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Molekularni biologie pro informatiky

. Historie molekularni biologie. Nukleové kyseliny a proteiny
. Struktura genomu a geneticka informace

. Replikace genomu, reparace a rekombinace DNA

. Transkripce genomu

. Translace genomu

. Regulace genové exprese

. Molekularni mechanismy signalizace

. Molekularni struktura eukaryotické burky
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11. Molekularni podstata nadorovych onemocnéni

12. Metody molekularni biologie a zaklady genového inzenyrstvi



Molekularni biologie pro
informatiky - 1

Historie molekularni biologie
Nukleové kyseliny a proteiny



Ustfedni dogma molekularni biologie

Replikace DNA

(DNA = DNA)
DDA DNA
Transkripce Zpétna transkripce
(DNA => RNA) (RNA=>DNA)
M RNA Replikace RNA

(RNA=> RNA)

Translace
(RNA = protein)

O-0-0-0-0-0-0 Prrotein

Genom - soubor vSech genu a nekdédujicich sekvenci daného druhu

Genom
Genotyp

/

Genotyp - soubor veskeré dédicné informace jedince, geneticka konstituce

Fenotyp - soubor vSech dédi¢nych znakt organismu, projev genotypu

Epigenetika

Prostredi



Historie objevu genetické informace

1868 Johann Friedrich Meischer
Hrubé extrakty DNA

1919 Phoebus Aaron Theodor Levene
Tetranukleotidova hypotéza

1928 Frederick Griffith
Transformacni princip

1944 Oswald Avery, Colin Munro MacLeod, Maclyn McCarty
Transformacni princip je DNA

1952 Alfred Hershey, Martha Cowles Chase
DNA je nositelkou genetické informace

1953 James Dewey Watson, Francis Crick
Objasnéni struktury DNA

1956 Heinz Fraenkel-Conrat, Bea Singer
RNA jako nositelka genetické informace

1958 Matthew Meselson, Franklin Stahl
Semikonzervativni replikace DNA



Griffith - Transformacni princip (1928)

Streptococcus pneumoniae

S-kmen: smooth, kapsula dodavajici hladky vzhled
patogenni (zapal plic u ¢lovéka, smrt u mysi)

R-kmen: rough, bez kapsuly, drsny vzhled
mutantni, nepatogenni

heat treatment

heat treatment
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Avery, MacLeod, McCarty - Transformacni
princip je DNA (1944)
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Genetics, Second Edition © 2005 W.H. Freeman and Company



Hershey, Chase - DNA je nositelkou
genetické informace (1952)

Prazdny___

Hlava i

@ (kapsid) |

DNA \

D I Kréek A
Protein =
N ”
Bi¢ik =
Radioaktivni .
Fag { f ./protein kapsid
-
Bakterie —
Radioizotop L
siry \
35 .
S ./ ' —_— o=
(O |
Radioaktivni
i i DNA
¢
Radioizotop
fosforu l g

— ~ B

Kapsidy fagl zlstavaji na povrchu, geneticky
material jde do bakterie.

Vyuziti pokroku: mikrobiologie E. coli, izolace
fagl, radioizotopy.

Radioaktivita
v suspenzi
(proteiny faga)

Béhem infekce zustavaji
proteiny faga vné bakterialni
bunky, zatimco DNA faga
vstupuje do bunék.

WA §

Centrifugace

Pelet bakterii

Za prenos genetické
informace (i u virtl) je
zodpovédna DNA.

Radioaktivita
v peletu
(DNA faga)

Centrifugace

Pelet bakterii



Objasnéni struktury DNA

1952 - R. Franklin, rentgenova difrakcni analyza DNA Diffaction

Crystal

L W e
X-ray source / Y,
b Diffracted beams

1953 - J. D. Watson, F. Crick, trojrozmérny model struktury DNA
1962 - Nobelova cena, spolu s M. Wilkins

DNA je double helix

Baze vrstveny kolmo k ose
Vzdalenost mezi bazemi (0,34 nm)
Priimér Sroubovice (2 nm)

Pocet bazi na 1 otocku (10 bp)

2 nm



Fraenkel-Conrat, Singer - RNA jako nositelka
genetické informace (1956)

TMV - virus tabakové mozaiky

- molekula RNA obklopena kapsidem ze spiralovité

usporadanych molekul proteinu

Pro}ein A RNA A
o\ Protein B ‘,"/
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Typ A RNAA
Infekce
tabakovych listt
Protein B RNA B
"‘ Protein A
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Typ B RNAB

—

Potomstvo
typu A

Potomstvo
typu B

}...nukleova kyselina
iy

bilkovinny obal (kapsida)

Virové potomstvo je shodné
s typem, z kterého byla ziskana
RNA, nevykazuje znaky typu,
ze kterého byl ziskan protein.

RNA nese genetickou
informaci u TMV.



Meselson, Stahl - Semikonzervativni
replikace DNA (1958)

Semikonzervativni Konzervativni

Disperzivni
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Struktura nukleovych kyselin

5" konec

Primarni struktura ]

» struktura nukleotid( a jejich vzajemné spojeni
» poradi, sekvence nukleotidd v retézci

Sekundarni struktura

* stabilni trojrozmérna konfigurace

* vzdjemna poloha nukleotid(

* DNA - Sroubovice dvou retézct (Watson, Crick)

* RNA - Sroubovice dvou Useku téhoz retézce (vldsenka)

Terciarni struktura
* nadsroubovicové vinuti

Kvartérni struktura
e usporadani DNA do chromozomi @,
* struktura nukleozomu, chromatinu

Adenin

[ Cytosin




Primarni struktura nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou polymery, jejichz primarni struktura predstavuje vlakno nukleotid
navzajem spojenych fosfodiesterovou vazbou. Kazdy nukleotid se sklada z:

Pentdza HOCH, ~O~_ OH HOCH, ~O~_ OH Fosfat o}
: - ' : |
4 1 4 1
H H H H .
H :1 ; H H : I; H O=P-—0
3 2 3 2 |
oH [oH OH | H o)
Rib6za (RNA) Deoxyrib6za (DNA)

Dusikata baze DNA (A, G, C, T) RNA (A, G, C, U)

@) NH-> NH» O @)
H3C
N N X 3 NH
NH N 2" “NH NH
S rotCr O
NT N N NT N S No N o N" 0
Guanin Adenin Cytosin Tymin Uracil

Purinové Pyrimidinové




Primarni struktura nukleovych kyselin

Ribonukleotidy v RNA Deoxyribonukleotidy v DNA
Nukleosid = cukr + baze Nukleotid = nukleosid + fosfat
Volné nukleotidy ve formé trifosfatd  Nukleotidy zabudované v NK ve formé monofosfatl

Polarita retézce: 5" konec - fosfatova skupina na 5" uhliku pentdzy
3" konec - OH skupina na 3" uhliku pentdzy

5" konec /N NH
Fosfodiesterova ; < ‘
NH
vazba NH 2
Guanin
~ N 0
0] o] 0 v CH
Il Il Il | ,g ’
HO—P—-0O—-P—-C—-P—-0O N G ‘
I I I O] G, :
o o O O Tymin
B-N- glykosidova
OHOH vazba NH,

T
Nucleosid (cytidin)

T
Cytidin monofosfat (CMP)

Cytidin trifosfat (CTP)

OH 3" konec



Sekundarni struktura DNA

Sekundarni struktura DNA predstavuje trojrozmérnou
konfiguraci - zakladni Sroubovicovou strukturu, pro kterou

plati:

(1) dvousroubovice s cukr-fosfatovou kostrou vné
Sroubovice a bazemi poskladanymi uvnitf molekuly

(2) antiparalelni polynukleotidové fetézce s opacnou
polaritou

(3) komplementarita retézcl, parovani bazi (A-T, G-C),
Chargaffovo pravidlo

(4) primér dvousroubovice 2 nm

(5) vzdalenost mezi pary bazi 0,34 nm, na jednu otocku
dvousroubovice pripadad 10 bp, coz zabira vzdalenost
3,4 nm

(6) pritomnost vétsiho a mensiho zlabku

(7) pravotocivé dvousroubovicové vinuti

(8) retézce jsou vzajemné drzeny pohromadé dvéma typy

molekularnich interakci - vodikové vazby, vrstveni bazi

Osa dvousroubovice
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Sekundarni struktura DNA

Parovani bazi

spojeni dvou bazi opacnych retézcl prostrednictvim vodikovych vazeb
slabé vazby, pri kterych elektronegativni atomy (O, N) mezi sebou sdileji atom vodiku
umoznuje separaci retézci DNA béhem rlaznych procesq, Sifeni genetické informace

Watson-Crickovo: zakladni, uplatnéni v dsDNA, dsRNA, béhem replikace a transkripce
pravidlo komplementarity, specifita A-T, G-C (A-U v RNA)

N
IN N N
~H N
XN \ﬂ/ }" H 7]/ )
¢ |\ P o N N .0
N e (j \ Z HT Cytosin
N~ °N" N
Adenin "UL, H

Guanin

Chargaffova pravidla

v DNA je stejny pocet adeninovych a tyminovych zbytk(
v DNA je stejny pocet guaninovych a cytosinovych zbytkd
pomér purint a pyrimidinl se rovna jedna

A=T G=C A+G=C+T (A+G)/(C+T)=1



Sekundarni struktura DNA

Parovani bazi
e obracené Watson-Crickovo: uplatnéni v dvouretézcové DNA s paralelnimi retézci
A-T, C-C, G-G, A-A, T-T

* Hoogsteenovo: umoznuje vznik trojfetézcové a Ctyrretézcové DNA
T-A-T, C-G-C, A-A-T, G-G-C, C-G-A, A-T-A-T, G-C-G-C
G-G-G-G (G kvartet)

5-GGGTCCCCTGGGCCTGGGCGGGAGCGGGGAGGGG-3'

R 5
N N
X" “H-.___\..R
& Il ‘NZ N
N
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r. O s O— N
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H=—N H \ | /
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Sekundarni struktura DNA

Vrstveni bazi
* baze v DNA maji rovinny charakter, jsou umistény nad sebou a maji tendenci se vrstvit
e zpUsobeno interakcemi mezi aromatickymi molekulami

hydrofobni interakce - snaha vyloucit molekuly vody z prostoru mezi bazemi
van der Waalsovy interakce - splyvani oblasti vyskytu elektronl sousednich bazi

Hydrofobni interakce.

e vyznamné stabilizuje strukturu molekulu DNA
* nevyzaduje navaznost konkrétnich bazi (moznost rozmanité genetické informace)



Sekundarni struktura DNA

Pfesny trojrozmérny tvar DNA se muze liSit v zavislosti na okolnich podminkach a sekvenci DNA.
RozliSuji se tfi typy konformaci dsDNA - A, B, Z

B-DNA

* struktura popsana Watsonem a Crickem
* v prostredi s dostatkem vody a bez neobvyklych sekvenci
* nejrozsifenéjsi konformace v burikdch, nejstabilnéjsi pro ndhodné sekvence nukleotidd

A-DNA

e v prostredi se snizenym obsahem vody

* vzacna za fyziologickych podminek

Z-DNA

* lokalni obraty retézce DNA, klikatost a levotocCivost

Vé

* zafyziologickych podminek pf¥i specifickych sekvencich napt. stfidani GC

e uplatnéni pri rekombinaci, genové expresi, interakci informacnich molekul

A-DNA B-DNA Z-DNA
Vyzgdovane podminky 75% H,0 92% H,0 Strl.da.nl.purllnovych’
vzniku konformace pyrimidinovych bazi
Vinuti Pravotocivé Pravotocivé Levotocivé
Pocet bp na 1 zavit 11 10,5 12
Rotace mezi bp 32,7° 36° --- sk
Zvysenina bp 0,26 nm 0,34 nm 0,37 nm
Primeér 2,3 nm 2,0 nm 1,8 nm

Celkovy tvar Kratka a Siroka

Dlouhd a tenka

Podlouhla a tenka

A form B form Z form




Denaturace dvousroubovicové DNA

Denaturaci DNA se oznaCuje prechod dvousroubovicové struktury DNA v samostatné
polynukleotidoveé retézce.

Dochazi k ni vlivem napt. zvysené teploty, alkalickych podminek.

Denaturaci DNA provazi hyperchromni efekt, tj. dochazi ke zvyseni absorbance ultrafialového svétla.

Denaturacni krivka

e zavislost absorbance UV-svétla o vinové délce
260 nm na teploté roztoku dsDNA

e tvar sigmoidalni krivky

* T, ..teplota pfiniz zdenaturovalo 50 % dsDNA
molekul, teplota tani

Absorbance pfi 260 nm

* T, jelinedrné zavisla na procentudlnim obsahu
guaninu a cytosinu

« T_=69,3+0,41(GC)

Teplota roztoku DNA

m

Renaturace DNA - obnoveni pavodni dsDNA struktury z retézc(i uvolnénych denaturaci

Hybridizace DNA - spojovani ¢aste¢né/uplné komplementarnich fetézcl z rGznych dsDNA



Transferova RNA

Primarni struktura
e 74 -95 nuleotidd, 5°-CCA-3" sekvence na 3’ konci
* neobvyklé baze - vznik posttranskripéni modifikaci, nenahodné rozdéleni v sekvenci
- vliv na parovani bazi, pfesnost vazby aminokyselin a syntézy protein(

Sekundarni struktura
* tvar jetelového listu
e Ctyri ramena, variabilni smycka

Tercidlni struktura 3
’, , . . ° , . . v A)-OH

* vodikové vazby mezi nukleotidy riznych ramen a jejich smycek ®
C

O

gom:

Pseudouridin. ;
rameno Ak:::lteor:'gve ()70
5' ' s : Pseudouridinové
» Dihydrouridinové S rameno
@
1} pseudouridin Akceptorové 65

1 inozin rameno

i°A Né-izopentenyladenozin \(
T ribotymidin Dihydrouridin. '\
s‘u 4-thiouridin rameno
m!G  1-methylguanozin

DHU dihydrouridin smycka

Antikodonové
rameno

Antikodon

[ N

Antikodon



Specialni struktury v DNA a RNA

Nukleotidové sekvence
* jedinecné - v haploidnim genomu (molekule) se vyskytuji pouze jedenkrat
* repetitivni - v haploidnim genomu (molekule) se mnohonasobné opakuiji

Repetice

* jednotka repetice - opakovana sekvence

» délka repetice - pocet nukleotidd, které ji tvori

» cCetnost repetice - pocet jednotek dané repetice v haploidnim genomu (molekule)

1. Pfima: sekvence opakovanad ve stejném sméru na témze retézci DNA

5....ATGC.......... ATGC.....3’

2. Tandemova: prima repetice, u které se jednotka opakuje bezprostfedné za sebou
5-15% haploidniho genomu eukaryot, 20 - 200 bp, heterochromatin centromer

5....GATA/GATA/GATA/GATA.....3"

3. Obracena: sekvence opakovana na stejném nukleotidovém retézci ve své komplementarni podobé
jako palindrom se oznacuiji prilehlé obracené repetice

5....ATGC.......... GCAT.....3’ 5....ATGC/GCAT.....3"



Specialni struktury v DNA a RNA

3. Obracena: sparovanim na ssDNA mohou tvofit vlasenku, vlasenku se smyckou
sparovanim na dsDNA mohou tvofit kfizovou strukturu, krizovou strukturu se smyckou

e '
: TGCGATACTCATCGCA , s T S — 5 8
5 3 3 ACGCTATGAGCTAGCGT B g"‘..‘*
G M T i M
l g} % e
C T 5 % Foagle, | ?‘”&‘*
A®C ¢ ¢ st Ry
T A S — 1 T Ha"
é g [ — (_u_g_, 5
o é § 25 Bakterialni
% g ?\ g Ribonukleaza P
| 3
5' T M > 3 (Qg;

4. Dlouha koncova repetice: LTR sekvence, dlouha prima repetice na obou koncich téhoz DNA retézce
konce LTR sekvence jsou navzajem ve vztahu obracenych repetici

5°-ATGC......GCAT.....cccecvrrrrrrrrrrsnrsansaes ATGC......GCAT-3’
LTR LTR

5. Rozptylena: jednotlivé kopie se vyskytuji na rliznych mistech haploidniho genomu
kratké kolem 300 bp, dlouhé delSi nez 300 bp
Ohyb DNA

Dochazi k nému na rGznych mistech vlivem: vazby specifickych proteint
pritomnosti sekvence poly(dT)-poly(dA)



Tercialni struktura DNA

Escherichia coli Lidska bunka

DNA - 4,7 miliénQ bp DNA - 6 miliard bp
-délka 1,6 mm -délka 1,8 m
velikost bunky 3 um velikost jadra 6 um

Chromozomalni DNA existuje ve formé dlouhych molekul, které se musi vejit do mnohem
mensich bunék.

Tercidrni struktura DNA - organizace DNA vyssiho radu, ktera umoznuje umistit ji do
omezeného prostoru bunky.



Tercialni struktura DNA

NadsSroubovice (superhelix)
Vznika, kdyzZ je do dvousSroubovice DNA zavedeno dalsi vinuti

1. relaxovana DNA - dvousroubovice bez nadSroubovicového vinuti, stav s nejnizsi energii
2. zapornd nadsroubovice - vznik odvijenim fetézc(l, pravotociva nadsSroubovice
3. kladna nadsroubovice - vznik svinovanim retézcl, levotociva nadSoubovice

Predpoklad pevnych koncu
* kruZnicovd dsDNA - uzaviena kruznice bez volnych koncu ¢i zZlom{, relaxovana ¢i nadSroubovice
* linearni dsDNA - pripevnéna k substratu

- napr. eukaryotickda DNA v chromozomu vazana k proteinovému leseni

- oblasti relaxované DNA, solenoidnich smycek, nadSroubovice

zavity solenoidové relaxovana
nadsroubovice smycky oblast

4

proteinové leseni

b £52 Coil{;'
7
% :I—Supercml




Tercialni struktura DNA

Topoizomerazy
Pridavaji ¢i odstranuji zdvity v dsDNA docasnym zlomem fretézcl, obtocenim koncl kolem sebe a
naslednym spojenim zlomenych konc.

Typ |

* jednoretézcové zlomy, premistuji retézec pres zlom v druhém fetézci v ramci dvousroubovice

* odstranéni nadSroubovicovych zavitd, tvorba uzl( na ssDNA

Typ Il

* dvouretézcové zlomy, premistuji dsDNA pres zlomy obou fetézci v dsDNA

* odstranéni i pridani nadSroubovicovych zavit(, tvorba katenan( a uzl(i na dsDNA

dsDNA

a8

Topo | NI _

\ ss zlom provleceni fetézce uvolnéni

vazba k Topo | oprava zlomu Topo |
F
0 \ —_— —_—r
Tyr
pocet zavitl pocet zavitl
n n-1

VétsSina DNA v bunce ve formé zaporné nadsroubovice
* snazsi separace retézcl béhem replikace a transkripce
* shaleni do mensiho prostoru v burce



Kvartérni struktura DNA

Protein z leseni

Proteinové leseni
Solenoid )
A 4 \ \ «\ '
oy 20
' ¥

Yy 3 2
3 - &
=y Pt S it

| <= =~ | ——— DNA

9 53 I~ G Histony Nukleozom

&

1S ‘ ¢

Chromosom

Viz prednaska €. 2

Smycka chromatinu

DNA

Dvousroubovice DNA



Primarni struktura proteinu

Poradi standartnich aminokyselin v polypeptidovém retézci

Aminokyseliny (AK)

* uhlik a, na ktery se vaze vodik R—CH—COOH
karboxylova skupina |
aminoskupina NH,
postranni retézec

1. AK s nepolarnim zbytkem - hydrofobni
glycin (Gly, G), alanin (Ala, A), valin (Val, V), leucin (Leu, L), izoleucin (lle, 1),
fenylalanin (Phe, F), tryptofan (Trp, W), metionin (Met, M), prolin (Pro, P)

Gly Ala Val Leu 0 lle O
o}
i 5 HoN——CH—C——OH HN——CH—C——0H
H,N——CH—C——O0H
H,;N——CH—C——OH H,N——CH—C——OH
o o]

Phe I Trp I Met i e 9

H,;N——CH—C——OH HN——CH—C—0H HN— CH—C——OH “

C—OH

HN



Primarni struktura proteinu

2. AK s polarnim zbytkem - hydrofilni, vodikové vazby s molekulami vody
tyrozin (Tyr, Y), asparagin (Asn, N), glutamin (Gln, Q), serin (Ser, S), treonin (Thr, T), cystein (Cys, C)

0 (o} o}

Tyr I Asn I Gln I Ser o Thr 0 Cys o
H;N—CH—C—OH H;N——CH—C——0H

H,;N——CH—C——OH 2

3. AK s kyselym zbytkem - karboxylova skupina
kyselina asparagova (Asp, D), kyselina glutamova (Glu, E)

Asp ﬁ Glu

H,;N——CH—C——OH RN e—on



Primarni struktura proteinu

4. AK se zasaditym zbytkem - kladny naboj postranniho rfetézce 5. selenocystein
histidin (His, H), arginin (Arg, R), lyzin (Lys, K)

9 0
His °| Y, — - Lys I SeC

[ H;N——CH—C—OH
H,;N—CH—C——OH
H,N—CH—C——OH

Vznik primarni struktury proteint
* tvorba peptidové vazby mezi -NH, skupinou na uhliku a jedné aminokyseliny a -COOH skupinou

na uhliku a jiné aminokyseliny s vylou¢enim vody

H H
0 o) 0
N—C—C N=—c—¢c
H” I MoH H” | MoH H,N— CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C——O0H
H H
. | | |
; 8 - R . CHa CH(CHa), CH,SH
N [ | | 4 N-konec C-konec
N—C-{CENR—C —C
HY | NoH
H H
Ala-Val-Cys
Peptidova vazba Pl y




Primarni struktura proteinu

Chemické modifikace standardnich AK

1. fosforylace - pripojeni fosfatu k -OH skupiné Ser, Tyr, Thr
- fosfoproteiny, negativni naboj

2. acetylace - pfipojeni acetyloveé skupiny k -NH, skupiné Lys

3. metylace - pfipojeni metylové skupiny k Lys, His

C—OH H,N—CH—C—0H

HN

—~—OH

4-hydroxyprolin

4. glykozylace - pripojeni oligosacharidu nebo polysacharidu, glykoproteiny o=|c_CH3
- N-glykozidova vazba sacharidu k -NH, skupiné Asn, GIn, Trp acetyllyzin

- O-glykozidova vazba sacharidu k -OH skupiné Ser, Thr
5. hydroxylace - pripojeni hydroxylové skupiny k Pro, Lys

0}
0
9 H,N——CH—C——O0OH
H,N—— CH—C——OH
HN——CH—C——0H CHZOH
\' H
‘ H
OH HO
| HO H
o=—=P—0-
| I—CH3 L L
OH metylhistidin

. manozylserin
fosfoserin

Primarni struktura proteinl obsahuje veskerou informaci pro tvorbu
a vyjadreni jeho biologické funkce.

HN——CH—C——O0H

CH,OH

H
H
OH HO
HO H

H H

manozyltryptofan

vysSich struktur polypeptidu



Sekundarni struktura proteinu

Nekovalentni vazby proteint D=

* tvofi se mezi atomy ¢i skupinami atomd v ramci
jednoho polypeptidového retézce ¢i mezi retézci

* iontova vazba mezi -NH, a -COOH raznych AK " 2 7
* vodikova vazba mezi -CO a -NH skupinami dvou Y @u,, @
peptidovych vazeb - C:Hz TN
* vodikova vazba mezi -OH a -COOH rliznych AK cH, C:Hz
 vodikova vazba mezi -OH skupinou AK a -CO Py l [
skupinou peptidové vazby e cH, ci, (@S
. -y : HC | CH
* interakce polarnich skupin s vodou (hydratace) (d) a3 ’
’ . 7
* hydrofobni interakce HC S, T
CH CH,
1 1
|
CH,COOH
Disulfidova vazba - tvofi se mezi -SH skupinami U
cysteinu uvnitt jedné molekuly proteinu i

Tyto interakce spolu s rozloZzenim polarnich a nepolarnich AK v polypeptidovém fretézci ovliviuji
celkovy tvar a konformaci proteinu. Proces tvorby sekundarni a tercialni struktury proteinu se nazyva
sbalovani proteinu, ke kterému dochazi béhem syntézy proteinu na ribozomu.



Sekundarni struktura proteinu

a-Sroubovice (a-helix)

* stoCeny polypeptidovy retézec stabilizovany vodikovymi
vazbami mezi -CO a -NH skupinami dvou peptidovych
vazeb

* jeden zavit - 0,54 nm; 2 vodikové vazby; 3,6 AK

e primér-1nm

e délka kolem 10 AK

B-skladany list

* Useky o 5-10 AK polozeny vedle sebe a spojeny vodikovymi
vazbami mezi -CO a -NH skupinami dvou peptidovych
vazeb odlisnych usekd

a-Sroubovice B-skladany list

* Useky mohou byt orientovany : C‘HE“ <
- paralelné: smér od C-konce k N-konci poskladanych C”\"'f,cv‘i‘
Usekl je stejny $°“§'\'
- antiparalelné: smér od C-konce k N-konci usek je ,H—gc‘i’,. -
opacny C_@wi‘ _Ni~c~‘i\m_si-cf§sﬁﬁ?‘~-c-‘i\ﬁ



Tercidlni struktura proteinu

prostorové trojrozmérné usporadani polypeptidového retézce
vliv nekovalentnich vazeb mezi AK a disulfidickych mUstku
podle ni se proteiny déli na
- globularni: stridani Usekl a-Sroubovic a B-skladanych list(
kompaktni klubko kulovitého tvaru
- fibrilarni: prevazuji useky a-Sroubovic nebo B-sklddanych listd

B-otacka: misto ohybu polypeptidového fretézce v globularnich
proteinech, retézec zde tvori pevnou smycku vlivem vodikové vazby
mezi -CO skupinou prvni peptidové vazby a -NH skupinou treti
peptidové vazby; casty vyskyt Pro a Gly

Lysozym Keratin



Kvartérni struktura proteinu

* usporadani jednotlivych polypeptidovych fetézcl v molekule proteinu
* tyka se oligomernich protein(
* podjednotky (monomery) sloZzeny v dimery, trimery, tetramery;,...

H o R H o R H 0 R
L 3
AN TN TR B Tl T P N N TN P DNy é

] | I ] | i ] | i
R HHo Rs HHo £z ntlo

Disulfidicka

vazba Keratin

Kutikula

Mikrofibrila

Nekovaletni Makrofibrila
interakce

http://kriyasbeautyspa.blogspot.cz/2014/12/hair-structure.html http://sphweb.bumc.bu.edu/otlt/MPHodules/PH/PH709_BasicCellBiology/PH709_BasicCellBiology26.html



Struktura proteint

Proteinova doména

* Usek proteinu s urcitou primarni, sekundarni a tercialni strukturou, ktera mu v ramci proteinu
urcuje specifickou funkci

» zakladem funkce celého proteinu je vzajemné plisobeni jeho domén

CAP protein
* aktivuje expresi genu pro metabolismus laktdzy u E. coli
 CBD doména (N-konec) - vazba cAMP DBD doména (C-konec) - vazba k DNA

* vazba cAMP k doméné CBD vyvolava konformacéni zménu domény DBD a vazbu jejich a-Sroubovic
do velkého zlabku DNA

Inactive
DBD

Denaturace proteinl

* Uplnd nebo ¢aste¢nad ztrdta plvodni konformace proteinu (sekundarni a tercidlni struktury),
pficemz primarni struktura zUstava zachovédna

* vnejsi vlivy - vysoka teplota, kyselé Ci zasadité prostredi, koncentrovana mocovina

* denaturovany protein ztraci svoji biologickou funkci

* opakem je renaturace (obnova plvodni konformace)



Oligomerni proteiny a nadmolekularni struktury

Tvorba dimeri
* pokud ma monomer vazebné misto komplementarni k jinému mistu svého povrchu
* mohou slouzit jako podjednotky vétSich proteinovych komplexd

Tvorba filamenti
* vlaknité oligomery slozené z globularnich podjednotek
» vznik spirdl nebo prstenc(, napft. aktin

o O oo
o O O o oN
© o 0o @ 0 OS>
O ©
G-aktin Dimer Trimer e F-aktin ,‘2;? " F-aktin

Monomer

Tvorba plata a tubularnich struktur

* oligomery s plochou strukturou slozené
z globularnich podjednotek

* vznik tubull a vicestén :

* napf. virové kapsidy Kapsid

Virus tabakové mozaiky

Kapsid DNA

RNA

Adenovirus



Oligomerni proteiny a nadmolekularni struktury

Samosestavovani proteint

* spontanni seskupeni proteinovych monomer( a jejich spojeni nekovalentnimi interakcemi za vzniku
nadmolekularni proteinové struktury

* napt. virus tabakové mozaiky, ribozom

Molekularni chaperony

* usnadnuji sbalovani polypeptidovych retézcl a sestavovani monomerd do oligomeru

e Hsp70 vaze se na polypeptidovy retézec béhem jeho syntézy na ribozomu a brani nezadoucim
interakcim dokud nevznikne retézec cely

* Hsp60 tvori prostredi, ve kterém je polypeptidovy retézec izolovan od okolnich interakci a nabyva
spravnou konformaci

Vytvoieny 3
polypeptid CADD)
: / Shaleny » \
polypeptid Pfemisténi
k Hsp60
Casteéné slozeny
meziprodukt
3 mRNA

Sbaleny
polypeptid



Oligomerni proteiny a nadmolekularni struktury

Proteazom

* bunka disponuje proteolytickym systémem, pomoci kterého odstranuje nezadouci proteiny
* nezadouci protein - nedokoncena Ci poskozena proteinova struktura, Spatné sbaleny polypeptidovy
retézec, nadbytecny protein meénici svoji koncentraci vlivem stavu burky

* proteinovy komplex vyskytujici se v jadre i cytoplazmé eukaryotické burnky

* proteiny ur¢ené k degradaci jsou oznaceny ubikvitinem (Ub) pomoci ubikvitin ligdz (E1-E3)

* centralni ¢ast (20S proteazom) - poér ze Ctyr kruhl (o a B monomery), uvnitf umistény protedzy
* regulacni ¢ast - rozpozndani polyubikvitinovanych protein(, které sméfruje do centralniho pdéru
» vysledkem degradace jsou oligopeptidy, které jsou dale degradovany Ci vyuzity

19S regulacni cast —

Uzaviratelny
por
20S proteazmom —

Aktivni mista
proteaz

Uzaviratelny

19S regulacni ¢ast — )
por

26S proteazom



Biologické funkce proteinu

Enzymy
* urychluji chemické reakce a urcuji jejich smér a specifitu (vybér substratu)
 substratem se rozumi latka, ktera se vlivem enzymu méni
* aktivni misto - oblasti zodpovédné za vazbu substratu a katalyzu chemické reakce
- tvoreno az tercidlni strukturou proteinu
* alosterické enzymy maji navic alosterické misto, do kterého se vaze alostericky efektor. Ten svoji
vazbou vyvolda zménu konformace aktivniho mista a tim i zménu aktivity enzymu (inhibice/aktivace)

Substrat_ g
e By )
ZkFivené aktivni ; —— Substrat Aktivni misto Enzym Zkfivené aktivni misto y

‘ S
misto =P Aktivni misto ____ n \ N ~ \ /.\
'Y M Y - | - | - ,>
\ | & \ . ¢ 3 | A X ‘/.; \ \
\\\ y \ - \ ) \\77 ol ) . " & \ - » \ e D o
- - - a8 . g ‘3’ —

Alosterické Alostericky A|05t,e:lee Alostericky —<i
misto aktivator misto inhibitor
Alostericka aktivace Alostericka inhibice

Mezi dalsi funkce protein( patti: struktura burky, transport latek pres bunééné membrany, pohybové
mechanismy bunécénych struktur, regulace rlstu a diferenciace bunék, prenos specifickych signald v
ramci bunécné komunikace, receptory v membrané bunky, protilatky v imunitni obrané.

Zakladem funkce proteinu je schopnost rozpoznavani = proces specifického spojeni dvou biologickych
makromolekul nebo biologické makromolekuly s malou molekulou, které spociva v nekovalentnich
interakcich (predevsim vodikovych vazbach).



Vazebné interakce proteiny-DNA

Molekularni podstata rozpoznani DNA proteiny

* nejCastéji se vyuziva vazba a-helixu s vétsSim zlabkem na DNA (pfistupnéjsi, vice vazebnych mist)
* okolni oblasti napomahaji umisténi a-helixu do Zlabku

* bez korespondence specifickych sekvenci proteinu a DNA

1. vazby proteini s bazemi DNA - vodikové vazby mezi AK a bazemi, vodikové vazby zprostifedkované
molekulami vody, hydrofobni interakce
2. vazby proteint s patefi DNA - iontové inetrakce, vodikové vazby s kyslikem fofodiesterovych vazeb

* skupiny protein( se spoleénym motivem (kratky usek proteinu s typickou strukturou), pomoci
kterého se vazi na DNA

Proteiny s motivem helix-otacka-helix (HTH-jednotka)

* dva a-helixy (7 a 9 AK) mezi kterymi je jedna beta otacka (4 AK)
* H2 je rozpoznavaci, H1 ma upevnovaci funkci

« 4,8,10, 16, 18 hydrofobni AK

« 5-Ala, 9-Gly 8,

H1

12345617



Vazebné interakce proteiny-DNA

Proteiny s motivem homeodomén

proteiny kddované homeotickymi geny

HTH-jednotka s upevnovaci funkci

3. helix umistény ve vétsim zlabku DNA Transkripcn®

specifické sekvence Leu-Phe-Glu v 1. helixu doména
Trp-Phe-Lys ve 3. helixu

Homeodoména

Proteiny s motivem zinkovych prstl

3-9 tandemovych repetic 0 29-31 AK

sekvence drzena ve tvaru smycky iontem zinku, na ktery se vazi 2x Cys a 2x His

kazdy prst obsahuje antiparalelni B-skladani list a a-helix, ktery se vaze ve vétSim zlabku DNA

His a Arg rozeznavaji G v GC parech, vSechny tri prsty dohromady rozeznavaji sekvenci GCGTGGGCG
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Vazebné interakce proteiny-DNA

Proteiny s motivem leucinového zipu
e dva a-helixy (30 AK) s pravidelnym opakovanim Leu
* dimer s konformaci svinutého levotocivého helixu spojen hydrofobnimi interakcemi
* dalSi dva helixy jsou zasadité a vazi se na DNA 3 druhy interakci
- pozitivné nabité AK s negativnimi fosfaty patere na obou stranach velkého zlabku
- hydrofobni interakce, vodikové vazby
* vyskyt u transkripcnich faktor(, kdy dimerizace umoZiiuje tvorbu homo a heterodimer( riznych
transkripcnich faktor(

svinuté helixy

hydrofobni strana helixt

Na hydrofobni strané
leuciny spolu interaguji.

DNA




Zvidavé otazky

Jaka je nejvétsi vzdalenost fosfodiesterové kostry DNA od osy dvou Sroubovice u B-DNA?
Dopiste k zadanému vlaknu komplementarni vlakno, aby se obnovila dvousroubovice.

5CATTGAGTZ3

Procentualni zastoupeni cytozinu v molekule dvousroubovicové DNA je 40 %. Jaké je v
této molekule procentualni zastoupeni tyminu?

Které z téchto vztah( plati pro procentualni zastoupeni bazi v dvousroubovicové DNA:
(a)C+T=A+G (b) C/A=T/G

Jak se liSi nukleotid RNA od nukleotidu DNA?

Jaké purinové a pyrimidinové baze lze najit ve strukture RNA, DNA?

Které DNA baze jsou schopné mezi sebou tvofrit vodikové vazby (dle zakladniho Watson-
Crickova parovani bazi)?

Uvedte libovolnou sekvenci jednovlaknové DNA, ktera by mohla vytvofrit vlivem parovani
bazi vlasenku se smyckou.

Které aspekty ve strukture dvousroubovicové DNA pfrispivaji k stabilité jeji molekuly?






