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Nukleové Kyseliny
*Polymery s molekulovou hmotnosti 10® g/mol

*Polynukleotidy

Typy nukleovych Kyselin

DNA RNA

Pentosa: deoxyribosa ribosa
Baze: A,G,C,T A,G,C,U
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Pripojeni deoxynukleotidu dNMP pri elongaci retézce
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Primarni struktura

(symbolicky zapis)
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Zkraceny zapis: 5'-TCAAGCA-3" nebo
TCAAGCA




DNA

DNA poprve 1zolovana 1869 (Svycarsky I€kar Friedrich
Miescher, v hnisu izolovaném z 1ékatrskych bandazi)

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 prevazna ¢ast DNA v jadre, (mitochondrie ~1%),
DNA organizovana v chromatinu (chromosomech).

Jeden chromosom obsahuje 1 molekulu DNA
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Velikost molekul

* Molekuly DNA - nejvétsi kovalentni molekuly v organismu.
« Nejdel$i chromozom 1 u ¢lovéka - 15 cm (3.108 bazi)

* Velikost se udava pocCtem paru bazi (bp)

__Organismus Pocet paru bazi (bp)
Borrelia burgdorfer1 (bakterie) 946 000
Escherichia coli (bakterie) 4 639 221
Saccharomyces cerevisiae (kvasinka) 12 070 521

Clovék 3 000 000 000
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Bufo bufo 6 900 000 000 bp

8% Amoeba proteus 290 000 000 000 bp
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http://130.158.208.53/WWW/PDB/Images/Sarcodina/ap/intactcell.html

Velikost DNA vSak nekoresponduje s po¢tem gentu

Druh Velikost genomu | PoCet genti
(bp)

Homo sapiens 3 000 000 000 ~20 000

Drosophila melanogaster 120 000 000 13 600

Sacharomyces cerevisiae 12 000 000 6 275

Escherichia coli 4 600 000 4 800

Arabidopsis thaliana 125 000 000 27 000

Arabidopsis thaliana (Husenicek rolni) —
modelovy organismus v molekularni genetice

13




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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Cavendish
Laboratory in
Cambridge

1 Francis
Crick
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Rosalinda E. Franklin
1920—-1958

o
W

Struktura DNA byla ur¢ena pomoci metody rentgenovée 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) 17



osa symetrie Sekundarni struktura DNA

* nejcCastéji dvouvlaknova, pravotociva
Sroubovice

* Tetézce usporadany kolem spolecné osy

 vlakna maji opaCnou polaritu

 vlakna jsou komplementarni

 A=T, G =C (Chargaffovo pravidlo)

 pomér dAAMP+dTMP / dGMP+dCMP
charakteristicky pro kazdou DNA

5-"konec ~ 3'-konec

http://en.wikipedia.org/wiki/File:DNA _orbit_animated.gif 18



http://en.wikipedia.org/wiki/File:DNA_orbit_animated.gif

Chargaftfovo pravidlo

Ve vzorku dsDNA je 10% G. Jake je procento T?
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http://www.umass.edu/molvis/tutorials/dna/dnapairs.htm

1 4

Fosftatové zbytky, ribosa

" 4

tvori vn¢jsi Cast Sroubovice (,,pater®)

e hydrofilni charakter

» fosfatove zbytky maji pi1 fyziologickém pH
zaporny naboj - vazou kationty z roztoku nebo

kladn€ nabité postranni fetézce proteinil

Baze
lezi uvnitt dvousroubovice

* jsou navzajem rovnobézné (stohovani bazi)

» komplementarni baze se vazou vodikovymi
mustky

20



Parovani bazi - princip komplementarity

A=T

2 vodikové mustky
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guanin Cytosir

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

Umoznuje parim bazi zaujmout energeticky
nejvyhodné€jsi konformaci v rdmci dvojSroubovice

Vazba G = C je silnéjSi nez vazba A=T

DalSi moznosti parovani:

Hoogsteenovskée parovani

Wobble parovani - umoznuje usporné rozeznavani kodonu
pomoci tRNA molekul. Pf1 wobble parovani muze naprtiklad
guanin vytvaret vazbu s uracilem

Triplexové a kvadruplexové struktury
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Dalsi nevazebné interakce
ve dvousroubovici

Pritazliveé:
» vodikove mustky mezi bazemi
e 70 - 1t Interakce mezi bazemi

* hydrofobni interakce mezi
bazemi

Odpudive

* repulse mezi1 fosfaty
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formy DNA

¢ni

Konforma

taCeni Sroubovice

A4

, SIMerem o

1181 se hustotou zavitl,, 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 prostredi

- iontov¢ sile prostiedi
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Jina usporadani retézcu DNA

Hollidayiv spoj G-kvadruplex

Guanine

\
D

AG i ‘*"I\
AN R 4
. .3-‘ - ¥y .-:.’ ™
7 3y B
< %
s “
gy AR o
b POt
» 4 %
»
-

7
J
~Z
(

) \)
H R N

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23653208
http://www.bss.phy.cam.ac.uk/~jlh29/
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23653208
http://www.bss.phy.cam.ac.uk/~jlh29/

B-forma (nejb¢éznéjsi, Watson, Crick)

e v bunkach a v roztoku za béznych podminek

e pravotociva Sroubovice, 10 bazi na 360°.

« ,pater”’: deoxyribosa-fosfat

 baze sméfuji dovnitt, kolmo na osu Sroubovice,
e spojeni vodikovymi vazbami

 na povrchu dvé ryhy - zlabky nestejné velikosti

(major, minor groove)

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/81/ADN animation.gif 28
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8 1/ADN _animation.gif



Z1abky (groove) ve struktuie B-DNA

Major
groove

Minor
groove
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Z1abKky — misto vazby regula¢nich molekul

Major groove Major groove

Vazba proteinu

¢ — H N-H e _
N I \H k \ |c|)
\N/CN)\N_H ____________ _[\E? | '|‘|‘—| TN H—N/\‘TCH3
H ||‘| _________ ¢ M/ \l|\l N O/ ’Tl/
guanin cytosi H
thymin

Minor groove inor groove

Vazba malych molekul 30



A-forma

e CasteCnou dehydrataci B

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

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

* levotocCiva Sroubovice

* 12 zbytkll na zavit,

e pater* zik-zak

* jediny hluboky zlabek

* vznik pi1 vyssi 1ontove sile nebo methylaci bazi
(kontrola a regulace genove exprese methylaci)

* vyskytuje se vzdy pouze v uréitém useku DNA
e tvorba Z-formy z B formy vede k rozvijeni

dvojitého helixu (ma patrné roli pfi kontrole transkripce) ,



Minor Groove

Major Groove

B-DNA

L- liNA

33



f\f\f%’l/L

FJ
Kruznicova DNA g 23
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e viry, plasmidy, prokaryontni chromosomy,
chromosomy mitochondrii

 dvousSroubovice a opacna polarita retézcu

jsou zachovany, nejsou voln¢ 3-a 5°- OH
skupiny

3

3%
& Vo

e Casto superstaCeni

2

h
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x
,
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* muze byt 1 jednovlaknova
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Protinadorové 1éky mohou ménit tvar DNA

Cis-platina

U

I-H\I-> h— G (cis-diammin-dichloroplatina (II))
N

Atomy chloru jsou nahrazeny dusiky bazi, Iek se vaze na

DNA, méni jeji prostorovou strukturu. Dochazi k lomeni
fetézce, je zabranéno replikaci, nastava apoptoza.

O

\ / Novéji téZ karboplatina

H3/\

HsN
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//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/dd/Carboplatin-2D-skeletal.png

Pusobeni cis-platiny

CiSplatin

Injection

0 U8y 1“,..1-'"

Cigplatin

Guanine N7 paosition

\

4 ETN Replication inhibition
N -H—N G ,}-‘ Transcription inhibition
Call-cycle arrest
0:; hl DNA repar
H=5 Cell death

36
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Interkalace

e vmezereni mezi
baze DNA

Interkalujici molekuly
maji planarni charakter

Daunorubicin

Interkalace cytostatika do dvojité Sroubovice DNA.

Struktura DNA je tim naruSena a dochazi k porucham pfi transkripci a replikaci (napf.
doxorubicin, daunorubicin — protinadorové 1€ky)
TézZ barveni DNA (ethidium bromid).
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Denaturace a renaturace DNA

e Dvouvlaknova DNA je nativni formou DNA

e Pfeména na jednovlaknovou formu - denaturace

* Denaturace probiha jen in vitro

* Dochazi k preruseni vodikovych mistkli mezi bazemi

« Zpétna premeéna jednovldknové DNA do dvousSroubovice -
renaturace | |
7/ L
i ;;

-
=

7

o
/.)

-
t

/

vudy
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Vlivy vyvolavajici denaturaci (tani) =
vlivy vyvolavajici preruseni H-vazeb

*vysoka teplota
*nizka koncentrace soli (v€tSi odpuzovani fosfatovych zbytki)
 zmeéna pH

*dvouvlaknova DNA s vySSim obsahem G=C ma vyssi odolnost vici
denaturaci

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

 konjugované dvojné vazby v bazich DNA vyvolavaji absorbanci
roztoku pii 260 nm

« absorbance jednovlaknové DNA je vyssi nez dvouvlaknove
(hyperchromni posun)

U

 denaturace DNA muze byt sledovana na zadkladé méteni
absorbance pt1 260 nm

absorbance

A260 nm e

p!

60 7

Teplota tani T,

. — -

80

o

tC
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Renaturace

- pf1 pomalém odstranéni pri¢in denaturace dojde k
obnoveni vodikovych mustkil mezi bazemi, obnovi
se struktura dvousSroubovice (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 Gisekit DNA

* vyuzivaji oligonukleotidové primery a specidlni tepelné
odolnou DNA polymerazu (Taq polymeraza), ktera byla
izolovana z termofilni bakterie Termus aquaticus

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

e probiha v termocyklerech (viz prakticka cviceni z
Biologie)

42



Schéma PCR
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TR T e T .

43



DNA je matrici pro

transkripci (prepis)

replikaci

syntéza RNA

matrici je templatovy
fetézec

syntéza dcefinné molekuly
DNA

matrici jsou ob¢€ vlakna

44



Velikost DNA x velikost bunky

Eukaryoticka bunka = 20 um prumér
jadro =35 —10 um
Lidska haploidni b. = 23 chromosomu = 3 x 10° para bazi
1.3 x 10® part bazi/ chromosom

1 par bazi v B formé - 0.34 nm - Ichromosom = 5cm
23 chromosomu =115 cm ‘_

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

22? Jak se DNA miize sméstnat do jadra ?
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VysSsi struktury DNA

Eukaryontni bunka:

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

» zakladni jednotkou chromatinu je nukleosom
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Urovné struktury eukaryontni DNA

|
i

AR AT
Nuclear scaffold protein > )\ > Chromosomes
- l \\.. ]

a Nucleofilament |
(30 nm fiber) |

\’§ 0y N
SN

g Nucleosome "beads" &\
Nucleosome core (histones plus DNA) ‘

“ \ ‘ \\ \\ \/ \'“,,w, j . .

Naked DNA S e e Z
(all histones removed) | \ — - \

Histone H1 DNA

Nucleofilament is coiled and |
anchored to scaffold protein |
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Nukleosomy
StoCeni dvou zavitu dihelixu DNA (= 140

2,.0.0.000¢ 00094 bazi) kolem oktameru histonu
zkraceni molekuly DNA na 1/3

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

oktamer histonu

H2A,H2B,H3 a H4

Histony:

bazické bilkoviny, vysoce
konzervovana struktura

~100AK, 25% Lys a Arg

Kladn¢ nabité skupiny Lys a Arg
histon HI reaguji se zaporn& nabitymi
fosfaty

Typy: H1, H2A, H2B, H3 a H4




I'Jr()vn é kondenzace DN A Viz té7 prednaska 3 Biologie 1

» dvousroubovice DNA obtocena kolem nukleosomu - ,,koralkova‘* forma — vlakno
10 nm

*zkondenzované nukleosomy - vlakno 30 nm

*kondenzace vldken do smycek (tyCinky 250 nm)

« Smy¢ky (20 000-80 000 pért bazi)

jsou v jadie zakotveny k podplirné matrix (nebazické proteiny) 800 nm

http://www.hhmi.org/biointeractive/dna/DNAi_packaging vo2.html 49
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Viz té prednéska 3 Biologie |
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Mira kondenzace DNA

Metataze — maximalni kondenzace chromozomu, funkéné
inertni DNA

Interfaze — funkc¢ni, méné kondenzovana forma DNA
euchromatin - transkripéné aktivni, rozvolnén

heterochromatin - zustava kondenzovan

0,2-20um

Viz téz prednasky Biologie — napt. regulace genové exprese >




Struktura chromatinu je regulovana
kovalentnimi modifikacemi histonu a DNA

nasledkem je zména

*Acetylace lysinovych fetézcl v histonech —  __, prostorové struktury,
exe . . rozvolnéni
destabilizuje strukturu chromatinu a podporuje skomprimovangch koralki,

transkripci Methylace nékterych lysinovych fetézct ¢z zptistupni geny na
. . . . castecné rozpleteném

v histonech - podporuje kondenzaci chromatinu i,

*Methylace argininovych a nékterych lysinovych

fetézclu — destabilizuje strukturu chromatinu

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

*Methylace cytosinu v DNA podporuje kondenzaci

*http://www.blinkx.com/watch-video/chromatin-histones-and- o2

enigenetics/YkfOxIbloICbTUsiaclIrA



Priklad: modifikace histonu acetylaci a
deacetylaci

Histon-acetyltransferasa katalyzuje acetylaci lysinu
Tim je eliminovan kladny naboj na dusiku a zeslabena

interakce mezi histonem a negativné nabitou DNA
(fosfaty)

O
Lys—N-_! S —N_-l—Cm_l' H*

Histondeacetylasa obnovuje pozitivni ndboj na histonu a
zesiluje interakci mezi DNA a histonem
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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
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Lidsky genom

Lidsky jaderny genom (projekt HUGO = Human Genome
Organization, zahajeni 1990)

Prvni sdéleni 2001, zptesnéni 2004, 2006

human
genopme

Celera Genomics Mezinarodni
(Venter), 2001 Konsorcium, 2001
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Lidsky genom

~ 3.10° paru bazi (23 chromosomi)
prumérny gen — 30 tisic nukleotidi
~ 20 000 genu

Rozmisténi genu v genomu neni rovnomerne

(chromosom 1 ~ 3000 genii, chromosom Y~230 genul)

> 97 % lidske DNA je negenova DNA

56

Viz téZ prednasky Biologie



Organizace lidského genomu

exony Introny a
-1.5% regulacni
sekvence
~ 24%
repetitivni
Seok"e:";fe jedinedna
"“tzy“pi © nekoédujici
cca 59% DNA

~ 15%

o7




Lidsky genom dle funkce proteinu

unclassiied; 4061; 23 6%

isomerases; 94; 0,5%

receplors; 1076; 6,3%

storage proteins; 15; 0,1%

structural proteins; 280; 1,6%

surfactants; 15; 0,1% -

cell juncion proteins; 67; 0,4%~/
chaperones; 130; 0,8%

transcription faciors; 2067; 12,

I e =

ransier/camier proieins; 248; 1 4%
hydrolases; 454; 2,6%
defense/mmunily proieins; 107; O,6%
calkcium-binding proteins; 63; 0,4%
viral proteins; 7; 0,0%

exiracelular matrix proteins; 72; 0,4%
proteases; 476, 2,8%

/ /—cymsheletal proleins; 441; 2,6%
. /— transporters; 1098; 6,4%

ransmembrane recepior regulatoryi
/adapior proteins; 84; 0,5%

iransferases; 1512; 8 8%
oxikloreduciases; 550; 3,2%
lyases; 104; 0,6%

cell adhesion molecules; 93; 0,5%
gases; 260; 1,5%

nucleic ackd binding; 1466; 8,5%
signaling maolecules; 961; 5,6%
enzyme madulators; 857; 5,0%

http://en.wikipedia.org/wiki/Human_ genome 58


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6b/Human_genome_by_functions.svg

Introny a exony v lidske DNA

Exony — useky DNA koddujici protein — pouze 1,5%

Introny — nekodujici useky DNA mezi exony, které jsou
prepsany do mRNA a po té vystiizeny (junk DNA)

Lidsky genom - v pruméru 8,8 exonu a 7,8 intronti na 1 gen
(variabilni pro ruzn¢ geny, 1-178 exont)

Prumérna delka exonu 145 bp, introny podstatné delsi

Nejdelsi znamy gen (dystrofin) obsahuje 2,4 miliony
nukleotidu koduje protein obsahujici 3.685 aminokyselin.

Gen pro titin ma nejdelsi kodujici sekvenci (80 780 bp),
nejvetsi pocet exontl (64) a nejdelsi jednotlivy exon (17 106
bp)
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Pseudogeny
Pseudogeny - maktivni kopie kodujicich genu, vytvorenych
genovou duplikaci, které se staly maktivnimi v dusledku

naakumulovanych mutaci

V lidském genomu je velké mnozZstvi pseudogent, na nékterych
chromozomech je jejich pocet témer stejny jako funkénich genu

60



Tandemové zmnozené geny

Vicecetné kopie genu — zejména pro pro rRNA (~200
kopii), tRNA, histonove geny (20 kopii)

Jednotliveé kopie nasleduji jedna za druhou na urCitém
misté v genomu

Vyznam repetitivniho usporadani: vétsi produktivita
transkripce
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Repetitivni DNA
Opakujici se sekvence 2 — n€kolik tisic parti bazi
Hlavné u eukaryontu

V zavislosti na druhu 3-80% DNA

Tandemova repetitivni DNA:
makrosatelitni DNA,
minisatelity(10-60 nukleotid()
mikrosatelity (<10 nukleotidi),
telomericke repetice

Rozptylena repetitivni DNA (mobilni elementy v genomu):
SINES (short interspersed nuclear elements),
LINES (long interspersed nuclear elements) — zejména
Alu sekvence;

62
Podrobnéji viz téz predméty Biologie, Genetika, Pat.Fyziologie



DNA u prokaryontu

DNA je v cytoplazmé.

Jediny chromozom, nejsou histony 22
Dvouvldknova DNA je kruhova i
Dochazi k superstaCeni DNA

—interakce s HU a H-NS proteiny, polyaminy (spermin,
spermidin, putrescin, kadaverin), RNA a proteiny —
nukleoid

Plasmidy — malé cirkularni chromosomy v bakteriich,
koduji urcitou vlastnost (neni pro danou bunku zcela
nezbytnd) — napf. rezistenci na antibiotika. Jsou
replikovany separatn€ od chromozomalni DNA.
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Mitochondrialni DNA (mtDNA)

*Mala cirkularni dvouretézcova DNA.
e Cca 1% celkové DNA
*16569 bp (¢lovek)

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

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

*Kromé regulacni oblasti D-loop zadné nekddujici
sekvence

*Geneticky kod se mirné 1181

UGA —Trp AGA,AGG — stop kodony
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Ribonukleové Kyseliny

Ribosomalni / Transferové Mediatorove

Malé RNA
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Slozeni RNA

* cukerna slozka : ribosa
e baze: A,G,C,U
neni obsazen thymin
Casty vyskyt modifikovanych bazi

pomeér mezi purinovymi a pyrimidinovymi
bazemi je rozmanity
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Priklady modifikovanych nukleosidu

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

5,6-dihydrouridin
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Primarni struktura RNA

* sekvence nukleotidu je komplementarni k
templatovemu retézc1 DNA, ze kter¢ho byla
prepsana

* sekvence nukleotidu je po zdaméné U za T
shodna se sekvenci kodujiciho retézce DNA
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Stabilita DNA X RNA

Pritomnost OH v pozici 2¢ ribosy zvySuje reaktivitu molekuly

!

DNA chemicky je stabilnéjsi nez RNA (napf.
ziredény NaOH rozkladda RNA, DNA zustava
stabilni)

vyznam pro uchovani geneticke informace v DNA
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Sekundarni struktura RNA

* molekuly jsou kratsi
» pritomnost —OH na 3 —C brani tvorbé stabilnich double-
helixt
» zpravidla jednovlaknové
pomeér A/U = G/C
* vyskyt dihelikalnich struktur (stopky a smycky)
e parovani: A-U, C-G (U-G)- neperfektni parovani

Terciarni struktura RNA

* prostorove usporadani molekul RNA

 vzajemna interakce mezi riznymi ¢astmi molekuly — vodikové
vazby, van der Waalsovy sily

e interakce s proteiny
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Syntéza RNA

* vznik transkripci DNA
* vznikaji primarni transkripty — prekursorove RNA

e Uprava primarnich transkriptu sestithem a dalSimi
modifikacemi
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Ribosomova RNA

* soucast ribosomil (komplexy proteintt a RNA)

* 2/3 hmotnosti tvoii RNA

* az 80 % celkové RNA

* 100-5000 nukleotidu, az 50 % helikalni struktury

* typy ribosomu u eukaryontu a prokaryontu jsou rozdilné
(k charakterizaci odliSnosti se pouziva hodnota

sedimenta¢niho 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 (viz t€z biofyzika)

S — Svedbergova jednotka = 10-13s




16 S RNA
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Cytoplazmaticka rRNA u eukaryontu

Ribosom @ 380S
- Mensi
Vetsi podjednotka
podjednotka
DO 408

60S ‘ ‘
sSSRNA TV A0 18SRNA
58S RNA % + proteiny

+ proteiny

28S RNA ™ F



Transferové RNA

* cytoplazma, ribosomy (mitochondrie)

* 10-15 % celkove RNA

 ~ 80 nukleotidu ( 7-15 % minoritni baze),

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

e transportuji aminokyseliny na ribosomy

* kazda bunka ma nejméné 20 ruznych tRNA
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Sekundarni a terciarni struktura tRNA

 tvorba smycek a ramének

ramenka jsou tvorena na zaklade sparovani
komplementarnich sekvenci

* sparovana je asi polovina nukleotidi

* projekce sekundarni struktury pripomina jetelovy
trojlistek

e terciarni struktura prostorove tvar L
vodikové mustky, interakce aromatickych jader
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SEI{undél‘ni struktura RNA 3’-konec(neni sparovan),

i akceptorova stopka
&
¥  pripojeni AK esterovou vazbou k 3"-OH
T— ribosy
< o L . T-smycka
D-smycka "‘wﬁ] - | ! HEi/j y
(dihydrouracil) g N Yt (TYO)
—* Variabilni Vazba na povrch
Rozpoznani druhu t-RNA — y ribosomu
pfi syntéze aminoacyl-t- i
RNA [,;P" \
antikodon
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Prostorové usporadani tRNA

Parovani bazi mezi
T- and D-smycCkou

Akceptorova stopka

antikodon
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Vazba AK na 3 '-konec transferové RNA

tRNA (akceptorova stopka)

|
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Esterova vazba mezi -

COOH aminokyseliny a 3°-
OH ribosy 79



Mediatorova RNA (informacni, messengerova)

*5-10 % RNA
» vysledek transkripce genti — proménliva velikost
 kazda aminokyselina je kddovana tripletem bazi - kodon
» specialni kodony: AUG (pocatecni)
UAA, UAG,UGA (terminacni)

Rozdily mezi mRNA eukaryontli a prokaryontii
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Prokaryontni x eukaryontni mRNA

Typ RNA prokaryontni eukaryontni
Vznik piepisem DNA piepisem DNA
Misto vzniku cytoplasma jadro
Primarni transkript konecny transkript | hn RNA
Charakter transkriptu | polycistronicka piepis jedin¢ho genu
Upravy nejsou Capka, poly A, sestiih
5— T 3—3"  S'm’Gppp—L——F+——A],3’

[ 1 Kodujici oblast mRNA o1




Posttranslacni modifikace mRNA u eukaryontu

5 -methylguanosinova ,,¢apka"
Chrani mRNA pied

5 -endonukleasami a je markerem
rozeznanym proteosyntéze

K 3’-konci mRNA je pfipojena
dlouha sekvence poly(A) (cca 200
nucleotidn).

CHs

GPPPNN-----------=-------- (A),A-OH

CH; ° 9




Upravy eukaryontni mRNA

» prekursorem mRNA je hnRNA (heterogenni jaderna

RNA) (M,>107). Obsahuje transkripty intronti i exontl.

* transkripty intronu jsou v jadie vystépeny- sestith
(excision), vyStépené useky spojeny (splicing),

M, ~ 10°
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Malé RNA

* Mal¢ jaderné RNA (snRNA - small ) — pusobi pi1 zpracovani
mRNA a regulaci genu (U1,U2,U4,U5,U6 ad.)

e MikroRNA (miRNA) a mala interferujici RNA (siRNA) —
pusobi pii regulaci genové exprese (tlumi aktivitu genu)

Viz Biochemie 1
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Ribozymy — RNA s katalytickou funkci

Ribozymy

*molekuly RNA s katalytickou aktivitou

*obecné analogy bilkovinnych enzymu

eaktivni v n¢kolika zakladnich reakcich metabolismu RNA a
syntézy bilkovin

'nejvice studovany: peptidyltransferasa (katalyzuje tvorbu
peptidove vazby v ribosomech) a ribozymy zapojené do
Stépeni RNA

Nobelova cena za chemii v roce 1989 Sidneymu Altmanovi a Thomasi
Czechovi
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Thomas R. Cech - Biographical

Grandfather Josef, a shoemaker, immigrated to the U.S. from Bohemia in 1913. My
other grandparents, also of Czech origin, were first-generation Americans. My father
was and is a physician, my mother the homemaker. I was born in Chicago on
December 8, 1947.

The safe streets and good schools of ITowa City, Iowa provided the backdrop for the
childhood years of my sister Barbara, my brother Richard and myself. My father, who
loved physics as much as medicine, interjected a scientific approach and point of
view into most every family discussion. I discovered science for myself in fourth
grade, collecting rocks and minerals and worrying about how they were formed. By
the time I was in junior high school, I would knock on Geology professors' doors at
the University of lowa, asking to see models of crystal structures and to discuss
meteorites and fossils.




