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Transkrypcja przebiega inaczej niz sadzono

POLIMERAZA RNA II to enzym, ktéry podczas procesu transkrypcji przepisuje DNA na RNA.
Enzym ten transkrybuje geny do pre-mRNA, syntetyzuje réwniez snRNA i mate jaderkowe RNA.
Ostatnie badania dotyczace transkrypcji z udziatem POLIMERAZY RNA II wykazaty, ze mechanizm
terminacji elongacji, ktéry do tej pory wyjasniany byt udziatem egzonukleaz badZ zmiana konformacji
enzymu, w rzeczywistosci odbywa sie w catkiem inny sposob.
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Proces regulacji ekspresji gendéw wydaje sie by¢ jeszcze bardziej skomplikowany niz dotad sadzono.
Dzieki badaniom nad organizmami modelowymi oraz rzadkimi typami biataczek uczeni doszli do
wniosku, ze proces transkrypcji regulowany jest przez grupy czynnikdw, ktore charakterystyczne sa
dla okreslonych grup genéw. Eksperymentowanie z tymi czynnikami prowadzi do zmian ekspresji
powiazanych ze soba dzieki temu gendw. Juz wkrotce wyniki tych badan moga postawi¢ na gtowie
cala biotechnologie molekularna.

Polimerazy DNA sa enzymami katalizujacymi synteze DNA. W komorce pelnia istotna role np.
podczas replikacji. Substratami niezbednymi do dziatania polimeraz sa nukleotydy (w PCR: dNTP).
Synteza DNA odbywa sie na matrycy, ktora jest jednoniciowa czasteczka DNA. Synteza ta odbywa
sie od krétkiego, komplementarnego odcinka DNA zwanego starterem (okreslany tez jako primer).

DNA POLIMERAZA I - polimeraza Kornberga
Enzym ten otrzymano z E.coli. Jest to pojedynczy polipeptyd o masie czasteczkowej 109 kD

Aktywnosci Polimerazy Kornberga:

- synteza DNA od konca 5’ do 3’ - wymaga jednoniciowej matrycy oraz startera DNA lub RNA
- egzonukleaza 3’-5’ - degraduje jednoniciowy lub dwuniciowy DNA

- egzonukleaza 5’-3’- degraduje dwuniciowy DNA lub hybrydy DNA-RNA

Warunki reakgcji:

- pH - okoto 7,4

- niezbedna obecnos¢ jonéw magnezowych

- 10x stezony bufor o sktadzie: Tris-HCl, MgCl2, DTT, BSA

DNA Polimeraza I - fragment Klenowa

Enzym ten uzyskuje sie na dwa sposoby: poprzez proteolize polimerazy Kornberga subtilizyna lub
z rekombinantéw E.coli. Jest to pojedynczy polipeptyd o masie czasteczkowej 75 kD

Aktywnosci DNA Polimerazy I (fragment Klenowa):

- synteza DNA od konca 5’ do 3’ - wymaga jednoniciowej matrycy oraz primera DNA lub RNA
- egzonukleaza 3’-5’ - degraduje jednoniciowy lub dwuniciowy DNA

- brak aktywnosci egzonukleazy 5’-3’

Warunki reakcji:

- pH - okoto 7,4

- niezbedna obecno$¢ jonéw magnezowych

- reakcja w temperaturze pokojowej do 37 stopni C

- 10x stezony bufor o sktadzie: Tris-HCI, MgCl2, DTT, BSA

DNA Polimeraza I (fragment Klenowa) charakteryzuje sie tym, ze bardzo czesto dodaje jeden lub
wiecej nukleotydow do konica 3’.

Polimeraza Taq



Enzym ten uzyskano z bakterii Thermus aquaticus lub rekombinantéw E.coli. Charakterystyczna
wlasciwoscia tego enzymu jest termostabilnosc w zakresie temperatur 37-94 stopnie C.

Aktywnosci Polimerazy Taq:

- synteza DNA od konca 5’ do 3’ - wymaga jednoniciowej matrycy oraz startera DNA lub RNA
- egzonukleaza 3’-5’ - degraduje jednoniciowy lub dwuniciowy DNA

- brak aktywnosci egzonukleazy 5’-3’

Warunki reakgcji:

- pH - okoto 7,4

- niezbedna obecnos$¢ jonéw magnezowych
- optimum dziatania przy 80 stopniach C

Polimeraza Taq dodaje jedng adenine do konca 3’. Charakterystyczne jest rowniez to, ze enzym ten
popelnia duzo btedow.

Polimeraza faga T4

Enzym ten uzyskano z bakterii E. coli zakazonych fagiem T4 lub z rekombinantéw E. coli. Jest to
pojedynczy polipeptyd o masie czasteczkowej 114 kD

Aktywnosci Polimerazy faga T4:

- synteza DNA od konca 5’ do 3’ - wymaga jednoniciowej matrycy oraz startera DNA lub RNA

- egzonukleaza 3’-5" - degraduje jednoniciowy lub dwuniciowy DNA, wieksza aktywnosc dla nici
pojedynczej niz podwojnej

- brak aktywnosci egzonukleazy 5’-3’

Warunki reakcji:

- pH - okoto 8,0-9,0

- niezbedna obecnosé jonéw magnezowych (optymalnie 6 mM)

- optimum dziatania przy 37 stopniach C

- 10x stezony bufor o sktadzie: Tris-octan, octan magnezu, DTT, octan potasu, BSA.

Polimeraza faga T7

Enzym ten uzyskano z bakterii E. coli zakazonych fagiem T7. Jest to dimer ztozony z produktu genu 5
faga T7 o masie84 kD (aktywnosc polimerazy i egzonukleazy) i trioredoksyny E. coli o masiel2 kD
(wiazanie z matryca DNA).

Aktywnosci Polimerazy faga T4:

- synteza DNA od konca 5’ do 3’ - wymaga jednoniciowej matrycy oraz startera DNA lub RNA

- egzonukleaza 3’-5’ - degraduje jednoniciowy lub dwuniciowy DNA, aktywnosc 1000x wieksza niz
DNA Polimeraza I (fragment Klenowa)!

- brak aktywnosci egzonukleazy 5’-3’

Warunki reakgcji:

- pH - okoto 7,5

- niezbedna obecno$¢ jonéw magnezowych
- optimum dziatania przy 37 stopniach C



- 10x stezony bufor o sktadzie: Tris-HCI, MgCl2, DTT

Fot: http://www.e-biotechnologia.pl/Zrédto: http://www.e-biotechnologia.pl/, Transcriptional
Elongation Control Takes On New Dimensions as Researchers Find Gene Class-Specific Elongation
Factors
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