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Polynukleotidy

— nukleotidy spojen¢ fosfodiesterovou vazbou

Oligonukleotidy < 50 nukleotidii
Polynukleotidy > 50 nukleotidi
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Primarni struktura

(symbolicky zapis)

NEEEECEN
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Zkraceny zapis: 5'-TCAAGCA-3" nebo
TCAAGCA




Typy nukleovych kyselin

DNA RNA
Pentosa: deoxyribosa ribosa
Baze: A,G,C.T A,G,C,U




DNA

DNA je nositelem geneticke informace
trojice bazi (triplet) v DNA koduje jednu
aminokyselinu

usek DNA nesouci informaci o syntéze jednoho
polypeptidoveho fetézce - strukturni gen

u eukaryontu je DNA organizovana v chromatinu
(chromosomech)

pirevazna Cast DNA v jadre, (mitochondrie =1%)




Velikost molekul

Molekuly DNA jsou nejvétsi kovalentni molekuly v organismu.

Velikost se udava pocCtem paru bazi (bp)

Organismus Pocet paru bazi (bp)
Borrelia burgdorferi (bakterie) 946 000
Escherichia coli (bakterie) 4 639 221
Saccharomyces cerevisiae (kvasinka) 12 070 521
Clovek 3 000 000 000

9




Bufo bufo 6 900 000 000 bp

8. Amoeba proteus 290 000 000 000 bp
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Velikost genomu vSak nekoresponduje s poctem genu

Druh Velikost genomu | PoCet genul
(bp)

Homo sapiens 3 000 000 000 (25 000

Drosophila melanogaster 120 000 000 13 600

Sacharomyces cerevisiae 12 000 000 6275

Escherichia coli 4 600 000 4 800

Arabidopsis thaliana 125 000 000 25000
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Struktura DNA

2 April 1953

Molecular Structure of Nucleic Acids

J. D. WATSON, F. H. C. CRICK

NATURE,VOL. 171, page 737, 1953
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Rosalind E. Franklin
1920-1958

o
-

Struktura DNA byla urCena pomoci metody rentgenové difrakce. VEtSina dat
byla naméfena Rosalindou Franklinovou.Watson a Crick je interpretovali a
zkombinovali s ostatnimi znamymi fakty.
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1962 Nobel Prize for Medicine

“...for their discoveries concerning the
molecular structure of nucleic acids and
its significance for information transfer in
living material . ..”

J.D. Watson F.H.C. Crick M_.H.F. Wilkins
(1928) (1916-2004) 1916-2004) 15




osa symetrie Sekundarni struktura DNA

nejcastéji dvouvlaknova, pravotociva
Sroubovice

fetézce usporadany kolem spolecné osy
vlakna maji opaCnou polaritu

vlakna jsou komplementarni

A=T, G = C (Chargaffovo pravidlo)

- , pom¢ér AAMP+dTMP / dGMP+dCMP
5-"konec 3'-konec charakteristicky pro kazdou DNA
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Fosfatové zbytky, ribosa
* tvori vnéjSi Cast Sroubovice

W

(,,pater*)
* hydrofilni charakter

* fosfatove zbytky maji pri
fyziologickém pH zaporny
naboj - vazou kationty z roztoku
nebo kladné nabité zbytky
proteinu
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Baze
e lezi uvnitf dvousroubovice

* jsou navzajem rovnobezne
(stohovani bazi)

» komplementarni baze se vazou
vodikovymi mustky

18




Parovani bazi - princip komplementarity

A=T
H 2 vodikové mustky
\N/H ------------ _O
N TN H—N ‘ CHs
‘ p PN
~
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3 vodikové mustky

guanin cytosin

pro parovani jsou vyznamne laktamové formy bazi
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Parovani bazi je neenzymova, spontanni
reakce

UmozZnuje parim bazi zauymout energeticky
nejvyhodnéjsi konformaci v ramcei dvojSroubovice

Vazba G = C je s1In¢jSi nez vazba A=T
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Nevazebné interakce ve
dvousroubovici

Pritazlivé:
» vodikove mustky mezi bazemi
e TI- Ttinterakce mezi bazemi

* hydrofobni interakce mezi
bazemi

Odpudive

* repulse mezi fosfaty
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formy DNA

¢ni

Konforma

bovice

taceni Srou

W

, smérem o

A4

1181 se hustotou zavitu, mirou hydratace
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Konformace = prostorove usporadani
biomakromolekuly do struktury, ktera je za danych
podminek nejvyhodné;si

Konformace DNA zavisi na
-nukleotidoveé sekvenci
- obsahu vody v prostiedi

- 1lontov¢ sile prostredi
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B-forma (nejb¢znéjsi, Watson, Crick)

* v bunkach a v roztoku za béZnych podminek

* pravotoCiva sroubovice, 10 bazi na 360°.

e pater”: deoxyribosa-fosfat

e baze smétuji dovnitt, kolmo na osu Sroubovice,

* spojeni vodikovymi vazbami

* na povrchu dvé ryhy - zlabky nestejné velikosti
(major, minor groove)
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Z1abky (groove) ve struktui-e DNA

Major
groove

Minor
groove
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Z1abky — misto vazby regulaénich molekul

Major groove Major groove

Vazba proteint
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Vazba malych molekul 28




A-forma

» ¢asteCnou dehydrataci B

* pravotoCiva Sroubovice, 11 bazi na otoCku, roviny
bazi vychyleny o 20°

* vyskytuje se u hybridnich DNA-RNA struktur,
nebo zdvojenych RNA struktur
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Z-forma

* levotocCiva Sroubovice

* 12 zbytku na zavit,

e . pater* zik-zak

* jediny hluboky zlabek

e vznik p11 vySsi 1ontove sile nebo methylaci
bazi (kontrola a regulace genové¢ exprese
methylaci)

* vyskytuje se vzdy pouze v urCitem useku
DNA

e tvorba Z-formy z B formy vede k rozvijeni
dvojitého helixu
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Minor Groove

Major Groove

B-DNA
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Protinadorové léky mohou ménit tvar DNA

H.N

3 >3I/CI Cis-platina
N\

HN Cl (cis-diammin-dichloroplatina (II))

3

Atomy chloru jsou nahrazeny dusiky bazi, 1¢k se vaze na DNA, méni
jeji prostorovou strukturu
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Interkalace

e ymezereni mezi
baze DNA

daunorubicin

Interkalace cytostatika (zelen¢) do dvojite Sroubovice DNA.
Struktura DNA je tim naruSena a dochazi k porucham prti
transkripci a replikaci. (napt. doxorubicin, daunorubicin —

protinadorove 1éky)
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Kruznicova DNA g: %

thﬂm

e viry, plasmidy, prokaryontni chromosomy,
chromosomy mitochondrii

 dvousroubovice a opacCna polarita retézcu
jsou zachovany, nejsou volné 3-a 5- OH
skupiny

e Casto superstaceni

* muze byt 1 jednovlaknova
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DNA je matrici pro

transkripci (piepis) replikaci
syntéza RNA synteza dcefinné molekuly
DNA

o g o r 4 *
matrici je templatovy
fetézec matrici jsou ob¢ vlakna

*7 hlediska transkripce se rozliSuje ve dvojitém helixu DNA fetézec
kodujici (pozitivni, nepiepisuje se) a templatovy (negativni —
prepisuje se)

35




Denaturace a renaturace DNA

* Dvouvlaknova DNA je nativni formou DNA
* Pfeména na jednovlaknovou formu - denaturace
* Denaturace probiha jen 1n vitro

« Zpétnad preména jednovlaknové DNA do dvouSroubovice -
renaturace
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Denaturace a renaturace DNA

37




Vlivy vyvolavajici denaturaci (tani)

* vysoka teplota (,,tani* vodikovych vazeb)

* nizka koncentrace soli (vétSi odpuzovani fosfatovych
zbytku)

e zm¢éna pH (,,tani* vodikovych mustku)

e dvouvlaknova DNA s vySSim obsahem G=C ma vysSsi
odolnost vuci denaturaci

Teplota tani T — teplota pi1 niz 50 % DNA je oddéleno
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Sledovani denaturace DNA

» konjugovan¢ pary v bazich DNA vyvolavaji
absorbanci roztoku pi1 260 nm

* absorbance jednovlaknové DNA je vySSi neZ
dvouvlaknovée (hyperchromni posun)

U

 denaturace DNA miuze byt sledovana na
zaklad€é méteni absorbance pi1 260 nm
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Renaturace

- pf1 pomalém odstranéni pfi¢in denaturace dojde k
obnoveni vodikovych mustku mezi bazemi, obnovi
se struktura dvousroubovice (anelace)

Hybridizace — spojeni ¢astecné nebo Uplné
komplementarnich fetézcu z ruznych molekul
DNA nebo RNA
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In vitro metody hybridizace DNA -
diagnostika genetickych chorob

PCR metody (polymerase chain reaction)

* selektivni amplifikace malych useku DNA

* vyuzivaji oligonukleotidove primery a specialni tepelné
odolnou DNA polymerazu (Taq polymeraza), ktera byla
1zolovana z termofilni bakterie Termus aquaticus

 opakovani tii déju - denaturace, hybridizace (anelace),
polymerace

* probiha v termocyklerech
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Velikost DNA x velikost bunky

Eukaryoticka bunka = 20 pum prumeér
jadro =510 pm
Lidska haploidni b. =23 chromosomi = 3 x 10° para bazi
1.3 x 108 parti bazi/ chromosom

1 par bazi v B form¢€ - 0.34 nm = 1chromosom = 5cm
23 chromosomu =115 cm

Diploidni b. = 46 chromosomu = 2 m délka !!!

??? Jak se DNA miiZe sméstnat do jadra ? 10~ m
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Vyssi struktury DNA

Eukaryontni bunka:

 chromatin - komplex DNA (40 %) a proteinti (60 %)

» zakladni jednotkou chromatinu je nukleosom
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Nukleosomy

oktamer
histonu

H4

histon
Hil

H2A,H2B,H3 a

StoCeni dvou zavitu dihelixu DNA (= 140
bazi) kolem oktameru histonu
zkraceni molekuly DNA na 1/3

spojovaci usek DNA (= 60 bazi -
,,volna DNA* - linker DNA)

i Histony:

vg i | bazické bilkoviny, vysoce
: konzervovana struktura

= 100AK, 25% Lys a Arg
Typy: H1, H2A, H2B, H3 a H4
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Struktura chromatinu— —-

chromatin

smycky
20 000-80 000 part bazi

Py chromatinove
g vlakno 30 nm
S (solenoid)
S g, ,,koralkova*
forma chromatinu
/ 10 nm
- = dvoufetézova
'_:::' o) DNA
(@)
o&nehistonové
° proteiny
oktamer
P& histonu

o A histon H],




Urovné kondenzace chromatinu

e dvousroubovice DNA obtocCena kolem nukleosomu -
,,Jkoralkova* forma

 zkondenzovane¢ nukleosomy - vlakno 30 nm

» kondenzace vlaken do smycCek (tyCinky 700 nm)

* Smycky (20 000-80 000 paru bazi)
jsou v jadre zakotveny k podplirné matrix

(nebazicke proteiny)
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Urovné struktury eukaryontni DNA -
souhrné

0 ) \

—

X
\é; (|

A

Dvousroubovice

DNA Smycky

Vlakno Vlakno chromatinu Chromozomy

v metafazi
10 nm 30 nm 300 nm
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Mira kondenzace DNA

Metafaze — maximalni kondenzace chromozomu, funkéné
inertni DNA

Interfaze* — funkéni, méné kondenzovana forma DNA
transkripcné aktivni euchromatin rozvolnén

heterochromatin zustava kondenzovan

*Interfaze — obdobi existence bunky mezi dvéma mitdozami (G1, S a G2
faze)
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Struktura chromatinu je regulovana
kovalentnimi modifikacemi histonu a DNA

*Acetylace lysinovych fetézcli v histonech —
destabilizuje strukturu chromatinu a podporuje
transkripci

*Methylace n¢kterych lysinovych fetézcu v histonech
- podporuje kondenzaci chromatinu

*Methylace argininovych a nékterych lysinovych
fetézcu — destabiluzuje strukturu chromatinu

*Fosforylace serinovych fetézct v histonech - ? Je
charakteristicka pro mitosu a meiosu

*Methylace cytosinu v DNA podporuje kondenzaci
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Eukaryontni jaderna DNA

DNA kodujici proteiny (~3%)
Negenova DNA
introny
regulacni sekvence
DNA kodujici t- a r-RNA, histony
opakujici se (repetitivni) DNA

*pseudogeny

*Pseudogeny — geny, které zmutovaly natolik, Ze nemohou byt piepisovany, > 20 51
tisic v genomu




Lidsky genom

~ 3.10° part bazi (23 chromosomu)
prumérny gen — 3 tisice nukleotidi
~20-25 000 genu

Rozmisténi gent v genomu neni rovnomerne

(chromosom 1 [13000 genti, chromosom Y[R30 genui)

Nejdelsi znamy gen (dystrophin) je 2,4 miliony nukleotidi

~ 97 % lidské DNA je negenova DNA
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Introny a exony v lidské DNA

Exony — useky DNA koédujici protein

Introny — nekodujici tseky DNA mezi exony, které jsou
pirepsany do mRNA a po t€ vystfizeny (junk DNA)

V lidském genomu se nachazi v prumeéru 8,8 exonu a 7,8
intronu na 1 gen (variabilni pro ruzné geny, 1-178 exont)

Primérna delka exonu 145 bp, introny podstatné delsi
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Tandemové zmnozené geny

Vicecetne kopie gent — zeyména pro pro rRNA (L200 kopii), 5S
DNA (L2000 kopii), histonové geny (20 kopii)

Jsou uskupeny v tandemech, preruseny nekodujicimi sekvencemi)

Genové rodiny

Skupina dvou nebo vice genu, podobnych, ale ne identickych,
lezicich obvykle blizko na chromosomu

Evolucné pochazeji z jediného genu
Typicky koduji strukturné a funkéné podobné¢ proteiny
Napf. rodina gent pro globiny

Rodina na chromosomu 16 obsahuje geny kodujici rizné verze a-globinu.
Rodina na chromosomu 11 obsahuje geny kodujici riizne verze B-globinu.

Ruzné verze globinovych gent jsou piepisovany v ruznych fazich
embryonalniho a fetalniho vyvoje.
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Repetitivni DNA

Opakujici se sekvence 2 — n€kolik tisic para bazi

Hlavné u eukaryontu

V zavislosti na druhu 3-80% DNA, lidsky genom 25-35%
Usporadany bud’ za sebou (tandemove = satelitni repetice)

nebo rozptyleny (roztrousené, rozptylen¢ - interdispersed)

Podrobngé;i viz téZ predméty Biologie, Genetika, Pat.Fyziologie
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Repetitivni DNA

Stiredné repetitivni sekvence (rozptylené)
Cca 10° kopii v haploidnim genomu
Nelezi v klusterech, jsou rozptyleny

Mohou byt piepisovany

Vysoce repetitivni sekvence (tandemové)

5-500 bp

LeZi v klusterech

Ptitomny v 1-10 milionech kopii haploidniho genomu

Transkripéné neaktivni, pritomny v centromerach a telomerech, maji
strukturni roli
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Rozptylené repetice - transposony

Vznikaji procesem transpozice — ,,preskoCeni segmentu DNA

na jin¢ misto v genomul.
*Transpozon = sekvence DNA, ktera se milize prfesunout z jednoho umisténi na
genomu do jin¢ho

* DNA transpozony

princip ,,cut and paste®, enzym transpozaza vyStépi transpozon, liguje
volné konce DNA, uvolnény komplex transpozon-transpozaza se vaze
jinde v genomu (gen pro transpozadzu lezi v centru transpozonu)

* Retrotranspozony

(45 % lidského genomu) princip ,,copy and paste* — pro skakani vyzaduji
bunééné RNA polymerazy (II nebo III). RNA kopie je reverzni
transkriptazou pfepsdna do DNA, ktera je vlozena v genomu na noveé
misto. Napt: SINE (short interspersed nuclear elements), LINE (long
interspersed nuclear elements)
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Rodina Alu sekvenci

Nejznaméjsi typ SINEs

Nachazi se v genomu vétSiny primati
NejrozsifenéjSi mobilni element v lidském genomu
=300 bp

az 500 000 kopi1i /genom

Kratke useky DNA ziskan¢ Stépenim Alu-restrikéni
endonukleazou (z Arthrobacter luteus)

=~10% celkove lidskée DNA
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Funkce transpozoniu ?

Zatim nezjisténa — junk DNA

Mobilita retrotranspozonu muze mit vyznam pro plasticitu
genomu, mohou t€z ovlivnit genovou expresi.

Inzerce transpozonu do blizkosti nebo uvniti genu muze
vyvolat mutaci

Objeveno nékolik genu piimo odvozenych z retrotranspozonu.

27077
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Tandemové repetice (satelity)

Satelity: repetice az stovek bp, periodicky se opakuyi
nachazi se v oblasti centromer a heterochromatinu

100 000-1000000 opakovani

Minisatelity: kratsi repetice, 100-100000 opakovani

nachazi se v okoli telomer

Mikrosatelity: 1-5 bp, opakovane cca 50-100x

(Casto jako AC repetice vyskytujici se 50 000-100 000 lokacich v

genomu) 60




Mechanismus expanze tendemovych repetic

e Nerovnomérny crossing-over

* Chyby pi1 syntéze DNA (klouzani DNA polymerazy)

Podrobnéji viz Biologie, Biochemie.
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Choroby spojené s expanzi mikrosatelitu
Expandované tripletové repetice se nachazi uvnitf genu nebo v jeho
blizkosti
Choroba vznika v dusledku nespravného poctu repetic

Napt.Huntingtonova choroba (neurologicke onemocnéni, demence s
poruchou motoriky)

V genu na 4. lidském chromozomu kodovana bilkovina huntingtin

V genu pro huntingtin je repetitivni sekvence (CAG)n, kterd koduje tsek
bilkoviny tvofeny zbytky glutaminu (polyglutaminovy usek, polyglutamine
tract). Za normalnich okolnosti se v bilkoviné€ nachdzi mén¢ nez 20
glutamint.

Pfi expanzi tripletd CAG se pocet glutamint zvysi nad 30 a vlastnosti
huntingtinu se podstatné¢ zméni.

Fridrichsova ataxie, myotonicka dystrofie ad. choroby
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DNA u prokaryontu

DNA je v cytoplazmé.

Jediny chromozom, nejsou histony

Dvouvliknova DNA je kruhova L

Dochazi k superstaCeni DNA

— interakce s HU a H-NS proteiny, polyaminy, RNA a
proteiny — nukleoid

Plasmidy — malé cirkularni chromosomy v bakteriich,
koduji urCitou vlastnost (neni pro danou buniku zcela
nezbytnd) — napft. rezistenci na antibiotika. Jsou
replikovany separatné od chromozomalni DNA.
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Mitochondrialni DNA (mtDNA)

*Mala cirkularni dvouretézcova DNA. Cca 1% celkové
DNA

+16569 bp (clovek)

*Typicky 1000-10000 kopii v jedné bunce (2-10 v jedne
mitochondri1)

*Koduje ¢ast mitochondrialnich proteinti a RNA
(ribosomalni a transferova RNA, 13 proteinu dychaciho
fetézce)

*Kromé regulacni oblasti D-loop zadné nekodujici
sekvence

*Geneticky kod se mirné lisi

UGA —Trp AGA,AGG - stop kodony
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Ribonukleove kyseliny

Ribosomalni / Transferové . Mediatorové

Malé stabilni RNA

Malé jadefhé RNA (snRNAs
- soucast snRNPs*) primery pro DNA replikaci
apod.

(* snurps — small nuclear

ribonucleoproteins), 65




Slozeni RNA
* cukerna slozka : ribosa
* baze: A,G,C,U
neni obsazen thymin

Casty vyskyt modifikovanych bazi
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Priklady modifikovanych nukleosidu

1-methyladenosin 5-methylcytidin
2-methyladenosin 3-methyluridin
7-methylguanosin 2’-O-methyluridin
InosIin 2’-O-methylcytidin
1-methylinosin 4-thiouridin
Né-(A%isopentenyl)adenosin pseudouridin

5,6-dihydrouridin
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Primarni struktura RNA

* sekvence nukleotidu je komplementarni k
templatovému fetézci DNA, ze které¢ho byla
prepsana

* sekvence nukleotidu je po zamén€ U za T
shodna se sekvenci kodujiciho fetézce DNA
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Stabilita DNA X RNA

Pritomnost OH v pozici 2¢ ribosy zvySuje reaktivitu molekuly

|

DNA chemicky je stabiln¢jSi nezZ RNA (napf.
zitedény NaOH rozklada RNA, DNA zistava
stabilni)

vyznam pro uchovani genetické informace v DNA
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Sekundarni struktura RNA

* molekuly jsou kratsi

» zpravidla jednovlaknove
pomer A/U # G/C

* vyskyt dihelikalnich struktur (stopky a
smycky)

 parovani: A-U, C-G (U-QG)- neperfektni
parovani
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Syntéza RNA

e vznik transkripci DNA
* vznikaji primarni transkripty — prekursorove RNA

e Uprava primarnich transkripta sestithem a dalSimi
modifikacemi
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Ribosomova RNA

e soucast ribosomu (komplexy proteinti a RNA)

* az 80 % celkové RNA

* 100-5000 nukleotidt, az 50 % helikalni struktury

e typy ribosomu u eukaryontu a prokaryontu jsou rozdilné
(k charakterizaci odliSnosti se pouziva hodnota
sedimentacniho koeficientu v jednotkach S)

Sedimentacni koeficient s — mira rychlosti sedimentace makromolekul v
centrifuga¢nim poli s intenzitou 10-°N. Hodnota zavisi na tvaru a velikosti
molekuly.

S — Svedbergova jednotka = 1013 s 72




Cytoplazmaticka rRNA u eukaryontu

Ribosom @ 80S
- Mensi
Vétsi podjednotka
podjednotka
T 408

608 j |
%183 RNA
5SSRNA i
x5 8 RNA + + proteiny
+ proteiny
¥28S RNA ™

* Pochazi z 45S RNA z jadérka
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Transferove RNA

* cytoplazma, ribosomy (mitochondrie)

* 10-15 % celkove RNA

e = 80 nukleotidu ( 7-15 % minoritni baze),

* vznik z prekurzorovych molekul, upravy nukleasami
 sedimentacni konstanta = 4S

e transportuji aminokyseliny na ribosomy

 kazda bunka ma nejmené 20 riznych tRNA
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Sekundarni a terciarni struktura tRNA

 tvorba smycek a rameének

ramenka jsou tvorena na zakladé€ sparovani
komplementdrnich sekvenci

* sparovana je asi polovina nukleotidu

* projekce sekundarni struktury pfipomina jetelovy
trojlistek

* terciarni struktura prostorove tvar L
vodikové mustky, interakce aromatickych jader
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10 a »

3"-konec,
akceptorova stopka

piipojeni AK esterovou vazbou k 3°-OH

5konec .
— ribosy
|
L
D-smycka AT L) T Q T-smycka
(dihydrouracil) O_J_J_LX\ \ (TWC)
o

- biln Vazba na povrch
Rozpoznani druhu t-RNA Varlevtbl ni -
pi1 syntéze aminoacyl-t- lm smycka

RNA lf.-f ' \ \
g/

antikodon
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Prostorove
usporadani tRNA

} Anticodon

77




Vazba AK na 3 '-konec transferové RNA

Il)_O—CHz 0
O-
Esterova vazba mezi - =iy, 0| OH
COOH aminokyseliny a R—€—Cy, | ™ 3 - konec t-RNA
, : NH2
37-OH ribosy

aminokyselina 8




Mediatorova RNA (informacni, messengerova)

*5-10 % RNA
e vysledek transkripce gentl — proménliva velikost
 kazd4 aminokyselina je kodovana tripletem bazi - kodon
* specialni kodony: AUG (pocatecni)
UAA, UAG,UGA (terminacni)

Rozdily mezi mRNA eukaryontt a prokaryontu
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Prokaryontni x eukaryontni mRNA

Typ RNA prokaryontni cukaryontni

Vznik piepisem DNA piepisem DNA

Misto vzniku cytoplasma jadro

Primarni transkript kone¢ny transkript | hn RNA

Charakter transkriptu | polycistronicka piepis jediného genu
Upravy nejsou capka, poly A, sestiih

| \

5— 13" 5'm’Gppp— T +—TA]3’

1 Kodujici oblast mRNA 50




Postranslac¢ni modifikace

O
I mRNA u eukaryontu
M i
X ~
NH2 N N 5 5
CH.—0 O—CHz
5’-konec : OH O O. baze
Capka: chrani RNA pred 5'- 0
endonukleasami
- rozpoznani mRNA pi1 a
proteosynteze o @
O baze

3"-konec : poly (A) sekvence
chrani RNA pred 3 -endonukleasami ?

phe
GpppNN [AJAAAOH

CH; cca 200 nukleotidt
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Upravy eukaryontni mRNA

o prekursorem mRNA je hnRNA (heterogenni jaderna
RNA) (M >107). Obsahuje transkripty intrond i exond.

e transkripty intront jsou v jadre vyStépeny- sestith
(excision), vystépené useky spojeny (splicing),

M, = 106
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Splicing je chemicka reakce

Transfosfoesterifikacni reakce

D R
. X 7
=P—0O" . B}
C|> OH O
Y 2’-OH adeninového |
nukleotidu v intronu Y
Retézec
RNA

Fosfodiesterova vazba je presunuta na jinou —OH skupinu.

Neprobiha hydrolyza, nedodava se energie.
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Mechanismus RNA-splicing

.........................................................

Adeninovy nukleotid

o

2’-OH skupina adeninového nukleotidu atakuje fosfat v pozici 5’ guaninového nukleotidu v misté spajeni a tvori
,laso® . Tim se prerusi fetézec na 3 'konci exonu 1, uvolni se 3’-OH konec a ten atakuje 5’-konec exonu 2

_'_ ( Z AG

Exon 1 Exon 2

mRNA vystiizeny intron
84
Katalyzovano komplexy RNA-proteiny= spliceosomy




Spliceosomy

Komplexy protein-RNA (small ribonucleine particles
(snRNPs - snurp)

5 typu—Ul, U2, U4, U5, U6
RNA 100-300 bazi (small nuclear RNAs —snRNAs)
40 typu proteinu

Dale potrebné proteiny nazyvané ,,splicing® faktory
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Upravy eukaryontni mRNA souhrnné

promotor Exon 1 Intron 1 Exon2 Intron2 Exon 3

PP e

hnRNA

Zrala
mRNA

transkripce
Stop polyA
l kodon gjong]

4 B

posttranskripcni Upravy

l Stop polyA

kodon

cap
| 77
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Malé RNA

» Mal¢ jaderné RNA (snRNA) — pusobi pfi zpracovani mRNA
a regulaci genti

* mikroRNA (miRNA) a mala interferujici RNA (siRNA) —
pusobi pii1 regulaci genove exprese (tlumi aktivitu genu)
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Micro RNA
(Nature — objev roku 2002)

Kratka jednovlaknova RNA 21-23 nukleotidi

Vznika transkripci z DNA ve formé pri-miRNA

Upravovana sestfihem na — pre-miRNA - miRNA

Reguluje genovou expresi

Odhaduje se, ze lidské bunky vytvareji asi pét stovek téchto kratkych miRNA.
Identifikovany asi dvé stovky gent, podle nichz se lidské mikroRNA tvofi.

miRNA se vaZze na mRNA, o vazb¢ rozhoduje mira komplemetarity

Pokud zbyvajici ¢ast nema plnou komplementaritu (obé molekuly RNA do sebe dokonale
nezapadaji), vytvari se doCasné spojeni. Messenger RNA za téchto podminek neni schopna zajistit
syntézu proteinu. Jakmile se mikroRNA od cilové sekvence mRNA zase odpoji, schopnost syntézy
proteinu se obnovi. Pokud je ale komplementarita mezi miRNA a cilovou sekvenci mRNA dokonala,
je nastartovana tzv. RNA interference.
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Small interfering RNA siRNA

Trida dvouretézové RNA o délce 20-25 nukleotidu

Je zapojena do drahy RN A-interference, ktera interferuje s
expresi specifickych genu
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Ribozymy — RNA s katalytickou funkci

Ne¢ktere typy RNA u nékterych prokaryonti maji enzymovou
aktivitu:

za pritomnosti volného nukleosidu mohou Stépit
fosfodiesterove vazby ve vlastni molekule (self-splicing).
Aternativni cesta sestfihu — je jen malo znamo o tom, kdy a
proC nahradi klasickou splicesomovou cestu.
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* 3’- OH skupina
guanosinu (pGgyy)
atakuje fosfodiesterovou
vazbu a uvoliiuje exon

na levé strané s volnou
3’-OH

 3’-OH atakuje druhou
fosfodiesterovou vazbu,
uvoliiyje intron a spojuje
dva exony

* intron je velky
polynuklotid a ma
trojrozmérnou strukturu,
kterd je podminkou
samostépent.
Predpoklada se, ze tato
terc. struktura poskytuje
vazebné misto pro G-
OH

cXon

PGy — guanosinovy
nukleotid nebo guanosin

(\\J vystfiZeny intron
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