissociëren. Deze elongatiefactor is GTP-gebonden.

· Wanneer deze codon-anticodon-interactie correct is, zal GTP hydrolyseren wat leidt tot een conformatieverandering, met als gevolg dat de elongatiefactor het complex zal verlaten.

· Om nu te zorgen dat de aminozuren ook aan elkaar worden gekoppeld, wordt het methionine van het tRNA gehaald (afkomstig van de P-site) en wordt verbonden aan het nieuwe aminozuur wat enzymatisch wordt uitgevoerd door een peptidyltransferase, zich bevindend in de grote subeenheid (dus indirect door RNA; hiermee heeft het ribosoom een ribozyme-activiteit ontwikkeld)

· Door deze transferase-activiteit wordt de grote subeenheid gedwongen om een triplet op te schuiven, waardoor er een bindingsplaats vrijkomt voor een 2e elongatiefactor (EF-G resp. EF-2). Deze factor bindt op de A-plaats en heeft een translocase-activiteit. Bovendien is hij  GTP-gebonden. Wanneer dit GTP wordt gehydrolyseerd, wordt de kleine subeenheid bijgetrokken. Deze EF-GDP is opnieuw een verandering ondergaan, wat een daling in de affiniteit teweegbracht, met als gevolg dat hij dissocieert en de A-plaats vrijmaakt.
· Het tRNA met startcodon is ondertussen zijn aminozuur verloren en zit nu op de E-plaats, waar hij het mRNA zal verlaten.

Translatie-terminatie

Specifieke releasefactoren zullen het stopcodon herkennen op het tRNA. Deze releasefactoren lijken zeer sterk op een tRNA, en zullen daarom interageren met de plaats waar eigenlijk het nieuwe tRNA zou moeten binden. (let wel; er treedt interactie op, doch zijn de sequenties niet complementair!). Door de aanwezigheid van RF-3 wordt het proces gecontroleerd, en wanneer het proces correct verloopt (het juiste stopcodon etc.), zal GTP-hydrolyse (afkomstig van RF-3) plaatsvinden, wat precies 1 watermolecuul voortbrengt, zodat de binding van het peptide en het tRNA wordt verbroken. Het ribosoom verliest zijn stabiliteit en dissocieert van het mRNA.
Ook dit proces is praktisch universeel bij pro- en eukaryoten.

Ribozymen → RNA met enzymatische activiteit; door het bestaan van deze moleculen ontstond het idee van een RNA-wereld, die vooraf is gegaan aan de huidige DNA-wereld. Tevens kwam men met dit bewijs via het experiment van Miller.
Als laatste bewijs dat RNA in ieder geval ouder is dan DNA ontdekte men dat ribose makkelijk gevormd kan worden uit formaldehyde. Deoxyribose is veel moeilijker te vormen en wordt gemaakt door tussenkomst van bepaalde enzymen.

Antibiotica en Translatie.

Onderstaand genoemde antibiotica hebben de eigenschap om specifiek de translatie met prokaryote ribosomen te beïnvloeden, en die met de eukaryote ribosomen met rust te laten.
Enkele voorbeelden:

1. Streptomycine; (afkomstig van de streptomyces); dit bindt aan de 30S subunit, met als gevolg dat de binding van initiatie-tRNA wordt geinhibeerd. Bovendien induceert het fouten tijdens de elongatiefase

2. Neomycine; Kanamycine en Gentamycine; afkomstig van dezelfde bacterie als (1). Zij interageren met het 16S waardoor er codon-anticodon-interactiefouten worden gemaakt, wat leidt tot verkeerde aminozuurinbouw. Dit zijn echter bacteriostatische antibiotica → de bacteriën groeien trager.

3. Tetracyclines; dit antibioticum blokkeert de binding van tRNA aan de acceptorsite t.h.v. de 30S. Een nadeel is echter dat dit tetracycline wordt opgeslagen in tand- en botweefsel waardoor dit weefsel minder sterk is (en bovendien zal fluoresceren bij UV-bestraling). Een voordeel is wel dat het zich niet universeel verspreid waardoor een gerichte behandeling mogelijk wordt.

4. Chloramphenicol (synthetisch); dit inhibeert de peptidyl-transferase-activiteit waardoor de elongatie wordt stopgezet. Dit is dus een voorbeeld van een bacteriotoxische stof.

5. Cycloheximide; dit is een algemene inhibitor, omdat het de peptidyl-transferase-activiteit bij zowel pro- als eukaryoten inhibeert.

6. (Novobiocine → blokkeert DNA-Gyrase)

Plasmiden → kleine, circulaire dubbelstrengs DNA-moleculen (link met resistentie); bevat natuurlijk ook een ORI, omdat het ook kan worden gekopieerd.

Hoofdstuk VI. Van polypeptide tot eiwit

Op het moment dat de polypeptideketen loskomt van het ribosoom, komt het in contact met water, en moet het zijn meest stabiele structuur op gaan zoeken
 (waarbij bv. de hydrofobe zijketens zijn afgekeerd van water). Bovendien moet het nog een aantal posttranslationele modificaties ondergaan.
De volgende factoren zullen de finale structuur van een eiwit beïnvloeden:

1. Allereerst is de sequentie van de aminozuren sterk bepalend; bepaalde hydrofobe aminozuren zullen samen interageren; ladingsinteracties zullen optreden etc.

2. Andere mechanismen zullen helpen bij het vouwproces:

a. Chaperones; (hsp70) → deze proteïnen zullen 7 opeenvolgende hydrofobe aminozuren herkennen in een peptide. Dit eiwit zal binden en schermt het hydrofobe gedeelte af van het cytoplasma m.b.v. andere proteïnen en ATP-hydrolyse. Als het dan ADP-gebonden is, gaat de chaperone over in een gesloten conformatie zodat het eiwitdeel de juiste conformatie kan aannemen. Dit eiwit zal ogenblikkelijk ingrijpen op het moment dat het polypeptide loskomt van het ribosoom.

b. Chaperonines (hsp60) → deze proteïnen reageren later en kunnen ook worden ingezet wanneer een eiwit zich moet hervouwen. 
Een aantal van deze proteïnen interageren en vormen zo een afgesloten kamertje (2 ringen van elk 7 hsp60) waarin een hydrofobe pocket zit dat het eiwit exact 15 sec de kans geeft om zich te hervouwen. Op het moment dat ATP wordt gehydrolyseerd, kan het deksel loslaten door een conformatieverandering van het ‘kamertje’, met als gevolg dat het eiwit eruit komt (goed óf slecht gevouwen; geïllustreerd op blz. 70).
De prokaryote equivalent is GroEL (8 vormen één ring); GroEs vormt het deksel
3. Dan kunnen posttranslationele modificaties nog invloed uitoefenen op de vouwing van een eiwit → het beïnvloeden van een eiwit wat o.a. invloed uitoefent in de activiteit, de vorming etc. Dit kan op verschillende manieren:

a. Vorming van disulfidebruggen tussen twee cysteïnes (ter vormbehoud)

b. Proteolyse; een praktisch voorbeeld hiervan is chymotrypsinogeen → chymotrypsine

c. Fosforylaties van bijv. Ser, Thr of Tyr

d. Glycosylering van bijv. Asn, Ser en Thr → het afzetten van suikergroepen

e. Binding van cofactoren en metalen (Zn aan Cys of His (zinkvingers; zie verder))

f. Acetylering van Lys en methylering van Lys en Arg
Deze posttranslationele modificaties zijn essentieel om de enzymatische activiteit te verkrijgen, om eiwit-eiwit-interacties, eiwit-enzym-interacties mogelijk te maken etc. Dit proces kan zowel tijdens de translatie als daarna plaatsvinden, afhankelijk van welk proces er precies plaatsvindt.
Snelheid is hierbij een absolute vereiste; hetzelfde geldt voor de afbraak van enzymen, omdat dit een regulatiemanier vormt voor de cel voor de functiebeperking en het stopzetten van bepaalde reacties. Bovendien helpt dit om de eiwitconcentratie op het gewenste niveau te houden. 
Het is tevens belangrijk te realiseren dat het hier niet alleen gaat om de afbraak van bv. enzymen die niet meer functioneel hoeven te zijn, het gaat hier ook om slecht-gevouwen eiwitten, evenals versleten eiwitten, omdat ze kunnen zorgen voor precipitatie van alle eiwitten (indirect gelinked aan de eiwitconcentratie)
De cel beschikt daarom over een proteasoom → een intracellulair, ATP-afhankelijk proteolytisch eiwitcomplex dat ongeveer 1% (veel!) van de totale eiwithoeveelheid in de cel uitmaakt. (blz. 71) 
Het is duidelijk dat een proteasoom onder zeer strenge controle moet staan, wil het niet elk eiwit in de cel aanvallen. Daarom wordt een af te breken eiwit gelabeld a.d.h.v. tenminste 4 ubiquitines
. Ook de labeling staat onder zeer strenge controle:

1. Het E1-enzym (het ubiquitine-activerend enzym) zal een ubiquitine adenyleren m.b.v. ATP waardoor het een verbinding vormt tussen zichzelf (E1) en Ubiquitine via de C-terminus aan een sulhydrylgroep (afkomstig van Cys) in het E1 via een thio-esterbinding
2. Het geactiveerde ubiquitine wordt overgedragen naar een ander Cys op het E2-enzym (het ubiquitine-conjugerend enzym)

3. Als laatst zal E3 (het ubiquitine-proteïne-ligase) binden op E2 met als gevolg dat een ubiquitine wordt getransfereerd naar een ε-aminogroep (afkomstig van Lys) van het af te breken eiwit via een isopeptidebinding.
N.B. Zoals hoger vermeld staat; moeten er tenminste 4 ubiquitines binden mits het herkend wil worden door een proteasoom. De binding van de overige ubiquitines gebeurt op exact dezelfde wijze als hierboven stap voor stap staat beschreven (is volledig geïllustreerd in de aantekeningen); wat mogelijk wordt doordat ubiquitine zelf ook een acceptor-lysine bevat.
Omdat er veel verschillende soorten eiwitten in de cel aanwezig zijn, is het praktisch onmogelijk om voor elk type eiwit een ander soort E2 resp. E3-enzym te hebben. Daarom bestaan er verschillende soorten E2 en verschillende soorten E3 die samen nog een grotere specificiteit vormen. E1 is daarentegen voor elk eiwit universeel. (Deze onderling (minieme) verschillen kunnen o.a. gevormd worden door verschillen in de posttranslationele modificatie; wat het belang hiervan nog eens accentueert)
Als het eiwit dan gelabeld is, kan het worden herkend door het 19S dekselgedeelte. Dit dekselgedeelte zorgt voor de denaturatie van het eiwit en knipt de ubiquitines eraf, zodat deze geregenereerd kunnen worden. Vervolgens, als het eiwit gedenatureerd is, past het in het ‘lumen’ van het proteasoom zodat het kan worden afgebroken tot peptidestukken van ongeveer 7 aminozuren
. De hydrofobe pocket bestaat uit β-subunits die de protease-activiteit hebben. De α-subunits zijn afgeschermd naar buiten.

Een praktisch voorbeeld van het belang van deze zware controle is het papillomavirus (kan baarmoederhalskanker veroorzaken): dit virus heeft een gen dat codeert voor een Ex-enzym dat p53 kan herkennen. Dit p53 is een tumorsuppressor → een eiwit dat betrokken is bij DNA-herstel en zich opstelt als bewaker van het genoom door het activeren van de herstelprocessen. Na besmetting wordt dit p53 afgebroken, doordat het virus ubiquitines erop plaatst, met als gevolg een sterk verhoogde kans op mutaties, wat celwoekering (kanker) kan opleveren.
Een ander voorbeeld, nu van celregulatie, kan worden gevonden in het cdc6; dit heeft een gefosforyleerde en een niet-gefosforyleerde vorm. Wanneer cdc6 niet gefosforyleerd is, zal het met rust gelaten worden. Wanneer het wel gefosforyleerd is, wordt dit ogenblikkelijk afgebroken, waardoor het een herinitiatie van de transcriptie onmogelijk maakt. 

Bovenstaand proces beschrijft nu de intracellulaire eiwitafbraak, maar het is duidelijk dat dit ook extracellulair mogelijk moet zijn, wat het geval is bij de voedselvertering. 
Extracellulaire afbraak gebeurt door de proteasen (zij voeren een proteolyse-reactie uit) → het hydrolyseren van de polypeptideketens. Dit proces heeft 3 toepassingen:

1. Recyclage van aminozuren voor de vorming van nieuwe eiwitten

2. De afbraak van eiwitten uit het voedsel

3. De activatie van pro-enzymen door het verwijderen van eiwitfragmenten: chymotrypsine (terugkoppeling naar zichzelf; door de proteolyse worden nieuwe proteasen actief)
Chymotrypsine

Dit is een voorbeeld van een selectief protease. (Er zijn ook proteasen die niet specifiek af kunnen breken, zoals pepsine). Chymotrypsine zal specifiek de peptidebinding splitsen aan de C-terminus van grote of hydrofobe aminozuren (Trp; Tyr; Phe en Met), dit proces zal verlopen door de aanval van een nucleofiel Ser:
· Een nucleofiel serine bindt zeer kort covalent aan het substraat; de C-terminus wordt dan van het eiwit afgesplitst. (Acylering)

· Er vindt een deacetylatie plaats, waarna de N-terminus wordt afgebroken.

· Het enzym koppelt los van het substraat.

Om deze activiteit goed te kunnen verklaren, werd er naar de 3D-structuur gekeken; hierin zag men een catalytic triad zitten → het actieve centrum, hier gevormd door 3 aminozuren die alledrie één geconjugeerd systeem vormen (Asp – His – Ser; voor de precieze structuur: zie aantekeningen)
De substraat-specificiteit kan nu echter nog niet verklaard worden; ook hier bracht de 3D-structuur de oplossing; het viel namelijk op dat er een grote hydrofobe pocket zat naast de catalytic triad. Hierin passen precies de grote, ongeladen zijketens van Phe, Tyr en Trp.

De nomenclatuur:

· Hoe protease-substraat-interacties aan worden geven, staat weergegeven in de aantekeningen; hierin staat S voor de substraat-bindingsplaatsen en P voor de bindingsplaatsen van de proteasen.

· Classificatie van de proteasen gebeurt aan de hand van het reactieve enzym; in het geval van chymotrypsine dus serine, en vormt zo een serine-protease. Uiteindelijk zijn er zo 3 klassen:

· Cysteïne-proteasen

· Aspartyl-proteasen

· Metalloproteasen

Wat echter wel universeel is hier, is dat bij alle enzymen een nucleofiele aanval wordt uitgevoerd op de carbonylgroep in de peptidebinding.

Om voor de cel toch nog de (extracellulaire) controle te kunnen sturen, en om bovendien in het geval van verteringsenzymen niet zelf te worden verteerd, wordt de activiteit meestal bepaald door zijn 3D-structuur, met als gevolg dat de meeste enzymen inactief zijn voordat ze de posttranslationele modificaties hebben ondergaan. Deze inactieve precursoren heten zymogenen. Een manier op deze zymogenen te activeren is via proteolyse; wat gebeurt in het zure milieu van de maag, zodat hier (vb.) chymotrypsinogeen door trypsine en chymotrypsine-inwerking kan worden omgezet naar het actieve α-chymotrypsine, dat bestaat uit 3 (gekoppeld via disulfidebindingen) ketens (A; B en C).
Deze activering komt praktisch neer op het induceren van een conformatieverandering door specifieke peptidebindingen te verbreken, met als gevolg het ontstaan van de substraat-bindingsplaats en het katalytisch centrum.
Deze processen die zo onder zeer zware controle staan, moeten toch zeer snel verlopen. Een voorbeeld hiervan is bloedstolling; gebeurt dit niet snel genoeg, bestaat het risico dat het organisme doodbloedt; gebeurt dit te snel, kan een klonter in de bloedbaan het afsterven van bepaalde onderdelen van het lichaam induceren. Daarom zijn deze processen gecontroleerd via een sneeuwbaleffect → het effect dat optreedt wanneer een minieme verandering plaatsvindt die gekoppeld is aan een groot aantal andere processen. In praktijk leidt dit tot de activering van één eiwit/enzym met activatie van vb. 100 andere enzymen als gevolg, die elk op hun beurt weer kunnen leiden tot de activatie van opnieuw 100 andere factoren. 
Deze proteasen kunnen natuurlijk ook weer gebruikt worden in bepaalde medicatie of in onderzoek. Zo is in het laatste geval gebleken dat het praktisch onmogelijk is om te voorkomen dat een eiwit niet wordt aangevallen door proteasen die vrijkomen bij het openbreken van cellen → daarom zijn specifieke inhibitoren van proteasen beschikbaar.
Een voorbeeld van de medicatie is het geneesmiddel Trasylol (werkzaam bestanddeel is aprotinine; protease-inhibitor). Dit medicament kan worden toegediend bij traumatische of hemorragische
 shock; bij de neutralisering van bloedingen. Het protease werkt namelijk in op de enzymen die de bloedstolsels oplossen, met als gevolg dat het bloed makkelijker stolt. (vb. van deze enzymen zijn streptokinase; urokinase en alteplase)
Hoofdstuk VII. Genetische variatie

Genetische variatie → de variatie in genomisch DNA tussen individuen, maar ook tussen verschillende soorten. De processen die leiden tot genetische variatie staan hieronder beschreven.

Genetische variatie bij prokaryoten.

Prokaryoten zijn gespecialiseerd in supersnelle deling. Zo kan E. Coli om de 20 min. delen, met een foutenmarge van 1 op de 109 basenparen.
Na 10 uur heeft E. Coli zich gedeeld en bestaan er zo’n 109 basenparen, en dus is er in elke base wel eens een fout gemaakt, wat zo een oorzaak vormt voor genetische variatie. Deze genetische variatie is praktisch essentieel voor het overleven van een organisme, wat geïllustreerd wordt door een experiment in een rifampicine-milieu:
· Rifampicine (antibioticum) blokkeert de initiatie van transcriptie door te binden aan een RNA-polymerase op de plaats waar normaalgesproken DNA-RNA-hybride bindt.
· Normaalgesproken is dit een lethaal proces en de bacterie zal dit niet overleven, maar door het bestaan van genetische variatie zullen er een aantal individuen zijn die een mutatie hebben waardoor er een verlaagde affiniteit is van rifampicine voor RNA-polymerase → resistentie tegen rifampicine.

· Deze resistente bacteriën kunnen zich vermenigvuldigen en de bacterie heeft zich aangepast aan het extern milieu.

Deze eigenschappen kunnen naast deling ook nog worden uitgewisseld op andere manieren; dit is experimenteel bewezen door 2 E. Coli stammen te muteren, waarbij één stam Leu- is en de ander Met- is, afzonderlijk dus onmogelijk om te overleven zonder een aangepaste voedingsbodem.
Wanneer men nu beide stammen mengt, ontstaan er kolonies die wel kunnen overleven op een normale voedingsbodem. Een klein gedeelte zal terugmuteren (Ames-test), maar een groter aantal zal ontstaan zijn door uitwisseling van genetisch materiaal:
Homologe recombinatie → manier waarop vreemd DNA geïntegreerd kan worden in het eigen genoom. Dit proces kan voorkomen bij zowel eukaryoten als prokaryoten. Dit is een actief proces, met het volgende mechanisme:

1. 2 min of meer gelijkaardige (qua sequentie) DNA-moleculen moeten parallel naast elkaar komen te liggen

2. Een nick zal ervoor zorgen dat van één van de twee dubbele helices één streng over wordt gebracht naar een andere streng. Daar hybridiseert het met één van de twee strengen.

3. De andere helix ondergaat een gelijkaardig proces, waardoor, nadat de nieuwe combinaties geligeerd zijn, een gedraaide situatie ontstaat, wat veroorzaakt is door de strengsverwisseling.

N.B. Dit cross-over proces kan overal in het homologe DNA plaatsvinden, zonder dat er een 
deletie of een insertie plaatsvindt.
Bij dit proces zijn een groot aantal eiwitten betrokken, maar zijn hier niet genoemd.
Let wel: om een deel van een lineair DNA te integreren moeten twee ‘cross-overs’ gebeuren, nu pas spreekt men van homologe recombinatie.
Gen-transfer

Dit kan op verschillende manieren gebeuren:

1. Conjugatie (mating) → proces waarbij bacteriën genetische informatie uitwisselen via een plasmide, waarvoor een F-plasmide noodzakelijk is.
Plasmide → een dubbelstrengs, circulair DNA-molecuul die als minichromosomen naast het genoom kunnen bestaan. Het proces verloopt dan als volgt:

a. Een bacterie met F-plasmide maakt contact met een bacterie zonder via sex-pili

b. Door het contact wordt een cytoplasmatische brug gevormd, waarlangs het plasmide wordt doorgegeven

c. Soms kan het plasmide geïntegreerd worden in het chromosoom van de bacterie, de mogelijkheid bestaat dan dat tijdens de mating grotere delen van het genoom worden doorgegeven.
2. Transformatie → opname van vreemd DNA uit de omgeving en integreren in het genoom zodat de eigenschappen van individu veranderen. 
3. Transductie → het doorgeven van vreemd DNA via bacteriofagen:

a. Nadat de cel geïnfecteerd is met bacteriofagen, zal de cel gereprogrammeerd worden door bacteriofaag-genen. Dit houdt in dat het de genen van het virus gaat repliceren waardoor faag-manteleiwitten aangemaakt worden.

b. Deze faagpartikels worden gevormd en de bacterie lyseert.

c. Door het lyseren van de bacterie komen de nieuwe fagen vrij → lytische fase
d. Het is nu mogelijk dat bepaalde fagen een mechanisme bezitten, waardoor het genoom van de faag wordt geïntegreerd in het genoom van de gastheercel. Dit is een enzymatisch proces, waarbij gebruik wordt gemaakt van integrase → het enzym die het faag-genoom integreert in het genoom van de bacterie. Dit betekent wel dat de genen niet tot expressie komen en het DNA niet wordt gerepliceerd, tenzij het samenvalt met de replicatie van het gastheergenoom → de lysogene fase.

e. Wanneer deze bacterie in de lysogene fase in ongunstige leefomstandigheden komt, wordt het repressoreiwit geïnactiveerd met als gevolg dat de faaggenen wel tot expressie komen en de manteleiwitten nu wel worden gesynthetiseerd.

f. Het faag-DNA wordt uit het genoom geknipt, verpakt en een nieuw virus ontstaat.

g. Het is nu mogelijk dat bij het verwijderen van het faag-DNA bepaalde delen van een bacterieel chromosoom meekomen, wat ook mee zal repliceren en zo terecht komt in de nieuwe faag-partikels. Bij de volgende infectie zal vreemd DNA terecht komen in de nieuw geïnfecteerde bacterie.

h. Op deze manier ontstaat roodvonk, botulisme en difterie, omdat de bacterie die dit met zich meebrengt, besmet is met specifieke provirussen, waarbij het genoom codeert voor het toxine. 
4. Transpositie → het overzetten van DNA-elementen van één plaats in het genoom naar een andere.
Transposon → het DNA wat wordt overgezet, dit kan als een vorm van parasitisme worden gezien, omdat een DNA-fragment dat codeert voor een transposase alle bacteriële mechanismen van replicate, transcriptie en translatie gebruikt voor zijn eigen vermeerdering. Daarom zijn transposons ook een goed voorbeeld van selfish-DNA.

a. Transposase → het enzym dat de kort herhaalde sequenties aan de twee uiteinden van een transposon herkent en vervolgens knipt en plakt in een andere plaats in het genoom.

b. Ondanks het feit dat dit ongunstig lijkt voor de bacterie (in energetisch opzicht) zitten de mogelijke voordelen in het ontstaan van genetische variatie.

c. Bij integratie is het namelijk mogelijk dat een gen geïnactiveerd wordt, maar…

d. Het is mogelijk dat een transposon een promotor of een enhancer bevat → dit is een kort stukje DNA dat kan binden met bepaalde proteïnen (trans-acting factoren, sterk gelijkend op transcriptiefactoren) om de transcriptie van bepaalde genen te versterken. Een enhancer is een cis-acting DNA-sequentie die de transcriptie van genen dus kan doen toenemen. Het hoeft echter niet dicht bij de genen te zitten waar het zijn invloed op uitoefent, de structuur van het chromatine-complex is namelijk zo gevouwen dat het toch dicht bij de promotor en zijn genen zit, ondanks dat de mogelijkheid bestaat dat het op een volledig ander chromosoom is gelegen.
e. Wanneer een transposon nu een enhancer of een promotor bevat, zal de controle van de expressie van het gen veranderen met een mogelijk voordeel. 

f. Ook nu is het weer mogelijk dat transposons naast het transposasegen ook nog andere genen bevat, wat het geval is bij het Tn10-transposon. Dit omvat namelijk een tetracycline-resisitentiegen. Dit is ontstaan door twee nabijgelegen transposons, die zijn gemigreerd tot één groot transposon.

g. Wanneer dit transposon overspringt naar een F-plasmide, kunnen de genen worden doorgegeven aan andere bacteriën via mating. 

h. Op de uiteinden van de transposons zitten inverted-repeats, die nodig zijn voor de vermeerdering. Wanneer hierin een mutatie optreedt, wordt het niet meer herkend als uiteinde van het transposon, en kan een ander uiteinde herkend worden, waardoor het volledige stuk daartussen samensmelt tot transposon. Men denkt dat dit gebeurt is bij het tetracycline-resistentiegen.

Genetische variatie bij eukaryoten
Er is een cruciaal verschil met het DNA van eukaryoten en het DNA van prokaryoten; eukaryoten hebben namelijk veel groter DNA dat niet alleen uit genen bestaat, maar tussen de genen liggen nog grote hoeveelheden DNA die niet coderen → het junk-DNA
. Bovendien is eukaryoot DNA di- of polyploïd. Dit eukaryoot DNA bestaat voor ongeveer 50% uit repetitieve sequenties, die als volgt zijn onderverdeeld:
1. VNTR → Variable Nucleotide Tandem Repeats (satelliet-DNA); zeer korte motieven die  zeer vaak worden herhaald en op verschillende plaatsen in het genoom voorkomen (m.n. rond centromeren en telomeren). Deze sequenties worden vaak gebruikt bij persoonsonderzoek; ieder heeft namelijk zijn eigen set van herhalingen; als volgt verkregen. Stel: de CAG-sequentie; van moederskant krijgt iemand 15 CAG-repeats en van vaderskant 25 CAG-repeats. Dit wordt gecombineerd in zijn eigen set wat een persoonlijk kenmerk oplevert.

a. Retrotransposons → verplaatsbaar element met een transpositioneer-mechanisme, wat werkt via reverse transcriptase (via een RNA-intermediair) en zo een cDNA afschrijft, wat terug in het genoom geïntegreerd kan worden. Hiervan zijn verschillende varianten (20% van het DNA):

b. LINE → Long Interspersed Nuclear Elements; dit is een retrotransposon, dus verplaatst zich via een RNA-intermediair. De LINE’s bevatten hun eigen promotor die eerst wordt overgeschreven door RNA-polymerase II. Dit wordt dan gekopieerd tot cDNA (door reverse transcriptase; het element kan hier zelf voor coderen) en dit wordt geïntegreerd op een andere plaats. In ons DNA zitten ongeveer 0,5 mln kopieën.
c. SINE → Short Interspersed Nuclear Elements; deze elementen zijn veel korter en bezitten niet hun eigen sequentie voor de reverse transcriptase. Om dus toch gekopieerd te worden in cDNA-sequenties, gebruiken ze meestal die van de LINE’s.  Een voorbeeld van een SINE zijn de Alu-repeats (11% van het genoom; artikel bijgevoegd)
2. Pseudogenen → een DNA-sequentie die lijkt op een gen omdat het een ORF bezit, maar echter geen gen is omdat het geen promotor bezit. Deze vorm van repetitieve sequenties kunnen ontstaan doordat de reverse transcriptasen afkomstig van LINE’s bepaalde mRNA’s gaan gebruiken als substraat en zo cDNA van dat mRNA aanmaken. Dit cDNA wordt terug in het genoom geïnsereerd.  

3. Exon-shuffling → proces dat een belangrijke oorzaak vormt voor de evolutie; recombinatie tussen verspreide repeats in introns van twee verschillende genen, waardoor nieuwe genen ontstaan door het maken van nieuwe combinaties van exons. 
a. Exon-shuffling via recombinatie tussen homoloog verspreide repeats; het is mogelijk dat er door het bestaan van de verspreide repeats homologe recombinatie optreedt tussen verschillende genen
 (omdat de retrotransposons met elkaar kunnen combineren en uitwisselen); de tussenliggende DNA-stukken worden uitgewisseld zonder de 1e combinatieplaats. Nu bestaat de mogelijkheid dat er een exon terechtkomt in een intron van een bestaand gen, waardoor er een nieuw gen ontstaat met dit extra exon, wat de eigenschappen van het proteïne verandert. Het spreekt voor zich dat dit een belangrijke oorzaak van evolutie vormt. Bovendien is dit in de praktijk bewezen omdat praktisch alle proteïnen zijn opgebouwd uit een kleiner aantal vergelijkbare bouwstenen die elk door één exon worden gecodeerd. (geïllustreerd in MCB blz. 422 onderaan)
b. Exon-shuffling via transpositie; wanneer een exon geflankeerd wordt door twee transposons (bv. de Alu-repeat), kan het voorkomen dat het transposase beide transposons eruit knipt, wat dus het tussenliggende DNA mee zal nemen, wat geïnsereerd kan worden in een intron van gen 2. (Geïllustreerd in MCB op blz. 423)

Deze retrotransposons zorgen dus voor een belangrijk deel voor het bestaan van genetische variatie; let op: ze werken volgens een kopieer- en plakmechanisme:
1. Ze kunnen een gen inactiveren

2. Ze kunnen een promotor of een enhancer verplaatsen waardoor de expressie verandert.

3. Door de frequentie van de retrotransposons kan er homologe recombinatie optreden en kunnen genen, chromosoomfragmenten, promotoren, enhancers etc. gedupliceerd worden. Er is een bijlage bijgevoegd waarop dit is uitgetekend met als voorbeeld van een retrotransposon een LINE.
Gebruik de getekende bijlage bij het volgende stuk: door deze duplicaties kunnen genfamilies ontstaan; een voorbeeld hiervan zijn de globine-genen (β, δ, ε en γ-globine-genen). Allen komen voor op dezelfde regio van chromosoom 11 en na sequentie-vergelijkingen kon men afleiden welke de hoogste homologie hadden. Men neemt 2 dingen aan:

· Dat het aantal verschillen tussen 2 genen proportioneel is aan de tijd die verstreken is sinds de duplicatie

· Men denkt dat het β-globine-gen de voorloper is geweest die enkele malen is gedupliceerd, die vervolgens aanleiding heeft gegeven tot de genfamilie zoals wij die nu hebben. 

Retrovirussen en genetische variatie

Retrovirus → een virus die RNA gebruikt als drager van de genetische informatie. Dit RNA kan zowel enkel- als dubbelstrengs zijn en zit samen met een reverse transcriptase verpakt in een capside, wat op zijn beurt weer in de membraanenvelop zit. Bij besmetting wordt het RNA overgeschreven tot dubbelstrengs DNA, en dit wordt door een integrase geïntegreerd in het DNA van de gastheercel. Dit kan hier inactief zijn, maar wanneer het geactiveerd wordt, worden de viruseiwitten aangemaakt (de capside-eiwitten en enveloppe-eiwitten), die aanleiding geven tot nieuwe virussen. Deze virussen verlaten de cel via budding. Op blz. 140 in MCB staat de replicatie- en releasecyclus van virussen geïllustreerd. 
Bij eukaryoten kan, via retrovirussen, ook genetische variatie ontstaan, op een zeer gelijkaardige manier vergeleken met de transductie van prokaryoten → bij het samenstellen van een nieuw viruspartikel wordt per ongeluk een stuk gastheergenoom meegenomen en getransleerd. Men zag dit voor het eerst bij het Rous sarcoma virus → een virus dat naast virale genen ook nog een gen afkomstig van kippen heeft overgenomen in zijn genoom; het v-src-gen. Dit laatstgenoemde gen is een oncogen → een gen dat betrokken is bij het ontstaan van tumoren; een gemuteerd proto-oncogen (de ‘inactieve’ vorm; en is uitermate belangrijk bij de controle op de celdeling.) Het verschil tussen de schadelijke vorm en de onschadelijke zit in het feit dat het v-src-gen een aantal mutaties heeft ondergaan, mogelijk door de hoge transcriptiesnelheden, met als gevolg dat het proteïne niet meer naar behoren functioneert en de cellen na besmetting aanzet tot deling. Dit was het eerste bewijs dat kanker kan ontstaan door mutaties in cellulaire genen. Zo kwam men er ook achter dat de meeste proto-oncogenen betrokken zijn bij de controle op de celdeling via door te coderen voor kinasen, transcriptiefactoren, GTP-bindende proteïnen etc. Blz. 105 uit de cursus geeft een idee van de samenstelling van ons DNA; bekijk dit.
Sexuele voortplanting en genetische variatie.

Deze vorm van genetische variatie is gebaseerd op 2 feiten:

1. Op het feit dat tijdens de meiose één diploïde zygote ontstaat uit 2 haploïde gameten, wat dus aanleiding geeft tot het ontstaan van nieuwe gencombinaties (welk van het chromosoompaar komt terecht in de gameet). Hoe hoog deze mate van variabiliteit is, is dus afhankelijk van het aantal chromosomen van het soort; (uitgegaan van een diploïde soort): een cel die 4 paar chromosomen bevat kan slechts 16 verschillende gameten produceren, maar een soort met 23 paar kan er 10.000.000 produceren (2chromosoomaantal)
2. Via crossing-over → een mechanisme dat genetische variatie veroorzaakt door onderlinge uitwisseling van delen van homologe chromosomen tijdens de meiose. Dit kan aanleiding geven tot een praktisch oneindige hoeveelheid combinaties. 

3. Daarnaast bestaan er van de genen 2 allelische varianten, wat variatieverhogend werkt. Als voorbeeld: cytochroom P450 → enzymen die betrokken zijn bij de (de)toxificatie van een groot aantal toxische stoffen; door genetische variatie op basis van de twee allelische vormen van de coderende genen ontwikkelde het feit dat mensen zeer divers kunnen reageren op dezelfde toxische stof. Wanneer namelijk de aminozuursequentie enigszins verandert, kan dit aanleiding geven tot een veel lagere substraat-affiniteit of specificiteit.
Single Nucleotide Polymorphisms → ‘verschillende verschijningsvormen van een nucleotide.’ Men zag bij sequentievergelijkingen dat deze SNP’s op specifieke posities voorkwamen, die vaak ook gelinked waren met de kenmerken van dat individu (mocht het polymorfisme in een coderend gebied liggen). Het menselijk genoom bevat er zo’n 10 miljoen, waarvan bovenstaand voorbeeld er een vormt, en zo aanleiding gaf tot het ontstaan van een nieuw studiegebied; de pharmacogenomics. Door het bestaan van deze polymorfismen in het genoom kan elk individu anders reageren op medische behandelingen, wat te voorspellen is aan de hand van SNP-sequenties. 
Technologische toepassing van genetische variatie.

Transgene dieren → organismen die vreemd genomisch DNA in hun genoom hebben opgenomen, afkomstig van een andere soort of gemanipuleerd. Het gaat hier echter wel om eukaryote cellen, die dus DNA uit de omgeving op moeten nemen (transfectie). Men maakt daarom een plasmide (shuttle-vector); DNA dat zowel prokaryote als eukaryote eigenschappen heeft. Na opname zal het in het genoom geïnsereerd moeten worden, wil het effect krijgen en doorgegeven worden aan de dochtercellen; dit moet dus plaatsvinden in de kiemlijn.
Dit kan op verschillende manieren:

1. Zygote injectie → DNA wordt geïnjecteerd in de zygote; via recombinatie kunnen de genen geïnsereerd worden in het genoom die vervolgens tot expressie gaan komen in een transgeen organisme.
2. Via embryonale stamcellen; principe: men verandert het genoom van de embryonale stamcellen:

a. Men start van een blastocyst, waar men stamcellen uithaalt en verder in vitro kweekt. Deze stamcellen zijn per definitie pluripotent → ongedifferentieerd; ze kunnen nog ontwikkelen tot elk type weefselcel, bovendien hebben ze de eigenschap dat ze kunnen delen zonder deze pluripotentie te verliezen.

b. Men brengt vreemd DNA in deze stamcellen, wat via homologe of heterologe recombinatie in het genoom van de stamcellen wordt geïntegreerd.

c. De zojuist geproduceerde getransformeerde stamcellen worden ingebracht in een vroeg embryo waar ze zich zullen verspreiden en zo deelnemen aan de vorming van verschillende weefsels. Er ontstaan chimere dieren → dieren die bestaan uit twee soorten (stam)cellen; cellen van verschillende genetische oorsprong. Dit kan gevisualiseerd worden via stamcellen met een verschillend fenotype. (Zie blz. 108) 
d. Om nu het geïnjecteerde DNA af te zonderen gaat men chimere muizen (als vb.) kruisen met andere muizen. De chimere dieren gaan gameten vormen die zowel uit de oorspronkelijke cellen als uit de geïnjecteerde cellen ontstaan. De dieren die nu ontstaan uit de versmelting van een geïnjecteerde cel en het andere dier, hebben het vreemd DNA in het genoom.

Dankzij bovenstaande technologieën kan men de functie van een bepaald proteïne op bv. de ontwikkeling van een individu nagaan. Men kan dit op 3 manieren doen:

1. Via gen-additie → men brengt een DNA-sequentie in bestaande uit een synthetisch gen van een proteïne dat onderzocht moet worden of de mutante vorm ervan.
2. Via gene-replacement → men kan bepaalde fragmenten in het genoom van het organisme uitwisselen tegen gemodificeerde versies (mutaties afkomstig van erfelijke aandoeningen) via homologe recombinatie

3. Via gene-knock out → men inactiveert het gen door het te vervangen door bijv. een exon met een stopcodon. Dit geeft informatie over het belang van dit gen (of gecodeerde eiwit) in een compleet organisme. 

a. Conditional knock-out → men schakelt het doelwitgen op controleerbare wijze uit door gebruik te maken van prokaryote recombinasen.
I. Definitie → enzymen die het DNA recombineren, bv. cre-recombinase. Deze enzymen herkennen een korte consensussequentie die aan beide kanten van een bepaald fragment voorkomt en knipt dit fragment ertussen uit.

II. Nu moet het recombinase (het enzym) op gecontroleerde wijze tot expressie gebracht worden zodat stukken uit het DNA geknipt worden op tijdstippen wanneer men dat wil; een voorbeeld:
Men wil de functie van de androgeenreceptor onderzoeken in de Sertoli-cellen; daartoe maakt men 2 muizenlijnen; één heeft in het AR-gen 2 cre-herkenningssequenties geïnsereerd langs het eerste exon (via gene-replacement); wanneer de cel dus cre bevat, zal het tussenliggende exon eruit geknipt worden en wordt het gen geïnactiveerd. De tweede muizenlijn bevat een recombinasegen dat onder controle staat van een celspecifieke promotor via gen-additie.  Wanneer deze lijnen nu gekruist worden, kreeg men na selectie muizen waarbij in de Sertoli-cellen door het recombinase (cre) het AR-gen geïnactiveerd werd; wanneer het recombinase niet tot expressie kwam, bleef de receptor actief. 

Dit stelt men in staat om in vitro bevindingen in vivo te testen. Bovendien kan men erfelijke aandoeningen testen op muizen, zodat grondigere studie mogelijk wordt. 

Gen-therapie met virale vectoren

Gen-therapie → een therapie voor erfelijke aandoeningen waarbij het juiste kopie van het verkeerde gen van het individu tot expressie wordt gebracht in de cellen die dit gen gebruiken.
Technologisch gebeurt dit als volgt:

· Men gebruikt retrovirussen; een correct gen wordt ingebracht in het retroviraal genoom.

· Het retrovirus wordt zodanig gemuteerd, dat het zich niet meer kan repliceren

· De patiënt wordt besmet met de virale vector en het genkopie dat het virus meenam wordt in het genoom van de geïnfecteerde cellen tot expressie gebracht via gene-replacement, zodat het tekort aan een bepaald proteïne kan worden verholpen. Let wel: je moet de cellen infecteren die instaan voor de productie. Op deze methode bestaat een lichte variant:

· Men neemt een staal van de patiënt en infecteert buiten de patiënt de cellen van de patiënt zelf met de virale vector die het gen met het juiste eiwit bevat.

· De cellen worden vervolgens terug in de patiënt gebracht → ex-vivo infectie.
· In-vivo infectie → hetzelfde principe, alleen kunnen deze cellen niet afgezonderd worden van het lichaam; bv. bij mucoviscidose: http://www.muco.be/questions.nl 

· Men ontwikkelt op gelijkaardige wijze vectoren die kankercellen infecteren met het suicide-gene; dit gen kan coderen voor verschillende proteïnen:
· Proteïne dat de cel een signaal geeft om in apoptose te gaan

· Proteïne dat immunologische cellen aantrekt voor vernietiging

· Enzymen die een prodrug (goedaardig) omzetten in een toxische stof

Uitdagingen liggen nu nog op het ontwikkelen van veilige vectoren, die zeer gericht te werk

gaan en geen ongewenste immunologische reactie oproepen.

Hoofdstuk VIII. Transcriptieregeling bij prokaryoten

Genomics → de studie die in het genoom van eu- en prokaryoten de genen lokaliseert en identificeert.
Proteomics → de studie die bestudeert hoe de genen in het genoom allemaal op juiste wijze tot expressie komen; de regulering van het tot expressie komen, die essentieel is om te kunnen reageren op prikkels uit de buitenwereld.

Bij E. Coli zijn deze studies bijzonder vergevorderd; zo zijn er verschillende niveaus beschreven waarop de genexpressie wordt geregeld:

· Door variaties in de promotorsequentie; hoe meer de sequentie overeenkomt met de complementaire site op RNA-polymerase, hoe hoger de affiniteit en hoe meer het gen tot transcriptie zal komen.

· Door gebruik te maken van verschillende sigmafactoren; de sigmafactor werkt specificiteitverhogend, maar affiniteitsverlagend.

· Door verschillende soorten transcriptiefactoren (affiniteitsverschillen)
· Door de koppeling van transcriptie met translatie; let op: dit geldt enkel voor prokaryoten.

Het lactose-operon

Bacteriën gebruiken normaalgesproken glucose als energiebron; wanneer dit schaars is, kunnen ze overschakelen op lactose, omdat dit door β-galactosidase kan worden omgezet in galactose en glucose. (Voor de structuurformules: zie blz. 113). Nu zag men dat dit enzym niet constant in de juiste hoeveelheden aanwezig is in de bacterie en dus aangemaakt wordt wanneer het nodig is. Dit gebeurde via een verhoogde transcriptie en translatie van het overeenkomstige gen, en niet via bv. precursoractivering. Daarnaast werden nog 2 andere enzymen geproduceerd: permease → enzym dat cruciaal is voor het transport van lactose door de bacteriewand, maar hierdoor kunnen ook andere (toxische) stoffen meekomen: en transacetylase → enzym dat de andere toxische stoffen detoxifieert. Zo is een operon ontstaan → een prokaryote DNA-sequentie die codeert voor een per definitie polycistronisch mRNA incl. de promotor, de operatorsequenties en de transcriptiefactorgenen (de eiwitten die binden aan de operatorsequenties). Het ligt uiteraard voor de hand dat deze gekoppelde genen liggen op één polycistronisch mRNA (enkel bij prokaryoten!)
Operator → de regelsequenties van het operon die herkend worden door specifieke transcriptiefactoren.
Factoren die een rol spelen in het lac-operon:

· De 3 ORF’s hieronder beschreven
· De CRE-sequentie → cAMP-Responsive-Elements; de DNA-sequentie die voor het operon ligt, waarop het proteïne CRP kan binden en zo het DNA afbuigt om sterische hinder met RNA-polymerase te voorkomen

· Het CRP → cAMP Regulated Protein; het proteïne dat cAMP kan binden en daarna kan binden aan CRE.

· De lac-repressor (LacI) → het regulatorgen dat codeert voor een proteïne (de repressor) wat in normale condities (voldoende glucose) de operator afdekt. Het ORF voor dit gen kan prima elders op het genoom, voorbij de promotor liggen. (Vormt overigens een dimeer)

· De operatorsequentie; in dit geval een palindroom waar de lac-repressor aan kan binden

In het voorbeeld van het lactose-operon bevat het mRNA 3 ORF’s:
1. LacZ → het ORF die codeert voor het β-galactosidase
2. LacY → het ORF dat codeert voor het permease

3. LacA → het ORF dat codeert voor het transacetylase

Er worden 4 situaties onderscheiden:

1. Glucose is voldoende aanwezig; lactose is niet aanwezig:
Er is onvoldoende cAMP in de bacterie aanwezig, waardoor cAMP niet bindt aan CRP. Het CRP heeft zo een te lage affiniteit voor de CRE-sequentie en zal niet binden. Het DNA wordt niet omgebogen, en RNA-polymerase kan geen RNA afschrijven i.v.m. sterische hinder.

2. Glucose is onvoldoende aanwezig; lactose is wel aanwezig:
Omdat er te weinig glucose is, heeft het adenylaatcyclase ATP omgezet in cAMP. Er is dus cAMP aanwezig bij glucosetekort, wat kan binden aan het CRP, waardoor het nu genoeg affiniteit krijgt voor de CRE-sequentie in het DNA. CRP bindt en verbuigt het DNA, zodat RNA-polymerase niet gehinderd wordt bij binding en de genen kunnen tot transcriptie komen.

3. Glucose is voldoende aanwezig, lactose is ook aanwezig:
Het lactose wordt omgezet in allolactose. Dit allactose heeft een hoge affiniteit voor de repressor en dus treedt er binding op. Hierdoor ondergaat de repressor een conformatieverandering en moet het DNA loslaten. RNA-polymerase kan nu de transcriptie voortzetten met behulp van een sigmafactor.
4. Glucose is niet aanwezig, en lactose ook niet:
De repressor zit gebonden op de operator en RNA-polymerase kan er niet langs i.v.m. sterische hinder; de genen komen niet tot expressie.

Dit is een voorbeeld van derepressie → onderdrukking van het operon door de promotor te bedekken; er staat in normale condities een rem op het systeem.
Gen-activatie → door bovenstaande processen het gen veel vaker tot expressie laten komen. In dit geval tot 50 maal. 
Het tryptofaan-operon

Bacteriën kunnen zelf tryptofaan aanmaken met behulp van 5 enzymen. Ook hier geldt dat wanneer Trp aanwezig is, het energieverspilling is om deze 5 genen tot expressie te laten komen en moeten dan dus inactief zijn. Activering van de genen gebeurt volgens 2 processen:
Repressie → de operator is in normale condities vrij, tenzij een repressor geactiveerd wordt en het uitzet.
Attenuatie → verzwakking van een signaal d.m.v. de aanwezigheid van de stof die gesynthetiseerd moet worden. Dit vormt een vorm van controle over de RNA-transcriptie.
Er worden hier 2 situaties onderscheiden; Trp is aanwezig of niet:
1. Trp is aanwezig in de bacterie (repressie):
Door zijn aanwezigheid kan het binden aan de Trp-inhibitor (cfr. LacI; wordt ook elders gecodeerd). Door deze binding ondergaat de inhibitor een conformatieverandering en krijgt het eiwit affiniteit voor de operatorsequentie in de Trp-promotor. Het eiwit bindt en is afgesloten voor RNA-polymerase

2. Trp is niet aanwezig (attenuatie):
Houdt hierbij in gedachten dat transcriptie en translatie gekoppeld is bij prokaryoten. Er is géén Trp aanwezig en dus kunnen de genen worden afgeschreven. Het mRNA komt bij de ribosomen en die beginnen met de translatie van het eerste ORF. Dit eerste ORF codeert voor een heel kort leaderpeptide, met 2 cruciale eigenschappen:

a. Het bevat 2 Trp-codons

b. Het bezit 4 complementaire stukken die onderling  2 hairpinstructuren kunnen vormen. Onmiddellijk hierna codeert het mRNA voor een poly-U-staart
. Deze inverted-repeats kunnen op 2 manieren samen hybridiseren:

I. Nr. 1 kan met nr. 2 hybridiseren en 3 met nr. 4

II. Alleen nr. 2 en nr. 3

Wanneer Trp nu aanwezig is, ingebouwd in de eerste repeat, zal de transcriptie gewoon doorgaan en kan nr. 1 met 2 hybridiseren en 3 met 4, onmiddellijk gevolgd door een poly-U → stopsignaal.
Is Trp niet aanwezig, kan het ook niet ingebouwd worden en stopt de transcriptie; 1 is onvolledig en kan niet hybridiseren met 2, bijgevolg zullen 2 & 3 hybridiseren. De poly-U-staart zit niet precies na de hairpin en vormt zo een antiterminatorloop: de genen coderend voor de 5 enzymen kunnen tot expressie komen
Let wel: bovenstaand proces is niet uniek voor het Trp-operon, maar komt ook voor in het Thr, Phe en His-operon.

Hoofdstuk IX. Transcriptieregeling bij eukaryoten

Om te beginnen is het genoom van eukaryoten al vele malen complexer; mede omdat de informatie voor de vorming van elk celtype in het volledige genoom vervat zit, wat uiteraard niet het geval is bij prokaryoten. Deze expressie is tijd-, omgevings- en situatieafhankelijk.
Om enigszins wegwijs te worden in de complexiteit wordt eerst de structuur van chromatine besproken.

Genoomorganisatie bij eukaryoten

Het genoom van de eukaryote organismen is georganiseerd in lineaire chromosomen, die één centromeer bevatten en twee telomeren. Daartussen liggen meerdere ORI’s i.v.m. het feit dat er meerdere genen op een chromosoom liggen. Scheiding van deze chromosomen in de metafase wordt mogelijk door de sterke condensatie
.
Het is duidelijk dat deze bandenpatronen een uiterst interessant studiegebied vormen; genaamd de cytogenetica → de studie van de bandenpatronen en translocaties op het niveau van de chromosomen. (Translocatie → verwisseling van chromosoomfragmenten na breuken en foutieve lysis bij bv. kanker)
Het is belangrijk je goed te realiseren dat elke menselijke cel tenminste 1 meter DNA bevat…. Om een correcte en snelle replicatie en transcriptie toe te laten, zal dit op uiterst hoog niveau georganiseerd moeten worden, willen bovenstaande processen mogelijk worden. Organisatie is tot nu toe als volgt bekend:
· De dubbele helix van het DNA is gedraaid om bepaalde eiwitten tot vorming van chromatine.
(gebruik de bijlage hierbij
): op de tweede structuur staat het chromatine geïllustreerd, wat zo de pater-noster-structuur vormt (wat overeenkomt met de ‘beads on a string’). Deze beads vormen de nucleosomen → basiseenheid van het chromatine, bestaande uit:
· 146 basenparen DNA

· Eiwit, bestaande uit 8 histonen → kleine proteïnen die voor ongeveer 20% uit Arg en Lys bestaan (zie verder voor het belang hiervan; realiseer je wel dat ze dus positief geladen zijn en makkelijk interageren met DNA). Deze histonen kunnen een hand-shake structuur vormen; zie bijgevoegd artikel en bekijk de afbeelding van de nucleosoomvorming goed (extra bijgevoegd) voor de exacte vorming van het eiwitgedeelte van een nucleosoom. Let wel: de N-termini van de histonen steken uit de structuur; dit wordt later van cruciaal belang.
· Tussen twee opeenvolgende nucleosomen zitten ongeveer 50 basenparen DNA en het DNA wikkelt zich steeds 2 keer om een nucleosoom.
· De 30 nm solenoïde wordt dan gevormd doordat de nucleosomen precies in elkaar passen door hun wigvorm. Deze vorming is o.a. afhankelijk van histon H1. Op deze manier wordt alleen de buitenkant van het DNA beschikbaar voor allerlei DNA-bindende factoren.
· 300 nm fiber; hieronder ligt de grens tussen euchromatisch DNA (niet sterk gecondenseerd; onzichtbaar in de kern) en heterochromatisch DNA (zeer sterk gecondenseerd, ontoegankelijk voor allerlei DNA-bindende factoren.) Chromatine bestaat uit 10% constitutief eu- en 10% heterochromatine; dit laatste is met name aanwezig bij de telomeren en centromeren en bevat niet-coderend DNA (bv. repetitieve sequenties). Een voorbeeld van constitutief euchromatine zijn de housekeeping genes.
· 700 nm fiber; supersterk gecondenseerd (hetero)chomatine
Deze ingewikkelde structuur van DNA is niet alleen maar omdat het dan in elke cel past. De belangrijkste reden ontstaat wanneer bekend is dat de transcriptie-regeling van eukaryoten is gecorreleerd met de chromatine-structuur. Men kwam hier achter nadat het bestaan van de reuzenchromosomen was opgehelderd → (letterlijk: chromosomen met veel bandjes; doelend op de reuzenchromosomen). Deze kunnen ontstaan doordat het DNA wordt gerepliceerd en de homologe DNA-ketens naast elkaar blijven liggen, zonder dat de cel daadwerkelijk deelt; de cellen groeien dus enkel door volumetoename en DNA-replicatie; niet door een toename in hoeveelheid. Reuzenchromosomen bestaan dus uit vele honderden tot duizenden ongescheiden chromatiden, die allemaal chromomeren bevatten → de opeenvolging van de lichte en donkere banden. Deze banden gebruikt men om aan te geven waar genen op het chromosoom liggen → gene-mapping.
Men zag na onderzoek van deze polytene chromosomen in de tijd dat er puffs (tijdelijk) ontstonden → plaatsen waar actief RNA-polymerase II
 en nieuw gevormd RNA werd gevonden; dit duidde op het feit dat even ervoor heterochromatine werd omgezet naar euchromatine om zo tot transcriptie te kunnen komen. Let wel; hier wordt ook gesproken over transcriptiefactoren, alleen worden dit de specifieke transcriptiefactoren genoemd → transcriptiefactoren die zorgen voor chromatine-vorm-verandering zodat het doelwitgen beschikbaar wordt voor de vorming van een transcriptie-initiatiecomplex. Zo wordt het volledige proces gevoelig voor externe prikkels. 
Epigenetische controle

Ter herhaling uit het vorige: heterochromatine is te dens verpakt om de transcriptiemachinerie toe te laten en kan dus niet tot expressie komen → manier van epigenetische controle.
Het eerste voorbeeld hiervan is de x-chromosoominactivering. Het is duidelijk dat het 2x zoveel tot expressie komen van de x-chromosoomgebonden genen bij vrouwelijke individuen problematisch is, daar het feit dat mannelijke individuen toekomen met het 1 maal tot expressie brengen van diezelfde genen. Één x-chromosoom moet bij vrouwen dus geïnactiveerd worden tot vorming van een Barr-lichaampje
 → een zeer sterk gecondenseerd x-chromosoom. 

1. Deze inactivatie van slechts één chromosoom start vanuit het x-inactivatiecentrum (XIC) → een ‘centrum’ gelegen op het te inactiveren x-chromosoom van waaruit de inactivatie start. 
2. Dit centrum bevat o.a. één gen dat codeert voor een RNA (XIST-RNA
)wat niet tot translatie komt, maar een signaal vormt voor chromatine-condensatie. Dit verspreidt zich over het chromosoom in cis → blijft op slechts één chromosoom en zal niet overgaan naar het andere x-chromosoom. Door deze activatie treedt er in het andere x-chromosoom een inactivatie op van het XIST en blijft dat chromosoom actief.

3. Methylatie op de cytosines in de CpG-eilandjes (gebieden in het DNA die zeer rijk zijn aan de C- en G’s; de p duidt op de tussenliggende fosfaatgroep); dit wordt gewoon via replicatie doorgegeven, gezien het feit dat de DNA-methylasen het hemi-gemethyleerde DNA zien als een signaal om de cytosines in de nieuwe streng ook te methyleren. (Het signaal bestaat dus wel degelijk uit volledig (dubbelstrengs) gemethyleerd DNA.)
4. Het laatste signaal van inactivatie is het gebruik van de variant van histon H2A in de nucleosomen.
Een tweede voorbeeld vond men bij de drosophila (later ook bij de mens) → position effect variegation → een kleurpatroon veroorzaakt door een gen-inactivatie in sommige cellen door hun abnormale nevenschikking met heterochromatine. Dit wordt bv. geïllustreerd door het ADE-gen
; wanneer dit correct is, zal de drosophila-kolonie een witte kleur hebben (het wild-type). Een mutatie veroorzaakt een rode kleur. Men zag dat er geen 2 variaties voorkwamen, maar dat gemengd ook mogelijk was; er waren witte incisies ingetreden (zie cursus blz. 130). 
Deze mozaïekvorm werd niet verklaard door mutaties, maar door het verplaatsen van het gen naar de telomeren door transposons. Doordat ze nu dichtbij de telomeren zaten, zaten ze ook vlak bij de overgang eu- naar heterochromatine. Deze mengvorm ontstond nu wanneer het gen normaalgesproken in het heterochromatine zat en dus niet tot expressie kwam. In sommige cellen werd de grens eu- en heterochromatine echter teruggedrongen en kwam het gen wel tot expressie → er treedt genetische variatie op door positie van het gen. De biochemische achtergrond van dit proces is nog niet gekend, maar wel heeft men sequenties ontdekt die betrokken zijn bij de begrenzing van hetero- en euchromatine → insulators (sequenties). Deze bevinden zich zowel stroomopwaarts als -afwaarts van zeer veel genen.

Het derde voorbeeld wordt gevormd door imprinting →  situatie waarbij de expressie van allelen die afkomstig zijn van de vader en de moeder verschillend zijn; een proces waardoor een bepaald allel van een gen alleen tot expressie komt wanneer het van één specifieke ouder (vader of moeder) afkomstig is. Men zag dit al bij zeer jonge embryo’s. (Beschreven in bijgevoegd artikel). Dit leidde tot de conclusie dat mannelijke cellen al zeer vroeg in de ontwikkeling soms anders gemodificeerd worden dan vrouwelijke cellen. Dit imprinting-proces speelt dus een rol bij de vorming van een man en vrouw, evenals bij kanker. Men zag dat tumorsuppressorgenen op deze manier geïnactiveerd konden worden (via methylatiefouten).
Transcriptiefactoren.

Bovenstaande processen vereisen celdeling; daarom is een snelle reactie op een prikkel op die manieren totaal uitgesloten. Daarom bestaan er nog andere specifieke transcriptiefactoren die hun invloed uitoefenen op een enhancer. Deze transcriptiefactoren worden geactiveerd door posttranslationele modificatie of ligandbinding, alvorens ze kunnen binden aan een enhancer.
Enhancer → een DNA-sequentie waaraan clusters transcriptiefactoren kunnen binden om zo de transcriptieniveaus van genen op te drijven. Deze sequenties hebben een aantal standaard eigenschappen:

· Ze kunnen op grotere afstand de transcriptie van een gen beïnvloeden

· Ze werken oriëntatieonafhankelijk van de promotor
· Ze zijn modulair, ze bestaan uit modules → afzonderlijke motieven (palindromisch) werken ook nog zonder dat ze geassembleerd zijn in een enhancer. 

· In cis georiënteerd → ze hebben invloed op het chromosoom waar ze op liggen (cis-acting elements), terwijl de transcriptiefactoren trans-acting
 zijn. 

De specifieke transcriptiefactoren → proteïnen die de enhancer binden en daarmee de promotor-activiteit beïnvloeden, komen niet in elke cel voor. Daarom wordt de activiteit van een enhancer afhankelijk van het celtype dat men bestudeerd. Snelheid wordt dan bereikt door verschillende posttranslationele modificaties.
Deze transcriptiefactoren hebben een hoge affiniteit nodig voor bepaalde sequenties, maar moeten ook de transcriptie-initiatie beïnvloeden. Daarom worden deze functies onderverdeeld over verschillende domeinen: het DNA-bindend domein enerzijds en het transactivatiedomein anderzijds.

DNA-bindende domeinen

De daadwerkelijke interactie vindt plaats tussen de aminozuren van de transcriptiefactoren en de zijgroepen van de DNA-basen, die gestabiliseerd worden door een aantal minder selectieve interacties. 4 DBD’s worden besproken:

1. Helix-turn-helix → een structuur bestaande uit 2 helices, waarvan er één diep in de grote groeve van het DNA terecht kan komen en daar specifiek contact maken met basenparen, terwijl de tweede de eerste zal stabiliseren in de grote groeve door te interageren met de backbone. (Dimerisatie is mogelijk om de affiniteit te verhogen om zo de juiste DNA-elementen terug te vinden in het gehele genoom.)
2. De homeobox → een DNA-sequentie dat codeert voor een homeodomein. Dit homeodomein vormt 3 α-helices waarvan er één in de grote groeve past en daar kan interageren met basenparen, terwijl de andere twee de eerste helix stabiliseren. Deze ondergaan niet-specifieke interacties. Elke homeobox-transcriptiefactor heeft een specifieke herkenningssequentie die in enhancers van zijn doelwitgenen liggen. De expressie van deze genen leidt dan tot de vorming van een volledig (overeenkomstig) orgaan. Deze homeoboxen vormen een soort masterswitches; een typo schakelaar die de ontwikkeling van volledige onderdelen kan controleren. Uitermate opvallend was het feit dat deze genen op de chromosomen in de richting liggen die analoog is aan de richting kop-staart. Verplaatsing van deze genen betekent dat het orgaan dat zich oorspronkelijk op de juiste plaats ontwikkelde, nu op een andere plaats volledig ontstaat
. (Lees bijgevoegd artikel)
3. De zinkvingers → deze eiwitten vormen een grote variëteit in structuren. Basaal is de vorm gebaseerd op interactie tussen Cys en His op verschillende manieren:
a. Interactie tussen 4 Cys (2 links van de vinger en 2 rechts)
b. Tussen 2 His en 2 Cys
c. Tussen 4 His

Alle 3 de vormen interageren met een Zink-atoom, zodat ze in de ruimte gepositioneerd kunnen worden. De algemene structuur wordt gevormd door een α-helix die ook interageert met de grote groeve; stabilisatie vindt o.a. plaats door het Zn-atoom. Het is mogelijk dat bepaalde eiwitten meerdere Zn-vingers bevatten. Dit aantal kan oplopen tot zo’n 10 Zn-vingers. (In de cursus staat de androgeenreceptor + interacties weergegeven). De eerste Zn-vinger interageert met een bepaalde DNA-sequentie. De tweede staat vervolgens in voor eiwitdimerisatie, zodat een tweede DBD kan interageren met eenzelfde sequentie in de andere streng, mogelijk stroomop- of afwaarts van de 1e Zn-vinger. Doordat er gebruik wordt gemaakt van de palindroomsequentie, wordt de specificiteit sterk verhoogd (bekijk de afbeelding in de cursus en de berekening ter illustratie.)

4. Als laatste dan de Leucine-zipper → een proteïne dat een motief bevat gekenmerkt door het voorkomen van een Leu of Ile om de 7 aminozuurresidues. Omdat de ketens in α-helices zijn gevouwen, komen deze op exact dezelfde plaats voor in de helix, zodat dimerisatie via hydrofobe interacties kan plaatsvinden. Let wel: de α-helix is langer dan de zipper, zodat die kan interageren met de grote groeve in het DNA, zo ontstaat een soort wasknijperstructuur over het DNA. (Bekijk de figuur op blz. 137 in de cursus)
Let wel: dimerisatie is mogelijk tussen bv. verschillende leucine-zipper-domeinen (heterodimerisatie), maar gezien het feit dat elk domein zijn eigen herkenningssequentie heeft, wordt het aantal mogelijke combinaties van transcriptiefactoren en herkenningssequenties in de enhancers verhoogt. 
Enhanceosoom → een proteïnecomplex dat bindt aan de DNA-sequentie waardoor de transcriptie sterk wordt verhoogd. Dit proteïnecomplex bestaat uit verbonden transciptiefactoren (DBD’s)
De Trans-activatie en -repressiedomeinen

Transactivatiedomein → de domeinen van de transcriptiefactoren die instaan voor de activering van de transcriptie van nabijgelegen doelwitgenen.

Hun werking

1. Het is mogelijk dat deze componenten interageren met het transcriptie-initatiecomplex (vb. TBP), maar vaker gebeurt interactie onrechtstreeks via een mediator → een eiwitcomplex dat het pre-initiatiecomplex rekruteert en zo de link legt tussen het DBD en het transcriptie-proces. Uiteindelijk kan dan RNA-polymerase II naar de promotor gebracht worden

2. Andere activatiedomeinen vormen nu bindingsplaatsen voor zgn. co-activatoren → proteïnen die behoren tot grotere eiwitcomplexen en enzymatische activiteit hebben. Hierdoor kan de vorm van het chromatine worden veranderd.

a. (vb. coactivatoren) zijn het histonacetyltransferase en histon-methyltransferase. Deze enzymen kunnen specifiek de Lys en de Arg van de histonstaarten die uit de nucleosomen steken modificeren
. Deze kunnen dan interageren met het DNA via ladingsinteracties met als gevolg dat het chromatine een meer open structuur krijgt. (DNA kan nu minder sterk met de nucleosomen interageren)

b. Deze modificaties vormen een histoncode; verschillende combinaties (van modificatie) kunnen namelijk aanleiding geven tot een verschillende processing van het chromatine en DNA: verhoogde of verlaagde transcriptiesnelheid of regulatie van de grens tussen eu- en heterochromatine.
c. Chromatine-remodelling complexen binden dan vervolgens aan de histonstaarten en veroorzaken een verschuiving van de nucleosomen (via ATP-hydrolyse) zodat de TATA-box vrijkomt en een transcriptie-initiatiecomplex gevormd kan worden. Zo zal een geacetyleerd Lys herkend worden door een bromodomein, terwijl een gemethyleerd Lys herkend wordt door een chromodomein.

3. Het is mogelijk dat transcriptiefactoren binden en juist de transcriptie inhiberen. Deze binden corepressoren (‘mede-onderdrukkers’) die een deacetylase-activiteit hebben, zodat de histonstaartmodificatie wegvalt en de promotor afgeschermd blijft voor de CRC.

Let wel: zoals eerder is aangegeven, is snelheid bij deze processen van essentieel belang; zowel DNA-binding als transactivatie kunnen daarom gereguleerd worden via posttranslationele modificaties of via ligandbinding (voor de initiatie van het transcriptieproces), zodat er een hoge snelheid bereikt kan worden, en toch de hoge specificiteit behouden blijft.

De exacte volgorde is voor de duidelijkheid exact uiteengezet:

· Activatie van de transcriptiefactoren via ligandbinding of posttranslationele modificatie

· Deze transcriptiefactoren herkennen de enhancer

· De transcriptiefactoren recruteren co-activatoren → modificatie van de histonstaarten die in de buurt liggen van de enhancer → histoncode

· De code wordt herkend door de chromatine-remodelling-complexen

· De gebonden nucleosomen verschuiven en de TATA-box komt vrij voor binding van de general transcriptionfactors → vorming transcriptie-initiatiecomplex m.b.v. de mediator

Transcriptiefactoren in de DNA-technologie

Het eerste voorbeeld wordt gegeven via de nucleaire receptoren.
Nucleaire receptoren vormen een superfamilie van transcriptiefactoren, waarvan de meeste o.i.v. een hormoon een signaal naar het doelwitgen brengen. De structuur van alle NR’s is sterk overeenkomend, waarvan de DBD bestaat uit 2 zinkvingers. Het ligand-bindend domein is hier overeenkomstig aan het transcriptie-activatie domein. 
Hun werking is uiteraard sterk overeenkomstig aan bovenstaande (theoretische) uiteenzetting:

· Het hormoon wordt geproduceerd, afgegeven aan de bloedbaan en treedt de cel binnen

· Vervolgens kan het binden aan het ligand-bindend domein van de nucleaire receptor waardoor het een conformatieverandering ondergaat: een interactieoppervlak komt vrij voor co-activatoren.

· Vervolgens worden verschillende factoren gerekruteerd: histon acetyltransferasen (HAT) - chromatine-remodelling complexen en een mediator en/of TAFII  (TBP-Associated Factors afkomstig van TFIID). Dit heeft een drietal gevolgen:
· Modificatie van de histoncode

· Wijziging van de chromatine-structuur; TATA komt vrij

· Er wordt een transcriptie-initiatiecomplex afgezet op de promotor.

· Gekoppeld worden histon-deacetylasen geactiveerd die de histoncode terug op non-actief zet; dit betekent dat wanneer er nog steeds hormoon aanwezig is, het volledige proces vanaf 1 terug start, omdat de NR steeds zijn eigen onderdrukkende functie teniet moet doen.
Dit is echter een vrij simplistische weergave; men is er ondertussen achter dat er meer dan 150 proteïnen een rol spelen in deze nucleaire receptoren. De volgorde is nog niet volledig gekend. Het belang hiervan is duidelijk en vormen zo een belangrijk gebied van onderzoek voor farmacologen. Twee voorbeelden hiervan zijn Tamoxifen → medicijn bij borstkankerbehandeling; normale borstcellen staan namelijk onder controle van oestrogenen, en tamoxifen is hier de antagonist van: het werkt met name in op de borstklier of de borstkankercellen, maar laat de andere organen die op oestrogeen reageren redelijk met rust. De tweede toepassing wordt gevormd door de pil via zijn werking op de oestrogeen- en de progestageenreceptor.

Het tweede voorbeeld van toepassing is de dubbel-hybride techniek.
Dubbel-hybride techniek → een techniek waarmee men kan nagaan of twee eiwitten A en B met elkaar interageren (ook toegepast bij het onderzoek naar de NR’s). Hiervoor gebruikt men een transcriptiefactor waarvan men het DBD heeft losgekoppeld van het TAD (transcriptie-activatie-domein):

· Men koppelt eiwit A aan bv. DBD en B aan TAD of vice versa
· Men synthetiseert een gen met een promotor en een aantal bindingsplaatsen voor het DBD, maar moet bovendien coderen voor iets wat makkelijk meetbaar is als het tot expressie komt. (bv. luciferase of β-galactosidase)

· Nu kunnen er twee situaties optreden: A interageert wel of niet met B:

· Het DBD fusioneert met het ORF van het DNA

· B zit nu in de buurt van A en zal in het eerste geval binden. De TATA-box wordt positief beïnvloed en het reportergen komt tot transcriptie

· Wanneer er geen interactie op kan treden, zal A niet interageren met B en wordt er geen invloed uitgeoefend op de TATA-box, zodat er geen transcriptie-initatiecomplex gevormd kan worden en het reportergen niet tot expressie komt.

· De hoeveelheid tot expressie-gekomen reportergen vormt nu een maat van affiniteit van eiwit A voor B.

Addendum: Genexpressie-regulatie door microRNA’s
Nadat HUGO gecompleteerd was, zag men eerst in modelorganismen, en later ook in de mens, dat er zich in het cytoplasma kleine RNA-fragmenten bevonden van zo’n 21-22 nucleotiden lang. Deze RNA’s worden miRNA’s genoemd (micro-RNA) en zijn géén afbraakproducten van andere RNA’s, maar worden wel gesynthetiseerd door RNA-polymerase II. Men denkt nu dat er zo’n 1000 genen (vaak polycistronisch) coderen voor dit miRNA die 2 opvallende eigenschappen hebben:

1. Sommige genen (coderend voor miRNA) liggen in de introns van andere genen

2. Andere ontstaan uit intronsequenties van eiwitcoderende genen,  introns waarvan men dus eerst dacht dat ze geen informatie bevatten.

Dit miRNA hybridiseert met de 3’UTR van mRNA → UnTranslated Region van het mRNA; dit leidt tot inhibitie van de translatie:
· Één type miRNA kan hybridiseren met verschillende types mRNA

· De complementariteit tussen een miRNA en zijn mRNA hoeft niet volledig correct te zijn; complementariteit van 6 tot 7 5’mi-RNA’s is voldoende. Men denkt tot nu toe dat er zo’n 1000 menselijke genen op deze manier worden geregeld. (Naast de enhancers/promotoren- en epigenetische controlemechanismen)
Vorming van de miRNA’s gebeurd als volgt:

· Meestal worden miRNA’s geprocessed uit lange transcripten, waarbij één gen kan coderen voor meerdere miRNA’s. De hairpins uit deze transcripten worden eruit gehaald door specifieke dsRNasen
· Een enzymatisch Dicer-complex zal de hairpin verder knippen tot een dubbelstrengs RNA, waarbij één van de strengen wordt geïncorporeerd door het RISC → RNA-Induced Silencing Complex)

· Deze complexen associëren met het 3’UTR van het mRNA en worden getransporteerd naar de P-bodies. Hier bevinden zich geen ribosomen zodat het mRNA inactief blijft en dus het gen uiteindelijk niet tot expressie zal komen. Een voorbeeld van een celtype waarin veelvuldig gebruik wordt gemaakt van het miRNA zijn de neuronen: de proteïnen die in het puntje van de dendrieten aanwezig zijn plaatselijk worden getransleerd door het aanwezige mRNA. Om toch controle uit te kunnen oefenen op deze expressie worden de miRNA’s gebruikt. Bovendien lijken ze een belangrijke rol te spelen in de ontwikkeling van kanker.

RNAi (technologische toepassing miRNA)

Men gebruikt het feit dat korte RNA’s kunnen werken als inhibitor van eiwitexpressie:

1. Men brengt korte RNA-hairpins tot expressie, of rechtstreeks de 21 á 22 nucleotiden (dubbelstrengs!)

2. Men maakt hybridisatie mogelijk met slechts één van de strengen en mRNA (t.h.v. een ORF); dit wordt si-RNA genoemd (Short Interfering)

3. Dit si-RNA wordt door RISC geleid naar het mRNA en dit mRNA wordt dan afgebroken

Dit is in de praktijk getest met de androgeenreceptor (AR); een siRNA werd ontwikkeld tegen het mRNA dat codeert voor de AR. Toen dit tot expressie kwam, daalde inderdaad de concentratie AR mRNA en dus gekoppeld het AR-proteïne → de cellen ondergaan apoptose (kankerbehandeling!)
(Lichte variatie in begrip: sh-RNA → Short Hairpin RNA; RNA dat door dicer is geprocessed; veel goedkoper in productie en is bovendien stabieler dan siRNA) Men hoopt dit soort methoden verder te onderzoeken en zo allerlei methoden te kunnen ontwikkelen tegen bepaalde pathologieën, gezien het feit dat 1 mRNA een volledig proces kan lamleggen, bv. de ontstekingsreacties, ondanks het feit dat er meerdere genen bij zijn betrokken.
Hoofdstuk X. DNA-technologie (X)

In dit laatste hoofdstuk worden methoden besproken waarbij DNA wordt gemanipuleerd, wat een zeer uitgebreid toepassingsgebied heeft. Onderstaande volgorde houdt de volgorde van de eiwitexpressie aan.
Restrictie-enzymen

Bij eerder onderzoek was een groot probleem de gigantische lengte van het DNA en de basenrepetitiviteit. Het was praktisch onmogelijk om een bepaalde sequentie terug te vinden, laat staan een specifiek gen. Men kon het DNA wel breken, maar dit was volledig willekeurig (via endonucleasen die niet specifiek werken of via mechanische krachten). De oplossing heeft men vervolgens gevonden in bacteriën, waar men restrictie-enzymen had ontdekt; men zag namelijk dat DNA van bepaalde bacteriestammen kon worden opgenomen door bepaalde bacteriën; terwijl hetzelfde DNA in andere bacteriën ogenblikkelijk werd afgebroken → er moest een restrictie zijn op het ‘soort’ DNA dat tot transformatie kon leiden. Dit werd toen herleid naar de aanwezigheid van specifieke endonucleasen → enzymen die de fosfodïesterbinding non-specifiek hydrolyseren in de ruggengraat van het DNA, wat in het midden van een DNA-fragment gebeurd.

Dit vormt een belangrijk punt van onderscheid; de restrictie-enzymen zijn dus specifiek in hun knipplaatsen; deze specificiteit is mogelijkdoor:

· Aanwezigheid van korte palindromische sequenties (de restrictiesites) van 4 - 6 - 8 bp lang en knippen daartussen of in de omgeving van de sequenties.

· Ze ontwikkelen een specifiek knippatroon:

· Ze vormen blunt-end uiteinden → na het knippen ontstaan geen overhangende uiteinden
· 5’-overhangende uiteinden → de bovenste streng heeft een 5’ wat langer is dan de onderste (3’) kant
· 3’-overhangende uiteinden → exact omgekeerd van de 5’ overhangende uiteinden.
Het eigen DNA van bacteriën wordt hier wel niet door afgebroken, ondanks het feit dat dit ook restrictie-sites bevat. Dit komt omdat bacteriën ook nog een methylase hebben wat specifieke basen in de herkenningssites methyleert en zo onherkenbaar wordt voor eigen restrictie-enzymen.

Toepassingen zijn de volgende:
1. Het maken van een restrictiemap; hiermee kun je de relatieve positie van deze restrictieplaatsen in het fragment bepalen

2. Men kan via deze enzymen de DNA-moleculen op reproduceerbare wijze fragmenteren wat een sterke daling van de DNA-complexiteit teweegbrengt.

Hybridisatie

Deze techniek wordt gebruikt om één gen uit de ‘smeer’ van de gigantische hoeveelheid genen te halen. Dit wordt mogelijk door de eigenschap dat DNA gedenatureerd kan worden en andersom op basis van complementaire nucleïnezuren (dus ook RNA!)
Lokalisatie van het DNA-fragment gebeurt nu door het genomisch DNA te mengen met een probe → een kort DNA-fragment wat zeker kan hybridiseren met het gewilde DNA-fragment. Deze probe-sequentie kan men verkrijgen via mRNA of een proteïne o.i.d. Deze probe wordt vervolgens (radioactief) gemerkt zodat die zal oplichten in de agarosegel.
Na denaturatie van het genomisch DNA wordt de probe toegevoegd. Wanneer dan de temperatuur langzaam terug wordt gebracht zal het DNA terug hybridiseren, zij het met de originele DNA-streng of met de probe en het vereiste DNA-fragment is nu gevisualiseerd.
Dit wordt toegepast in FISH → Fluorescence In Situ Hybridisation; hierbij worden gecondenseerde chromosomen (afkomstig van cellen uit de metafase) gelyseerd en gefixeerd. Deze chromosomen worden vervolgens gelabeld met een fluorescente probe. Dit wordt gebruikt om translocatie-sites bij leukemie te lokaliseren.
Blotting

Een nadeel van de bovenstaande techniek is dat de agarosegel waarin het DNA gescheiden werd snel zal breken en vloeibaar wordt bij verwarming. Daarom is de southern-blotting techniek ontwikkeld. Centraal staat hierbij dat het DNA wordt overgebracht van de gel naar een nitrocellulose-membraan. Zorg er overigens wel voor dat je de tekeningen van de les kunt reproduceren (Boek blz. 147)
Een variant op de southern-blot is de northern-blot. Hierbij wordt geen DNA, maar RNA op het membraan geblot. De techniek is verder hetzelfde.
Men heeft dit ontwikkeld omdat genomisch DNA van elke cel hetzelfde is; dit is uiteraard niet het geval bij RNA; dit is pas aanwezig als het gen tot expressie is gekomen en is daarmee afhankelijk van het celtype. Hiermee kun je dus een tijdlink inbouwen. Bovendien kun je dus kijken welk gen actief is, of de lengte van een mRNA bepalen en als laatste, belangrijk kenmerk van deze techniek kan men zien of er überhaupt, en wanneer er alternatieve splicing optreedt.
Als laatste toepassing op dit niveau kan men ook nog DNA of RNA-pobe met mRNA hybridiseren op microscopische coupes → in situ hybridisatie. Men leert hieruit welk gen precies waar tot expressie komt, wat men niet kan met een northern-blot omdat het RNA-preparaat afkomstig is uit een heel orgaan en men dus niet weet welke cellen een specifiek gen tot expressie brengen. In situ-hybridisatie wordt dus vaak toegepast op embryo’s en kan men de genen die belangrijk zijn voor de embryonale ontwikkeling lokaliseren. Via northern-blot (op embryo’s) leert men dan in welke organen het gen tot expressie komt, hoe lang het mRNA is, óf en waar er alternatieve splicing optreedt en bovendien of er veranderingen in mRNA-concentratie in respons op een hormoon optreden.
Klonen van DNA-fragmenten

Het klonen van een ras met de intentie eigenschappen weg te selecteren wordt vaak gezien als de voorloper van de genetische manipulatie, maar waar ligt de grens? Bij de huidige genetische manipulatie worden een aantal grenzen verlegd, evenals de intersoortelijke grens, wat enkele ethische keuzes resp. problemen met zich meebrengt. Hier wordt dit echter niet verder besproken, maar wel over het klonen van genfragmenten of cDNA’s. De volgorde is analoog aan een standaard experiment.
Plasmiden.
Plasmiden → minichromosomen die bij sommige bacteriën worden teruggevonden als extrachromosomale, kleine, circulaire dubbelstrengs DNA’s. Dit plasmide is eveneens in het bezit van een ORI, zodat het ook kan worden doorgegeven aan beide nakomelingen. Bovendien moet het plasmide een selectieve merker bevatten → een gen dat codeert voor een bepaald voordeel voor de gastheer, omdat het plasmide anders te snel is weggeselecteerd. Meestal gebruikt men antibiotica-resistentiegenen die op één gen liggen.
Vervolgens wordt een multiple cloning site gecreëerd → een reeks restrictiesites naast elkaar, omdat je anders de plasmiden niet kunt gebruiken (synoniem aan polylinker). Zo kan men restrictiefragmenten van verschillende kloneringsprojecten in hetzelfde plasmide kloneren.
Transformatie en klonen van DNA, stel: fragment X.
Het plasmide wordt nu met een bepaald restrictie-enzym geknipt. Fragment X wordt met hetzelfde enzym geknipt en dit wordt gemengd. Per definitie zijn de overhangende uiteinden compatibel → hybridisatie is mogelijk, en dit zal plaatsvinden. DNA-ligase sluit de nicks. Wanneer je deze bacterie nu uitplaat op een bodem met een bepaald antibioticum, zullen de bacteriën die géén plasmide hebben opgenomen, worden uitgeselecteerd. De bacteriën die dat wel hebben gedaan blijven leven en zullen gaan delen. Al deze gevormde plasmiden krijgen hetzelfde fragment X → fragment X is gekloond. Hierin wordt het plasmide de vector
 genoemd en het DNA-fragment de insert. 
Dit levert toch een aantal problemen op: de kans dat een vector terug sluit i.p.v. te hybridiseren met de insert is groter; recirculatie kan voorkomen worden via:
1. Defosforylatie van de vector, omdat DNA-ligase een fosfaatgroep nodig heeft om op aan te kunnen grijpen. Deze fosfaatgroep is dan afkomstig van het insert, maar hierdoor treedt er een sterke daling op van efficiëntie van het ligase

2. Knippen met 2 verschillende restrictie-enzymen. Het insert moet wel met dezelfde enzymen geknipt zijn en bovendien is het niet altijd mogelijk.

3. Gebruik van LacZ (codeert voor β-galactosidase), en er vervolgens in knippen:

a. Wordt de insert geïntegreerd in de vector en is het LacZ-operon niet meer intact zal het dus ook niet tot expressie komen; de kolonie blijft wit van kleur.

b. Wordt de insert niet geïntegreerd, gaat het nog om een intact operon wat aanleiding geeft tot een blauwe kleur. 

Enzymatische bepaling DNA-sequentie.

Meestal wordt gestart met een restrictiemap, nu is zichtbaar gemaakt waar de restrictie-enzymen zullen knippen en hiermee kun je dus het DNA-fragment vergelijken. De volledige sequentie is echter nog onbekend → sequentie-analyse:

1. Enkele microgrammen plasmide (ong. 1 pmol → véél individuele DNA-plasmiden) denatureren, en daarna laten hybridiseren met de primer, waarvan de sequentie complementair is aan het 5’ van de insert. DNA-polymerase kan nu binden aan een vrij 3’OH.
2. Nog voordat de polymerisatiereactie start, wordt het mengsel verdeeld over 4 recipiënten, waarbij elk recipiënt afzonderlijk is vergiftigd met één specifiek type dideoxynucleoside-trifosfaten. Deze nucleotiden hebben geen vrij 3’OH, DNA-polymerase kan niet verder
. 
3. Als eindproduct ontstaat (in het geval van ddATP) een DNA-verzameling die aan het 5’ beginnen met dezelfde primer en aan het 3’ per definitie eindigen met een A, maar kunnen verschillen in lengte.

4. Deze fragmenten kun je scheiden via elektroforese; het kortste fragment van de 4 geeft aan welke van de 4 basen als eerste naast de primer van de sequentiereactie staat. Het tweede-kortste fragment geeft de volgende base etc. 

a. De eindproducten werden eerst gevisualiseerd via radioactiviteit, maar in verband met straling is de techniek aangepast tot…

b. Fluorescente groepen; dit kan voordelig werken bij automatisatie, omdat fluorescentie gedetecteerd kan worden via een apparaat (zie figuur blz. 153 cursus)

Een aantal punten:
· Het menselijk genoom is dus gekend op de repetitieve sequenties na, gezien hun grote hoeveelheid en de variatie tussen individuen.
· Verwerking van de DNA-gegevens (miljarden basenparen) en vergelijking met genomisch DNA van andere soorten is niet zo makkelijk en simpel als het lijkt.

· Mogelijkheid tot ontstaan van nieuwe wetenschappen:

· Genomix & functional genomix → wetenschappen die zich bezighouden met de lokalisatie en identificatie van (pseudo)genen, hoe de intron-exon structuur van de genen is, waar de repetitieve sequenties zitten, waar de genen tot expressie komen etc.

Het screenen van de genomische bank

Genomische bank → een verzameling plasmiden waarin men genomische restrictiefragmenten heeft gekloneerd. Men kan dit gebruiken bij de studie van een gen wat nog niet beschreven is, omdat kloneren van dat gen essentieel is. Om zo’n genomische bank te creëren wordt genomisch DNA geknipt met enzym A, en dit wordt bij een plasmide gevoegd wat met hetzelfde enzym A is geknipt. Dit zal hybridiseren etc. en na ligatie heeft men een genomische bank verkregen. Nadat deze bacteriën geselecteerd worden op aanwezigheid van het plasmide zullen ze kolonies vormen die de plasmiden hebben opgenomen waarin een genomisch restrictiefragment is gekloond. Een ideale bank bevat in alle kolonies samen alle restrictiefragmenten die het genoom samenstellen. 

Kolonie-hybridisatie
Het DNA uit de kolonies moet nu gehybridiseerd worden met een radioactieve probe, wat de bacteriën door deze radioactiviteit niet zullen doorstaan. Daarom wordt een afdruk van de kolonies gemaakt op membranen. Deze nieuwe kolonies worden gelyseerd en het plasmide-DNA komt op de membranen en wordt hier covalent aan gebonden. Vervolgens wordt de radioactieve probe toegevoegd die kan hybridiseren met het DNA. Het membraan wordt nu gewassen, zodat enkel de radioactieve, gehybridiseerde probes resteren. De plek op het filter kan nu worden vergeleken met de oorspronkelijke bacteriën en de plaatsen die zichtbaar zijn geworden op het membraan bezitten dus het gezochte gen. Deze kolonies kunnen worden opgegroeid en het DNA kan eruit worden geïsoleerd. Het gen is gekloneerd. (Gevisualiseerd in Lodish, blz. 368)
cDNA banken

Wanneer men niet zozeer het gen wil kennen, maar wel de sequentie van een eiwit, zal men eerst op zoek moeten (in het genoom) naar de grenzen tussen introns en exons etc. Het is dus makkelijk om het mature mRNA in sequentie te zetten, maar mRNA kan niet rechtstreeks gekloond worden → men maakt copy DNA (cDNA):
1. Het complete mRNA (bevat dus ook poly-A-staarten etc.) wordt gezuiverd en gehybridiseerd met oligo-dT
 in de kolommen. Dit oligo-dT gaat als primer dienen voor reverse-transcriptase. Dit geeft aanleiding tot een verzameling DNA-RNA-hybriden.

2. Vervolgens wordt RNA in deze hybriden afgebroken en vervangen door een tweede DNA streng m.b.v. DNA-polymerase; men heeft nu een verzameling dubbelstrengs DNA

3. De DNA’s worden blunt-end gemaakt, gekloond in plasmiden en getransformeerd naar bacteriën; het zijn deze bacteriën die de cDNA-bank genoemd worden en gebruikt worden voor een kolonie-hybridisatie zodat cDNA geïsoleerd kan worden dat zou kunnen coderen voor het eiwit. Hiervan is een korte aminozuurvolgorde gekend, en op basis daarvan wordt een oligonucleotide gemaakt (dus van de genetische code; vergeet wel de wobble-positie niet). Via enzymatische sequentiebepaling kun je de volledige mRNA-sequentie afleiden. 
4. Hierin wordt de ORF opgezocht, let wel: per DNA-molecuul zijn er 6 mogelijke leesramen.
Gene-array analyse
Gene-array analyse → een techniek die het mogelijk maakt om binnen één experiment uit te vogelen welke genen er allemaal in een bepaald weefsel tot expressie komen door gebruik te maken van alle cDNA’s die circuleren in de mens (deze zijn gekend). Deze afzonderlijke cDNA’s worden op een zeer specifiek rasterpunt op een draagglaasje gespot zodat op elke positie een specifiek cDNA zit. Deze array’s zijn reeds commercieel verkrijgbaar.

1. Men start met het afzuiveren van polyA-mRNA uit het weefsel, hier wordt complementair, fluorescent gelabeld DNA gemaakt (fl-cDNA)

2. Dit fl-cDNA wordt gehybridiseerd met de arrays en na hybridisatie wordt de mate van fluorescentie bepaald door een scanner.

3. Veel fluorescentie betekent veel cDNA (en dus veel mRNA) die kan hybridiseren met het gekende cDNA: in het weefsel komt het gen dat codeert voor dit mRNA zeer sterk tot expressie. (zie figuur 9-36 Lodish - geeft het resultaat van een experiment waarbij men op zoek ging naar genen in kankerweefsel die daar verhoogd tot expressie komen)

In silico screening
Door de grote gekende hoeveelheid cDNA’s en hoeveelheid genomen, is men dit in databanken gaan zetten. Daarnaast bestaan er databanken van expressed sequence tags (EST) → databanken waarin sequenties zijn opgeslagen die bestaan uit cDNA-clones afgeleid van één bepaald weefsel, of soms zelfs één conditie van één bepaald weefsel of celtype. Wanneer men nu een kort eiwitfragment in sequentie heeft gezet en het EST-kloon een ORF bevat wat codeert voor dit fragment, kan men de hele kloon simpelweg via de post ontvangen. (Synoniem: cloning by mail).
Polymerase chain reaction

De techniek staat al eerder uitgelegd, maar hier worden nog o.a. wat toepassingen gegeven:

· Op basis van partiële sequenties kan men DNA kloneren, enkel links en rechts moet een korte sequentie gekend zijn

· mRNA’s in zeer lage concentraties kunnen toch gedetecteerd worden omdat theoretisch 1 kopie voldoende is (na een reverse-transcriptie-stap)

· Diagnostische testen; DNA uit één cel is voldoende om PCR te kunnen uitvoeren, prenatale afwijkingen kunnen gedetecteerd worden, evenals virale of bacteriële infecties (HIV etc.)

· Forensisch gebruikt men de gevoeligheid, één cel is voldoende om specifieke DNA-fragmenten te amplificeren, maar hier rijst toch nog de vraag hoe men daders van een misdaad bijvoorbeeld kan identificeren, wetende dat DNA van niet-verwante mensen slechts 0,2% verschilt?
Juist deze verschillen gebruikt men, omdat deze zich o.a. in de lengte van de VNTR’s zitten; door het feit dat de mens diploïd is: de meeste mensen zijn heterozygoot voor een bepaald VNTR; één kopie van moeders kant, en de ander van de vaders kant. De lengte van deze VNTR’s verandert over generaties nauwelijks dus ieder persoon creëert een eigen combinatie VNTR’s die voor de helft overeenkomt met deze van zijn ouders. Men kan dus aan de hand van de combinaties/aantal VNTR’s een persoon detecteren uit een groep mensen. Voordelen zijn dat men niet meer toegewezen is op het voorkomen van restrictieplaatsen bij het kloneren van DNA-fragmenten; door restrictieplaatsen in te bouwen in primers wordt het PCR-product substraat voor de enzymen.
Bovendien kan men mutaties zelf induceren (mutagenese) → door in een van de primers een fout te induceren, zal deze fout terecht komen in het PCR-product. Na knippen met de juiste enzymen kan het fragment verder gekloond worden. 

Aanmaak van eiwitten met behulp van DNA-technologie

Het probleem met eiwitten is dat ze vaak in lage concentraties voorkomen, en bovendien moeilijk af te zuiveren zijn. Toch zijn ze uitermate bruikbaar als o.a. medicament, daarom probeert men ze tot expressie te brengen in makkelijk te kweken bacteriën. Als cDNA van een bepaald eiwit gekloond is, wordt dit mogelijk dankzij prokaryote expressievectoren:
· Men probeert een eukaryoot eiwit tot expressie te brengen in prokaryoten: men kloneert een Shine-Delgarnobox voor het ORF. Dit cDNA plaatst men achter een prokaryote promotor in een plasmide

· Bacterieel RNA-polymerase zal het gen tot transcriptie brengen en het RNA zal tot translatie komen

· Deze methode kan ook gebruikt worden om eiwitten aan te maken die niet voorkomen in de natuur door fragmenten van verschillende eiwitten aan elkaar te fusioneren. 

Expressie van eiwitten in eukaryote cellen
Wanneer eiwitten eerst nog gemodificeerd moeten worden alvorens ze actief zijn, kunnen ze beter tot expressie worden gebracht in eukaryote cellen. Het cDNA moet dus gekloond worden in eukaryote expressievectoren:

· Het cDNA bevat een sterke promotor met enhancers, gevolgd door een multiple-cloning-site, waarin het cDNA gekloneerd kan worden

· Deze vector wordt in cellen ingebracht via transfectie en door de sterke promotor zal het gen sterk tot expressie komen → overexpressie
· Deze aangemaakte proteïnen kunnen gebruikt worden als medicament of bestudeerd worden. Een typisch voorbeeld is het menselijk groeihormoon. Dit moest eerst uit hersenweefsel gezuiverd worden van dode mensen, met de nodige risico’s met zich meebrengend (Creutzfeld-Jacob). Dankzij bovenstaande systemen kan men het nu veilig in zowel eukaryote- als prokaryote cellen tot expressie brengen, wat bovendien een veel hogere opbrengst oplevert.
� De urine van baby’s met dit verschijnsel kleurt zwart door een ander pigment (alkapton) door een fout in de stofwisseling van tyrosine. De verkleuring zit eveneens in kraakbeen, trachea, ribben etc.


� Deze structuren moeten getekend kunnen worden!


� Bekijk hiervoor Lodish fig. 9-24 en 9-25.


� Chorea van Huntington is een erfelijke en ongeneeslijke neurologische aandoening en geleidelijk aan hersencellen in de hersenstam die essentieel is voor het doorgeven van informatie voor de hogere, meer complexe hersenprocessen. Het uit zich via een progressieve afname van verstandelijke functies en de coördinatie van de beweging.


� Vergeet niet dat alkylering op vele verschillende plaatsen op de basen kan plaatsvinden!


� snRNA → small nuclear RNA; deze kleine RNA-moleculen in de nucleus spelen o.a. een rol in de RNA-splicing en in het handhaven van de telomeersequenties.


� Consensus-sequentie → een sequentie in het DNA voorafgaand aan de promotor. Deze sequentie kan een controlemechanisme vormen voor de cel voor de hoeveelheid tot transcriptie-komende eiwitten door variatie in de sequentie.





� / → de splicingplaats en Py → pryimidine


� Opm. Het is cruciaal dat deze processen zeer snel plaatsvinden, gezien het feit dat wanneer de polypeptideconcentratie in het cytoplasma te hoog wordt, de eiwitten zullen neerslaan. Dit heeft meestal apoptose tot gevolg.


� Ubiquitine is een eiwit dat cruciaal is in elke cel, zowel prokaryoot als eukaryoot.


� Specifiek 7 aminozuren, omdat vanaf hier de peptideketen niet meer zal neerslaan in het cytoplasma op het moment dat het vrijkomt.


� Shock-toestand veroorzaakt door een bloeding


� Junk-DNA → Het DNA wat zich bevindt tussen de genen; de genen bestaan dan weer uit introns en exons.


� Let wel: de chromosomen waarop deze genen liggen hoeven niet per definitie homoloog te zijn!


� Let op: een hairpinstructuur gevolgd door een poly-U-staart vormt een terminatorsignaal en wordt de transcriptie afgebroken.


� Het specifieke bandenpatroon zichtbaar op vele specimens wordt veroorzaakt door de Giemsa-kleuring; na lysis en fixatie  kleurt deze kleurstof preferentieel de A-T rijke gebieden. (zie blz. 122)


� Op de bijlage is histon H1 niet aangegeven, dit histon associeert zich met de nucleosomen.


� Actief RNA-polymerase II wordt herkend aan de sterk gefosforyleerde C-terminus. Men kon dit visualiseren met antistoffen die alleen het gefosforyleerde CTD herkennen. (Dit gebied werd rood: puffs), MCB blz. 452


� Epigenetische controle → transcriptie-regulatie doorgegeven via de vorm van het chromatine, en niet via de DNA-sequentie (bv. tijdens de celdeling)


� Gebeurt dit niet, en heeft het mannelijk individu 2 actieve x-chromosomen, geeft dit aanleiding tot het klinefelter syndroom. (Milde mentale retardatie, gynecomastia, hypogonadisme en impotentie)


� XIST → X-Inactief Specifiek Transcript.


� ADE2-gen → eiwit dat zorgt voor de synthese van adenines.


� Transc-acting → de sequentie kan op hetzelfde chromosoom zitten, maar de activiteit verloopt dan via het afgeschreven RNA of een intermediair proteïne. Dit is niet het geval bij cis-acting.


� Vb. Het pax6-gen van de mens ingeplant bij een drosophila leverde inderdaad een facetoog op. Dit geeft de universaliteit aan van deze homeoboxen en zijn dus goed geconserveerd gebleven gedurende de evolutie.


� Deze modificatie berust op ladingverlies en op het groter worden van de aminozuurrestgroep.


� Dit in tegenstelling tot exonucleasen, die aan het eind van een DNA-fragment de binding verbreken.


� Vector → faag, plasmide of virus-DNA waarin ander DNA is gezet en bestemd is voor introductie in bacteriele- of andere cellen voor amplificatie (klonen) of genexpressie-studies


Insert → het DNA-fragment X; het te kloneren DNA ingevoegd in een vector.


� Vb. gebruik van ddATP (adenosine), bij polymerisatie wordt dus een dATP of een ddATP ingebouwd. In het tweede geval stopt de polymerisatie, en in het eerste geval kan de polymerisatie doorgaan totdat het polymerase een tweede T tegenkomt, en de kans bestaat om opnieuw een ddATP in te bouwen.(Structuren!)


� Een manier waarop mRNA gescheiden kan worden van tRNA en rRNA. mRNA bevat een poly-A-staart die zal hybridiseren met een oligo-dT (12-20 T’s) die gebonden is aan de matrix in de oligo-dT-kolom, zodat mRNA afgezuiverd kan worden van het overige RNA
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