Nukleove kyseliny
a nhadmolekulove komplexy
polynukleotidu bunéénych
struktur




Nukleové kyseliny (polynukleotidy)

Objevitelem je Friedrich Miescher (1887)
NK stoji v hierarchii latek potrebnych k existenci zivé
hmoty nejvyse

V organismu se NK vyskytuji ve formé komplexu s
proteinem — NUKLEOPROTEINY

Podle sacharidové slozky mononukleotidt je délime na
DNA (2-deoxiribosa), RNA (ribosa)

NK vznikaji dehydratacni kondenzaci mononukleotid

Uéinkem polymerasovych enzym( vznikaji fosfodiesterové

vazby mezi C3 jedné pentosy a C5 nasledujici pentosy
(DNA i RNA)

Prostrednictvim - OH skupiny na prvnim uhliku kazdé
pentosy se vazi purinové a pyrimidinové base




« Sekvence nukleotidu se vyjadiuje symboly pro nukleosidy,
mezi kterymi je pismeno p — oznacujici fosfat
«Pokud je p vlevo od zkratky nukleosidu jedna se o 5'- vazbu
pentosa - fosfat, pokud je vpravo, oznacuje 3 - vazbu
« Priklad: dGp — deoxyguanosin — 3’- fosfat
dpA — deoxyadenosin — 5°- fosfat
Ap — adenosin 3’- fosfat




Struktura deoxyribonukleoveé kyseliny

DNA obsahuje pravidelné 4 base, 2-deoxyribosu ve forme
furanosy a zbytek kys. fosforecneé

Chargaffova pravidla:

1. Molarni obsah adeninu se rovha molarnimu obsahu
thyminu, A/IT =1

2. Molarni obsah guaninu se rovha molarnimu obsahu
cytosinu, G/C =1

Primarni struktura — poradi nukleotidu

Sekundarni struktura — dvojity helix slozeny ze dvou
antiparalelnich polynukleotidovych retézcu, spletenych do
pravotocCivé dvousroubovice (Watson, Crick, Wilkins)

Jeden zavit — 10 paru basi




Mezi dusikatymi basemi protilehlych fetézcu — vazby
vodikovymi mustky

Komplementarita retézcli — base jednoho retézce muze v
dvousroubovici zaujmout misto pouze proti takoveé basi
protéjsSiho retézce, s kterou muze vytvorit vodikové vazby
(parovani basi)

Komplementarita umoznuje REPLIKACI DNA
Stabilizacni prvky sekundarni struktury
- van der Waalsovy sily mezi sousednimi basemi
- atomy O na povrchu molekuly DNA
- usporadani dusikatych basi
— pouze kratké useky DNA
- uUmoznuje ponoieni kopirovacich enzymu do DNA
a cteni sekvence basi pri tvorbé kopie (replikace)




« Terciarni struktura DNA - prostorovy tvar dvousroubovice

« Superhelix — sroubovicovou strukturu ma nejen zakladni
dvousroubovive , ale rovnéz osa této dvousroubovice

(superzretézeni)
« Topoisomerasy — katalyzuji vznik superhelixu (DNA-
gyrasa)




Struktura ribonukleovych kyselin

Primarni struktura — podobna jako u DNA
- sacharidova slozka D-ribosa
- ve vétsSiné pripadu thymin nahrazen
uracilem

Sekundarni a terciarni struktury — nejsou pro molekuly
RNA jednotné

RNA neni homogenni, ale je tvorena nekolika typy molekul

RNA urcitého typu nema vsude stejnou prostorovou
strukturu

Jednotlivé molekuly RNA se od sebe lisi nejen Mr, ale i
lokalizaci a biologickou funkci v bunce




Messengerova RNA (mRNA)

Zprostredkuje prenos genetické informace z DNA na
proteiny

Je matrici pro syntézu peptidovych retézci

mRNA musi obsahovat minimalne trojnasobny pocet
nukleotidll nez je pocet aminokyselin v peptidovém retézci
Syntéza mRNA probiha pfimo na DNA a je negativem poradi
zasad DNA (A z DNA se do mRNA prepise jako U, T jako A,
G jako C a C jako G)

Pri syntéze mRNA se nejdrive syntetizuje prekursor mRNA
(tzv. hnRNA), ktery musi projit ,,strihem® (splicing), kdy se z
hnRNA pusobenim ribonukleaz vystrihaji tzv. introny a zbylé
exony se spoji do vysledné mRNA




Ribosomalni RNA (rRNA)

« Je stavebni slozkou ribosomu a predstavuje az 90 %
veskeré RNA vyskytujici se v bunce

« Podobné jako mRNA i vSechny rRNA se syntetizuji nejdrive
jako vetsi prekursorové molekuly

« Transferove RNA (fRNA)
« Obsahuji asi 75 + 5 nukleotidu

« Biologickou funkci tRNA je prenos aktivovanych
aminokyselin pfi proteosyntéze

« V bunce se nachazi rozpusteneé v cytoplasme
« Kazda tRNA muze prenaset pouze jednu aminokyselinu

« Molekula je tvorena tremi konstantnimi smyckami a jednou
mensi variabilni smyckou (tvar jetelového listu)

« Na zacatku ,,stopky* je akceptorové misto pro jednu
aminokyselinu




« Antikodonova smycka se nachazi vzdy naproti
aminokyselinovému akceptorovému mistu a obsahuje
antikodon tj. triplet, ktery se pri proteosyntéze navazuje na
prislusny kodon na molekule mRNA

« Rovnéz tRNA se syntetizuje jako vetsi prekurzor
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Denaturace a hybridizace nukleovych kyselin

« Vysledkem je separace viaken dvousroubovice DNA nebo
dvousroubovicovych useki RNA

« Zpusobuji kyseliny, zasady, alkoholy, nebo odstranéni
stabilizacnich ionti s opaénym nabojem (napi. Mg?*)

« Denaturace teplem — uplna denaturace — oddéleni
komplementarnich viaken

« Pokud se oddélena vlakna prudce ochladi, zustanou
oddeéelena

« Pokud se teplota udrzuje tesne pod bodem tani, vznika
zpatky dvousroubovice

« Hybridizace — vznik hybridnich dvouviaken (duplext) napr.
hybrid DNA-RNA

« Stupen homologie — mira v jaké dochazi k hybridizaci mezi
useky ruznych retézcu




Rozklad nukleovych kyselin v bunkach

* Rozklad polynukleotidii na mononukleotidy a jejich slozky
* Deoxyribonukleasy degraduji DNA

« Ribonukleasy degraduji RNA

« Exonukleasy odstepuji koncové nukleotidy

« Endonukleasy hydrolyzuji esterové vazby uvnitr retézce




Nadmolekulové komplexy polynukleotidu
bunécnych struktur

Jsou to komplexy nukleovych kyselin a proteinu
Komplexy DNA s histony

Heterogenni ribonukleoproteinové castice (prekurzory
mRNA)

Jiné Castice s biologickymi funkcemi (ribosomy,
chromatin, viry)

Tvori slozité nadmolekulove komplex (megamolekuly)
Vzhledem ke své velikosti nejsou rozpustneé

Vznik takové nadmolekulové struktury umoznuje
jednotlivym slozkam pusobit v uzké navaznosti, kde
vysledkem je vznik biologicke aktivity , kterou izolovaneé
slozky nejsou schopny uskutecnit




Chromatin

Je nukleoproteinovy komplex vytvoreny z DNA, RNA,
histonovych a nehistonovych proteint na regulaci prepisu
genetické informace zakédovane v retézci DNA

Tvori tedy geneticky material z kterého se skladaji
chromosomy eukaryot

Chromatin se sklada z podjednotek (nukleosomu)

Nukleosom se sklada z 8 molekul histonu, které obaluje
dvouviakno DNA (asi 140 nukleotidovych part)

Cely nukleosom obsahuje asi 200 nukleotidovych paru,
které mohou kédovat peptid s asi 65 aminokyselinami

Z toho vyplyva => jeden gen se musi skladat z nekolika
nukleosomu




Ribosomy
Vyskytuji se ve vSech bunkach a patri mezi nejpocetnéjsi
organely (v jadre, cytoplasmé, mitochon., chloroplastech)

Ribosomy lze povazovat za multienzymové komplexy,
které katalysuji vznik peptidové vazby

Na rozdil od béznych enzymu se vSak ribosomy musi
nejdrive naprogramovat messengerovou RNA (mRNA)

Jsou mistem, kde se translatuje geneticka informace z
molekuly mRNA do molekuly proteinu

Skladaji se z proteinu + ribosomalni RNA (rRNA)

Jsou tvoreny dvemi subjednotkami, které po spojeni do
kompletniho ribosomu vytvori ,,kanalek®, kterym mRNA pri
proteosyntéze

Ribosomoveé proteiny a rRNA jsou v ribosomovych
subjednotkach vzajemné vazany nekovalentnimi vazbami
(elektrostatickymi silami, vodikovymi mustky,hydrofobnimi
interakcemi)




Viry
Jsou to nukleoproteinové castice na rozhrani zivé a nezivé
hmoty

Nemaji vlastni metabolismus a ,,zivymi“ se stavaji teprve
po vniknuti do vhodneé hostitelské bunky

Vétsina virll ma jako genom dvouvlaknovou DNA nebo
jednovlaknovou RNA (vzdy pouze jeden typ)

Genom viru obsahuje 3 — 200 genu, ojedinéle vice

Plast’ (kapsid) a subjednotky (kapsomery) se skladaji z
proteinu (u vétsSich viru i polysacharidy, glykoproteiny a
lipidy)

Zadny virus ale nema enzymy potiebné na vlastni
reprodukci

Enzymy a proteosyntsynteticky aparat si viry ,,pujcuji od
bunék, ve kterych pusobi paraziticky

Rostlinné viry maji RNA, zivoCisné DNA nebo RNA, vétsina
bakteriofagu DNA, nékolik malo bakteriofagu RNA




Geneticka informace a zaklady
molekularni genetiky
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Zakladni pojmy

Deédicnost — schopnost predavat genetickou informaci z
rodicovskych organismu na potomstvo

Geneticka informace — soubor instrukci pro vSechny
strukturni znaky, zivotni procesy a projevy organismu

Gen — mnozstvi genetické informace, které je potrebné na
urceni jednoho znaku (vlastnosti, viohy)

- usek DNA, ktery kdéduje biosyntézu specifického proteinu
Genom - soubor vSech genu bunky

Néekteré znaky mitochondrii koduje mitochondrialni mtDNA,
jez ma v mitochondriich i proteosynteticky aparat

Rovnéz chloroplasty obsahuji DNA




Geneticky kod — genetické informace zapsané v DNA
formou poradi jednotlivych nukleotidu (purinovych a
pyrimidinovych basi

Na prenosu genetické informace jsou zucastnény dva typy
boipolymeru: a

Mechanismus prenosu genetické informace probiha po
ose: — —

Prenos genetické informace probiha pri syntéze prislusne
latky

Synteézu ridi aktivni useky molekuly DNA — strukturni geny
(cistrony)

Cistrony jsou pak pod kontrolou regula¢nich genu
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Replikace DNA

Biosyntéza DNA — jsou zapotrebi: materska molekula DNA
( ), trifosfaty prislusnych nukleotidu (
); , :

: , @ hékteré
DNA-polymerasy katalyzuji pripojovani prislusnych
nukleotidil do nové vznikajiciho retézce
Nové viakno DNA se replikuje ve smeéru , COZ
znamena, ze novy nukleotid se pripojuje na 3'- konec

primeru a ma protismérné usporadani nukleotidi vzhledem
k templatu DNA

DNA-ligasa spojuje jednotlivé replikacni fragmenty do
jednoho retéezce

Okazakiho fragmenty — repl. fragmenty, které se tvori na
kratkém RNA-primeru (9 +1 nukleotid)

Syntéza primeru se uskutecnuje pomoci RNA-primasy




Mechanismus replikace

DNA-rozpletaci enzymy otevrou v urcitém misteé (levotocive
useky DNA) dvousroubovici DNA

Na rozpletené viakno se ve specifické primerové oblasti
navaze RNA-polymerasa (RNA-primasa) ktera zde z
trifosfatu ribonukleosidu syntetizuje kratkou primerovou
RNA

Primerova RNA se pak prodluzuje pusobenim DNA-
polymerasy (vyuziva trifosfaty deoxyribonukleosidu)

Vznikaji Okazakiho replikacni fragmenty DNA, ze kterych
se endonukleasou odstépi uUsek primerové RNA

Mezery mezi jednotlivymi Okazakiho fragmenty se vyplini
dalSim pusobenim DNA-polymerasy (podle DNA-templatu)

Hotové useky DNA se spoji do jednoho retézce ucinkem
DNA-ligasy




Biosyntéza RNA

Biosyntéza vSech typu RNA se uskuteénuje na templatu
DNA pomoci RNA-polymerasy trifosfatu ribonukleosidu

Rovnéz syntéza polynukleotidového retézce RNA probiha
ve smeéru

Prepis informace z DNA do RNA transkripce
Pri transkripci vznikaji nejdrive prekurzory RNA a jejich
upravou (dozravanim) pak funkéni RNA

Transkripcni jednotky jsou od sebe navzajem oddeleny
neprepisujicimi se mezerniky (spacers), které jsou i mezi
jednotlivymi geny uvnitr transkripc€ni jednotky




Geneticky kod

Je to zpusob zapisu pamétového zaznamu struktury
proteini v molekule DNA

Vyuziva poradi deoxyribonukleotidil v molekule DNA,
pricemz 3 deoxyribonukleotidy jsou zaznamem pro jednu
aminokyselinu (triplet, kodon)

Prepis tohoto zaznamu se realizuje pri proteosyntéze
Usporadani trojic jednotlivych deoxyribonukleotidii DNA
vytvari soustavu ,,slov®, které se nejdrive otisknou do
sekvence nukleotidu mRNA (transkripce) a z ni pomoci
transferovych RNA a ribosomu se prelozi do poradi
aminokyselin v peptidovém retézci (translace)

Geneticky kod se neprekryva — kazdy nukleotid je soucasti
pouze jednoho slova (kodonu)

Kédovani vsech 20 aminokyselin se uskute€nuje na
principu tripletu




« U tripletového kodu existuje 64 kombinaci — nékteré
aminokyseliny se mohou kédovat nékolika triplety

« Triplety UAA, UAG, UGA nekéduji zadnou aminokyselinu,
ale maji funkci teCky (terminacni kodony)

[ u u A4 r

kodon




Proteosyntéza (biosyntéza proteinu)

Proteosyntéza se deéli na 2 etapy (prepis),
probiha v jadre (preklad), probiha v cytoplasme
Podstatou proteosyntézy je vznik komplexu

Na vznikly komplex se pripojuji

Kazdy ribosom musi obsahovat 2 mista pro vazbu tRNA:
A-misto (aminoacyl-tRNA-vazné misto) — zde se kodonove
specificky vaze

P-misto (peptidylové misto) zde se vaze tRNA, ktera nese
noveé syntetizovany zbytek peptidového retézce

Translace sestava ze 3 fazi:




INICIACE - 30 S subjednotka se vaze na oblast mRNA, ktera

] u u A 4 1 4

iniciatorove tRNA)
- v dalsim stupni se vaze iniciatorova tRNA na

- komplex 30 S - mRNA - iniciatorova tRNA se nazyva
- k nemu se pripoji 50 S subjednotka, cimz vznikne

ELONGACE - kodon z mRNA, ktery se vyskytuje v A-misté
urcuje vybér vhodné aminoacyl-tRNA, ktera se na toto
misto navaze

- peptidyltransferasa (soucast 50 S subjednotky) odstepi
formylmethioninovy (peptidylovy) zbytek z tRNA v

a navaze jej na aminoacyl-fRNA, ktera se nachazi v A-mistée
- peptidyl-fRNA v A-miste se tak prodlouzi o jeden
aminoacylovy zbytek, zatimco P-misto se uvolni




- posledni stupen elongacniho cyklu se nazyva
a spociva v pohybu ribosomu podél mRNA o vzdalenost
jednoho kodonu smeérem

- peptidyl-fRNA, se premisti z A-mista do P-mista

- do A-mista muze vstoupit novy kodon (pocateéni bod
elongacniho cyklu)

TERMINACE - signalem k ukonceni syntézy polypeptidového
retézce je pripojeni jednoho z terminacénich kodonu (UAG,
UAA, UGA) do A-mista v prubéhu translokace

- peptidyltransferasa odstepi peptidylovy zbytek z tRNA,
opusti ribosom a zaujme konformaci aktivniho proteinu

- nakonec 70 S ribosom disociuje na30Sas50S
subjednotky, ¢imz muze zacit iniciace nového cyklu




Regulace proteosyntézy na urovni transkripce

« Komplex genu, které ridi syntézu jednoho typu proteinu,
anebo enzymu jedné metabolické drahy se nazyva

« Kazdy operon se sklada ze dvou oblasti: regulacniho
useku a useku strukturnich genti

« Regulacni usek obsahuje 3 podoblasti: iniciator, promotor
a operator

« Zde se navazuje RNA-polymeraza a uskutecnuje se

« Oblast strukturnich gentii se pomoci RNA-polymerasy
prepisuje do mRNA a odtud se na polysomech
(ribosomech) preklada do polypeptidovych retézcu
funkénich proteinu




Pri pozitivni regulaci se na iniciator vaze stimulacni
regulacni protein, ¢imz se zméni konformace sousedniho
promotoru a tim se ulehci jeho interakce s RNA-
polymerazou, ktera se potom pohybuje po viakné DNA a
jeho nukleotidovou sekvenci prepisuje do mRNA

Promotor je obvykle pouze 1 a nachazi se na zacatku
operonu

Néekteré operony maiji vsak i sekundarni promotor, ktery
byva soucasti jednoho ze strukturnich genu

V nékterych pripadech samotny regulacni protein nestaci
na stimulaci promotoru — musi se navic spojit s
nizkomolekularni slozkou =+ EFEKTOREM

Efektorem muze byt napr.
ktery stimuluje nasednuti RNA-polymerazy na
operony kontrolovaneé katabolitovou represi

stimuluje transkripci DNA na mRNA pouze tehdy,
kdyz je v komplexu s




« RNA-polymeraza se kupredu pohybuje po operatoru, ze
kterého prepisuje pouze vedouci sekvenci

« Pokud je na operatoru navazan jiny regulacni protein, RNA-
polymeraza nemuze pokracovat ve svém pohybu
transkripce strukturnich genu se zablokuje

« Regulaéni proteiny, které timto zpusobem inhibuji tvorbu
mRNA se nazyvaji

« Represory mohou s DNA reagovat bud’ primo, nebo az po
spojeni s nizkomolekularnim efektorem ( )

« Dalsi nizkomolekularni efektory — blokuji
vazbu represoru na operator -+ RNA-polymeraza muze
pokracovat v pohybu po operatoru a transkribovat
strukturni geny

« Induktorem byva obvykle substrat nebo derivat substratu
nékterého z enzymu, jejichz geny jsou soucasti
regulovaného operonu




Napfr.: induktor B-galaktozidazy — laktéza / galaktoza,
induktorem fosfatazy — fosfat

tvorby enzymu = interakce
nizkomolekularniho efektoru

Jestlize efektor stimuluje vazbu represoru na operator
represe

Jestlize efektor vazbu represoru znemozni = indukce

Kromeé operatoru se pri negativni kontrole genoveé exprese
uplatnuje i na kterém se muze transkripce
rovnéz prerusit

Protoze atenuator nasleduje az za operatorem funguje jako
jakasi bezpecnostni pojistka = zabrani dalsimu pohybu
RNA-polymerazy, ktera uz presla pres operator




« Je zalozena na stejnych principech jako u bakterii
(indukce, represe)

« Rozdil pouze ve vétSim poctu reg. proteinu u
jednoduchych eukaryotu (kvasinky, rasy, prvoci, houby...)

« Zasadni odlisnost od jednoduchych eukaryot — moznosti
indukce/represe jednotlivych enzymu velmi omezené

« Zmeéna proteosyntetického programu — béhem vyvoje a
diferenciace

« Tyto zmény se tykaji vzdy celého souboru enzymu




- ovlividuji syntézu proteint dvojim zpusobem
Steroidni hormony prechazeji pres cyt. membranu do
bunky, kde se spoji se svym specifickym receptorem

Komplex receptor-hormon pak ovlivni transkripci
prislusnych strukturnich genu

Ostatni hormony aktivuji membranovou adenylatcyklazu

Regulacni signal se dale prenasi pomoci cAMP, ktery
vystupuje jako efektor spolecny vétsiné organismu

Klicovou fci pri urcité specifické transkripci maji
pravdepodobné regulacni proteiny nehistonového typu,
které jsou typické pro kazdou tkan




« V organismech se vyskytuje nekolik RNA-polymeraz, které
se odliSuji svou afinitou k riznym promotorim

« Vzhledem k tomu mohou nekteré promotory transkribovat
prednostne, coz predstavuje dalsi moznost regulace
genove aktivity na urovni transkripce




Regulace proteosyntezy na urovni translace

« Pri transkripci prokaryotického operonu vznika jako jeho
primy prepis polycistronova mRNA, ktera obsahuje pouze
transkript vlastnich strukturnich gent (prip. kratky usek
regulacni oblasti — vedouci sekvenci)

i

Translaci této mRNA vznikne tolik proteinu, kolik
strukturnich genti obsahoval operon

Prokaryoticka mRNA je ihned po své syntéze plné fcni a
nevyzaduje zadneé dalsi upravy

i
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U eukaryotl se primarni transkript gentl musi nejdrive
podrobit vicero modifikacim a teprve pak se z nej stava
funkéni mRNA




Prvnim prepisem eukaryotické DNA je hnRNA, ktera je
podstatné delSi nez transkript samotného strukturniho
genu

Na obou koncich i uvnitr obsahuje pridavné sekvence ,
které vznikly prepisem regulacni oblasti a nékterych
intront z DNA

hnRNA se postupné zkracuje ribonukleé’za’mi a na obou
koncich se modifikuje (tzv. PROCESOVANI)

Pri procesovani se vyrezou introny a spoji se dohromady
exony, které se prekladaji do molekuly proteinu

Na zacatek funkéni mRNA (5°-konec) se navaze kyselina
guanylova, ta se nasledné methyluje v poloze 7

Toto usporadani na 5 -konci se nazyva ,,Cepicka“
Cepicéka umoziiuje ribozomiim rozpoznat mRNA

Kromeé procesovani hnRNA strihem spocCiva dalsi moznost
v selektivhim transportu mRNA do cytoplazmy




Veétsina modifikaci hnRNA se uskuteCnuje v jadre — v
cytoplazme se vyskytuje pouze piné fchi mRNA

Bylo zjiSténo, ze v nékterych pripadech muze byt urcity
prekurzor mRNA procesovan ruznymi zpusoby — vznika
vicero typu zralé mRNA

se regulace proteosyntézy uskutecnuje témer
vyhradné na urovni transkripce genu na prislusnou mRNA

ma velky vyznam kromeé regulace na urovni
transkripce, rovnéz regulace na urovni translace — slozity
mechanismus premény hnRNA na fchi mRNA

Dulezita je dale posttranslacni regulace eukaryotu, ktera
spociva v premeéné prekurzoru proteinu na aktivni proteiny
limitovanou proteolyzou (napr. proteohormony)




Organizace genu u prokaryotu a eukaryotu

« U bakterii plati princip kolinearnosti = nukleotidy, které v
molekule DNA koduji urcity protein, nasleduji za sebou
linearneé

« U eukaryotu princip kolinearnosti neplati:




