Prednaska 2

DNA a molekularni struktura
chromozomu




Osnova prednasky

+ funkce genetického materidlu

+ dikaz, Ze DNA je nositelkou genetické
informace

» struktura DNA a RNA
+ struktura chromozomu prokayot a vird
+ struktura chromozomu eukaryot




Objev nukleinu
r.1868, Johan Friedrich Miescher

- izolace bunék z hnisu

- ovlivnéni pepsinem (proteolytickym enzymem izolovanym z Zaludku
prasat)

- po degradaci proteint ziskal kyselou hmotu bohatou na dusik a
fosfor, kterou nazval nuklein

- jeho vysledky nebyly prijaty k publikaci az do roku 1871

- funkce nukleinu zlstala dlouho nejasna (polynukleotidové retézce a
jejich schopnost uchovdvat genetickou informaci byly objeveny az

ve 40. letech 20. stol., dvousroubovice DNA v r. 1953)




Funkce genetického materialu

- schopnost uchovani, replikace a prenosu genetické
informace na potomstvo v nezménéném stavu
(genotypova funkce)

- Fizeni rdstu a vyvoje organizmu a jeho vlasthosti
(genova exprese, fenotypova funkce)

- umoznéni adaptace organizmi na zmény okoli (mutace,
evolucni funkce)




Chromozomy

Geny jsou umistény na chromozomech (silnd korelace
mezi zplsobem prenosu gent a chromozomu pri
rozmnozovani, vyzkum chemické podstaty dédi¢nosti
zaméren na molekuly nesené chromozomy)

Chromozomy jsou tvoreny dvéma typy organickych
makromolekul: nukleovymi kyselinami (DNA a RNA) a
proteiny

Ve 40. a 50 . letech 20. stol. bylo jednoznacné
prokdzano, ze genetickd informace je uloZzena v
nukleovych kyselinach a ne proteinech




DNA je nositelkou geneticke
informace

U vétsiny organizml je genetickd informace zakédovdna v DNA
U néktery virl je genetickym materidlem RNA

Neprimé dukazy
- korelace mezi po¢tem chromozomu a obsahem DNA v burkdch

- somatické buriky diploidnich organizmi obsahuji dvojndsobné
mnozstvi DNA nez haploidni pohlavni buriky stejnych organizm

- struktura DNA je stejna u vSech bunék organizmu, zatimco
struktura RNA a proteind je variabilni

- DNA je stabilnéjsi nez RNA a proteiny

Viroidy maji povahu infekénich ¢inidel slozenych pouze z RNA
Priony jsou infekéni proteiny




Dukaz, Ze DNA je nositelkou genetické
informace: zodpovida za transformaci

40. léta 20. stol., bakterie Streptococcus pneumoniae (Avery,
Macleod, McCarty)

Vyuziti objevu transformace bakterii

- pridani purifikované DNA k bakteriim méni jejich vlastnosti (tvar
kolonii, schopnost vyvolat onemocnéni, apod.)

» ziskané vlastnosti se prendseji do ndslednych generaci

Provedeni experimentu:

Existuji 2 pribuzné kmeny S. pneumoniae, které se lisi morfologicky a
stupném patogenicity:

Kmen S: tvori hladké kolonie, po injekci usmrcuje laboratorni mysi
Kmen R: tvori drsné kolonie a neni letdlni

DNA purifikovand z kmene S transformuje kmen R, takze ziskava
vlastnosti kmene S




Dukaz, Ze DNA je nositelkou genetické
informace: transformace S. pneumoniae

smooth pathogenic bacterium
causes pneumonia

o 8%

S strain S strain cells

1 RANDOM MUTATION fractionation of cell-free
extract into classes of
Rstrain "ough nonpathogenic purified molecules
mutant bacterium
8 o® \ \ \ \ \
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live R strain cells grown in
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S strain cells or cell-free molecules tested for transformation of R strain cells
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‘ Some R strain cells are ¥ \ \ Y v
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cause pneumonia

CONCLUSION: Molecules that can CONCLUSION: The molecule that
carry heritable information are carries the heritable information
presentin S strain cells. is DNA.
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Figure 4-2 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Dukaz, Ze DNA je nositelkou genetické
informace u bakteriofaga

-1952, Alfred Hershey (Nobelova cena 1969) a Martha Chase:

- dikaz, Ze genetickad informace bakteriofdga T2 je ulozena v DNA (fdg
se reprodukuje v burice, do buriky pronika jen DNA)

Provedeni experimentu:

- zdkladem je fakt, Ze DNA obsahuje fosfor a neobsahuje siru, naopak
proteiny obsahuji siru, ale mdlo fosforu

(1) oznaceni fagové DNA izotopem fosforu 32P

(2) oznaceni fagovych proteint izotopem siry 3°S

» kratké smiseni znacenych fagovych cdstic s burikami £. co/i, aby mohlo
dojit k adsorbci

* mechanické oddéleni fdgovych ¢astic od bunék a studium distribuce
radioakftivity

Zaver: pouze DNA fdga vstupuje do hostitelské buriky, fagovy proteinovy
plast’ zlstdvda mimo buriku
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Genetickym meteridlem viru tabakové
mozaiky (TMV) je RNA

pri studiu nékterych virl se ukdzalo, Ze obsahuji proteiny a RNA, ale Zddnou
DNA

dlikaz: - oddéleni RNA a pro‘remu u dvou kment TMV(A a B, lisicich se
chemickych slozenim pr'o’removych obali)

- vytvoreni virovych ¢dstic smisenim RNA (A) s proteinem (B)
- vznikl Zivotaschopny virus, jehoz potomstvo mélo fenotyp A
- po smiseni RNA (B) s proteinem (A) vznikl virus s fenotypem B

zavér: potomstvo virll je genotypové a fenotypové shodné s rodi¢ovskym virem,
ze kterého byla ziskdna RNA

Degraded ProteinB  Protein B Protein A
_> -__“ : ) / Qb BEs
ot e " Reconstituted -.
TMV type B RNA _ mixed 4l Offspring &4 S
__ B virus — > g —> &
Infection of
‘ Protein A tobacco leaf

TMVtype A RNA ©
A




Viroidy a Priony
Viroidy jsou infekéni molekuly RNA ("virus-like")

- objeveny v 60. letech 20. stoleti

- ha rozdil od virl nejsou obklopeny proteinovym
pldstém

- tvori je kruznicovd molekula RNA, kterd se
autonomné replikuje v hostitelskych bunkdch

- méni genovou expresi v hostitelskych burkach

- zplsobuji onemocnéni rostlin




Viroidy a Priony

Priony jsou dédi¢né infekéni proteiny, které neobsahuji nukleové
kyseliny
- objeveny v roce 1982 (Stanley Prusiner, Nobelova cena v roce 1997)

- zodpovidaji za skupinu vaznych neurodegenerativnich chorob
(Creutzfeldt-Jakobova nemoc, kuru u ¢lovéka, "nemoc Silenych krav" u
skotu, skrapie u ovci)

- jsou to aberantni formy proteint, kédovanych normdlnimi savCimi
geny

- kdyZ se vytvori aberantni forma proteinu (prion), zplisobuje konverzi
dalsich normdlnich molekul proteinu do infekcni prionové formy

- vétsi poCet prionovych molekul dokdze zabit hostitelskou buriku

- vysledkem je "méknuti mozku" postizenych vyplyvajici ze zvysujiciho
se po¢tu mezer vzniklych odumrenim bunék

Sireni choroby: konzumovani potravy obsahujici infekéni proteiny




Take home message

- genetickd informace vétsiny Zivych organizmu se
uchovdvd v DNA

- u nekterych vird se geneticka informace uchovava v RNA

+ viroidy a priony predstavuji infekcni molekuly RNA, resp.
proteinu




Struktura DNA a RNA

* DNA je obvykle dvouvldknova molekula, ve
které jsou obe vlakna spojena vodlkovyml
vazbami mezi dvojicemi bazi adenin - tymin

a gunanin - cytozin

* RNA je obvykle jednovldknova a obsahuje
misto tyminu uracil




DNA

uchovdvd genetickou informaci témér vsech organizmi
» jakou ma strukturu?

+ jakym zpUsobem miZze obsdhnou genetickou informaci?
- jak ji muZe bunka preddvat z generace na generaci?

odpovédi na tyto otdzky znamenaji vyznamny prinos pro
pochopeni podstaty Zivota




DNA a RNA maji podjednotkovou
strukturu

Opakujicimi se podjednotkami jsou nukleotidy

NUCLEOTIDES

A nucleotide consists of a nitrogen-containing
base, a five-carbon sugar, and one or more
phosphate groups.

N 1 Zlense BASE
Nukleotidy maji 3 sloZky: "

v o / V4 \
petiuhlikovy cukr PHOSPHATE f\/L
dusikovou bazi _O—(!f—(')—(fH N O
zbytek kyseliny fosforeéné & 0

H H
Nucleotides § | | :
are the OH OH

subunits of SUGAR
the nucleic acids.




Cukerné slozky nukleotidu

* riboza u ribonukleovych kyselin
» deoxyriboza u deoxyribonukleové kyseliny

» odlisnost je v pritomnosti/nepritomnosti hydroxylové
skupiny na 2” uhliku

SUGARS HOCH, OH
B-p-ribose
C5 O used in ribonucleic acid
PENTOSE ’
. 4 1 two kinds are used
a five-carbon sugar 3’ X

HOCH, ) OH

-p-2-deoxyribose
Each numbered carbon on the sugar of a nucleotide is used in deoxyribonucleic acid
followed by a prime mark; therefore, one speaks of the

“5-prime carbon,” etc.




Dusikové baze [INKAGE
nukleotidu
N-glycosidic
bond
BASE
5 N

pripojuji se na 1" uhlik cukru
kovalentni N-glykozidickou vazbou

The base is linked to
the same carbon (C1)

used in sugar-sugar
bonds.




Dusikové baze nukleotidu

jsou dvou typu:
- purinové (adenin, guanin)
- pyrimidinové (cytozin, tymin, uracil)

BASES “
NH HC /C\NH
| || | uracil
~ HC C
Ny Y

| cytosine
HC C
N7 X O
N O
i |
H;C -

A C
\C/ \NH

C O
thymme H \

The bases are nitrogen-containing ring

compounds, either pyrimidines or purines.

(J <L)

PYRIMIDINE

PURINE

adenine / \\\\
,;"/

/\

C

. C =C
guanine H \N/ g

NIH,




Soucasti nukleotidu je kyselina
fosforecna

» pripojena k 5" uhliku cukru
* prindsi nukleotidu negativni
naboj

PHOSPHATES

The phosphates are normally joined to
the C5 hydroxyl of the ribose or

deoxyribose sugar (designated 5'). Mono-,
di-, and triphosphates are common.

I
AN - asin
O—P—0 CliH2 AMP
O~
T
Ly I as in
@ PI O FI O CliH2 ADP
O~ O~
O O O
) ” i ” ) ” ) as in
—O— T—()—T—()—T—()—CHz ATP

O~ O~ O~ |

The phosphate makes a nucleotide
negatively charged.




Nukleosid neni totéz co nukleotid

NOMENCLATURE
BASE NUCLEOSIDE ABBR.
adenine adenosine A
guanine guanosine G
cytosine cytidine C
uracil uridine U
thymine thymidine T

A nucleoside or nucleotide is named according to its nitrogenous base.

Single letter abbreviations are used variously as @
shorthand for (1) the base alone, (2) the

nucleoside, or (3) the whole nucleotide—

the context will usually make clear which of

the three entities is meant. When the context

is not sufficient, we will add the terms “base”, BASE + SUGAR = NUCLEOSIDE
"nucleoside”, “nucleotide”, or—as in the

examples below—use the full 3-letter nucleotide

code.

AMP = adenosine monophosphate P
dAMP = deoxyadenosine monophosphate

UDP = uridine diphosphate

ATP = adenosine triphosphate
BASE + SUGAR + PHOSPHATE = NUCLEOTIDE




Nucleic acids are composed of repeating subunits called nucleotides.
Each nucleotide is composed of three units.

(1) o
A I
phosphate 0"—P=0
group: c|r
{a) In RNA: (b) In DNA:
Ribose 2-Deoxyribose
(2) C|)H cln-l
A y ;
e A CH OH CH OH
five-carbon ’ |7°\| i 2o, |
e y ; >
sugar or T“I ;ilﬁ | 4 |']'| /{|:
pﬁntﬂﬁe: H c]i'_lc H H Cuc H
I | I
OH OH OH H No hydroxyl group
(a) In RNA only (b) In both RNA (c) In DNA only
(with rare exceptions): and DNA: (with rare exceptions):
o o
G) || I ||
A C C C
e | i T
nitrogen- 2 . 6 3 _ »
containing 0=C\"r:l/c H o] C\"Tll/c H 0 C\T/ H
base: i H v
Uracil Cytosine Thymine
Pyrimidines
NH,
N N

— - N—H

Adenine

(o]

[

C
H—N,/ o c y\:C—H

5
| Il |
NH,—C2 3 %c—N—H
2 \\QN/

Guanine

Purines




Deoxyribonukleotidy

Pyrimidine nucleotides Purine nucleotides

H<_ _-H
N

Deoxythymidine Deoxycytidine Deoxyadenosine Deoxyguanosine
monophosphate, dTMP  monophosphate, dCMP monophosphate, JAMP  monophosphate, dGMP




Nukleotidy se spojuji do Fetézcu
nukleovych kyselin

+ zbytek kyseliny fosforecné spojuje
sousedni cukry nukleotidi kovalentnimi
fosfodiesterovymi vazbami mezi uhliky 5 a
a 3" cukernych jednotek

» pravidelné stridani motivu cukr-fosfat-
cukr-fosfat... tvori cukr-fosfdatovou kostru
retézcl nukleovych kyselin

* retézce maji chemickou polaritu: 1 konec
obsahuje fosfat (5" konec), druhy obsahuje
hydroxyl (3" hydroxyl)

NUCLEIC ACIDS

Nucleotides are joined together by a
phosphodiester linkage between 5" and
3’ carbon atoms to form nucleic acids.
The linear sequence of nucleotides in a
nucleic acid chain is commonly
abbreviated by a one-letter code,
A—G—C—T—T—A—C—A, withthe 5
end of the chain at the left.

Y
phosphodiester |
linkage

example: DNA




Objev dvousroubovice DNA

1953: James Watson a Francis Crick
odvodili strukturu DNA na zdkladé
téchto ddaju:

Erwin Chargaff:_chemickd data -
koncentrace tyminu je v hejriznéjsich
organizmech stejnd jako koncentrace
adeninu a koncentrace cytozinu je vzdy
stejnd jako koncentrace guaninu

Maurice Wilkinson a Rosalind Franklin:
fyzikdlni data - po vystaveni
purifikovanych molekul DNA
rentgenovému zdreni, dochdzi k
charakteristickému rozptylu paprska,
které signalizuji zplsob usporddani
slozek DNA




Struktura DNA vysvétluje zplsob
uchovani a exprese genetické informace

- poradi nukleotidl v obou retézcich
urcuje genetickou informaci, kterad se
kopiruje pred svym prenosem do dceriné

bunky gene A gelit-lz B glﬂlc

» organizmy se o sebe [isi proto, Ze jejich =
DNA se lisi v poradi nukleotidl a tim l l double
instrukcemi pro tvorbu proteint geneexpression "™
- linedrni sekvence nukleotidu uréuje l l l
linedrni poradi aminokyselin v proteinech Mt -

protein A proteinB proteinC

+ linearni sekvence aminokyselin urcuje
trojrozmérnou strukturu proteint

- trojrozmérnd struktura proteint
urcuje funkci proteint




Struktura DNA vysvétluje zplsob
prenosu genetické informace z generace
na generaci

» komplementarita vldken dvousroubovice usnadnuje
kopirovani a prenos genetické informace

» vodikové vazby mezi vlakny dvousroubovice jsou mnohem
slabsi nez kovalentni vazby mezi nukleotidy uvnitr vlidken

» s pomoci uréitych enzymu |ze dosdhnout oddéleni vldken a
jejich kopirovani do komplementdrniho vldakna (replikace
DNA)




Trojrozmérna struktura DNA

* tvorba dvousroubovice je dusledkem

chemickych vlastnosti dvou
polynukleotidovych retézcl

» oba retézce jsou vdzdny k sobé
vodikovymi vazbami mezi bdzemi,
proto jsou bdze orientovany dovnitr
dvousroubovice, cukr fosfdtovad kostra
je na jeji vnéjsi strané

+ k stabilité prispivad to, ze vétsi
purinova bdze se paruje s mensi
pyrimidinovou (A se pdruje s T, 6 s C)

building blocks of DNA DNA strand

phosphate

\ rjlgar .
. ] — E * OO
sugar base l l . I

phosphate nucleotide

double-stranded DNA DNA double helix

sugar-phosphate
backbone

3!

hydrogen-bonded
base pairs

» 3




Trojrozmérna struktura DNA

* DNA ma povahu pravotocivé dvousroubovice

» kazdy polynukleotidovy retézec se sklada ze .
sekvence nukleotidu, které jsou k sobé vdazdany '
fosfodiesterovymi vazbami mezi sousednimi
deoxyribozami

3.4 nm




Trojrozmérna struktura DNA

5!

- adenin se spojuje s

tyminem dvéma vodikovymi N .
vazbami /
 NUIH—N
\c .
’ 9u,anin,S FYTOSinem tremi \N—Hnmumo//
VOdlkOVyml VGZmel sugar-phosphate / thymine
backbone
\
N —HIlnno
/ 2
N —H N
/
o IIIIIIIIIIH—I\ll
. gianing hydrogen H

3’ bond

Figure 4-4 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Trojrozmérna struktura DNA

* baze se uvnitr dvousroubovice orientuji do energeticky nejvyhodnéjsiho
usporddani

-jedna otdc ka sroubovice pripadd na 10 pard bazi

» vinuti vytvdri v sroubovici velky a maly Zlabek

» obé vldkna dvousroubovice jsou antiparalelni a pIné komplementdrni

minor .
groove 3’ end ‘\

major 0;‘."',._0 NN } =
groove o P \\\\\\\\_5—/—“'/ . o
g E AN _ !

O (s
Sp-0 o 0”iS0
N s
Onp-= A :
—073) e o T T< —=— sugar
Vr—S 0
o w_/// -
/ o iy, sy, OZ/{\O‘—P\\_O
Ll :
o —P\-o hydrogen bond o\ Eho;phodlester
2nm 5’ end Ziend "
end
(A) (B)

Figure 4-5 Molecular Biology of the Cell (® Garland Science 2008)




TABLE 9.2

Chemical Bonds Important in DNA Structure

(a) Covalent bonds (c) Hydrophobic “bonds”
Strong chemical bonds formed by sharing of electrons The association of nonpolar groups with each other wi
between atoms. present in aqueous solutions because of their insolubil
(1) In bases and sugars in water.
........ o +
T 5 5 wEter molecules are very polar
"""" \ - ?_H (3~ 0andd™ H’s).
C—N ... & 8 Compounds that are
] W H—o H . .
C—H G oCh | & similarly polar are very soluble
c—oO H & & in water (“hydrophilic”).
O—H Shared electrons 3" O—H Compounds that are nonpolar
N—H ll-l (no charged groups) are very
8t insoluble in water (“hydrophobi
(2) In phosphodiester linkages
‘0- ----- The stacked base pairs provide a hydrophobic core.
5°C of ; | : 3°Cof

2°-deoxyribose = 0 — P— O -+ 2"-deoxyribose

(b) Hydrogen bonds
A weak bond between an electronegative atom and a
hydrogen atom (electropositive) that is covalently linked
to a second electronegative atom.

VYvvvvv
44 d’ 4’4’4

---------------

N—iH -0 — Hydrophobic core

B o . -y




Opposite polarity of the two strands Hydrogen bonding in A-T and G-C base pairs

2' | Guanine
C
\Nf/ - \5(:/';"\\
c L e
2 4 9

C C—
NN R N—sugar

H




Core of stacked base pairs

~ Sugar-
phosphate
—  backbone

Minor
groove

_ Stacked
base pairs

| Major
0.34 nm groove
Key:
O=Hydrogen  ()=Oxygen . = Carbon
5 3 O: Carbon and nitrogen .: Phosphorus
in base pairs




Konformace DNA

- pravotolivd dvousroubovice B-DNA, 10 nukleotidovych pdrt na
otacku - fyziologickda konformace popsand Watsonem a Crickem (ve
vodnych roztocich s nizkymi koncentracemi soli)

- pravotoliva dvousroubovice A-DNA, 11 nukleotidovych part na
otacku - ve vysokych koncentracich soli nebo po ¢dstecné dehydrataci
(/n vivo pouze u duplexti DNA/RNA, RNA/RNA)

- levotociva dvousroubovice Z-DNA, 12 nukleotidovych pdrt na otdcku,
zvlastni usporadadni vazeb cukr-fosfdatové kostry, vyskyt u sekvenci
bohatych na GC, funkce nejasna

TABLE 9.3
Alternate Forms of DNA

Helix Helix Base Pairs Helix
Form Direction per Turn Diameter
A Right-handed 11 2.3 nm
B Right-handed 10 1.9nm
y 4 Left-handed 12 1.8 nm




Nadsroubovice (“superhelix")

* béznad u funkénich DNA Zivych bunék

» vznika po preruseni jednoho retézce a po otaceni komplementarnich vidken
kolem sebe

B-DNA

Nadsroubovicovda DNA




+ zavity nadsroubovice ve strukture DNA vznikaji (a zanikaji)
plsobenim enzymdi

- vznik nad$roubovice vyZaduje ukotveni koncti DNA (spinéno u
prokaryot i eukaryot)

* negativni nadSroubovicové vinuti se uplatnuje pri replikaci
DNA, rekombinaci, genové expresi a jeji regulaci

* nadSroubovice se objevuje v podobné mire u prokaryot i
eukaryot

Rotate 360°
One 360°
Cut one left-handed
strand rotation, ligate 7
Join ends Cut one
strand,
one 360°

Relaxed, nicked,
circular DNA

Relaxed covalently
closed DNA

right-handed
rotation

Negatively supercoiled,
covalently closed DNA




Take home message

* DNA obvykle tvori dvousroubovici, ve které jsou obé
vldkna drzena pohromadé vodikovymi vazbami mezi
komplementdrnimi pary bazi

- komplementarita obou rFetézcl dvousroubovice z DNA
¢ini velmi vhodny materidl pro uchovani a prenos genetické
informace

* retézce dvousroubovice DNA maji opacnou chemickou
polaritu

» funkéni molekuly DNA jsou v burikdch usporadany v
podobé negativni nadsroubovice




Struktura chromozomu u
prokaryot a vird

prokaryota a viry: dilezity zdroj informaci o strukture
DNA

- nizsi droven biochemické i genetické komplexity
- jsou monoploidni (obsahuji jednu sadu gent)

(nezaménovat s terminem ,haploidni*, ktery oznacuje
redukovany po¢et chromozomu v gametdch)

- maji jedinou sadu gent hesenou jedinym chromozomem,
ktery obsahuje jedinou molekulu nukleové kyseliny




Priklady prokaryot a vird

bakteriofag MS2
» genom v podobé jedné molekuly RNA
- velikost genomu: 3569 nukleotidu, 4 geny

bakteriofdg X174
* genom v podobé jedné molekuly DNA
- velikost genomu: 5386 nukleotidu, 11 gend

nejvétsi DNA viry (napr. fag T2) a Zivocisné pox viry
obsahuji kolem 150 gend

baktérie maji cca 2500-3500 gen, vétsinou na 1 molekule
DNA




Chybné predstavy o strukture
DNA v minulosti

prokaryotické chromozomy=nahd DNA (bez proteini)
eukaryotické chromozomy=komplexni vzhledem k velkému
zapojeni asociovanych proteint

divody zjednoduseni:

» EM snimky prokaryotickych chromozomi zndzornovaly
izolované molekuly DNA a ne funkéni chromozomy

- fotografie eukaryotickych chromozomi zndzorriovaly
kondenzované mitotické chromozomy, které rovnéz
nebyly ve funkénim stavu




Chromozom bakterie E.cols

délka molekuly DNA: 1500 ym
primérnad velikost buriky: 1-2m

* DNA je vysoce kondenzovand (posklddana)

- v kondenzovaném stavu mize byt DNA izolovdna
jemnym postupem (bez iontovych detergentt a za
pritomnosti vysokych koncentraci kationtt - napf.

polyamind, tj. bazickych pozitivné nabitych proteint nebo
solt)




Zpusob slozeni DNA E.coli

* DNA je organizovdna do cca 50 domén (smycek)
» kazdd smycka mad negativni nadsroubovicové vinuti
* na sklddani DNA se podileji RNA a proteiny

RNA cleaved

350 p.m 30 p,m

. Partial

Eachloop is RNase
independently digestion

supercoiled.
<

Partial

: DNase
(a) Circular, unfolded (b) Folded chromosome, (c) Supercoiled, digestion

chromosome actually 40 to 50 loops  folded chromosome

(d) Partially uncouled IES Nicked

chromosome DNA




Take home message

- molekuly DNA prokaryotickych a virovych chromozomt
jsou organizovany do negativnich nadsroubovicovych
domén

» bakterialni chromozomy tvori kruhové molekuly DNA,
které jsou ¢lenény do priblizné 50 domén




Struktura chromozomu eukaryot

» vysoka mira komplexity

- vétdinou diploidni (dvé sady chromozomu, kazda
od jednoho rodice)

» nekdy polyploidni (u rostlin)

* typické pritomnosti centromery a telomer




Velikost genomu a vyvojova
komplexita

- poCet genl je u eukaryot 2x - 15x vy33i nez u prokaryot

- velikost DNA je rddové vyssi (dusledek existence rozsdhlych
sekvenci bez kédujici funkce)

Mammals
Amphibia
Fishes

Primitive
chordates
Algae

Bacteria

Viruses

10

®
o ——+——10
*——+—@
o+
*——|——————®
o ——10
*-———-9
*10° 10° 107 10° 10° 10" 10" 10"

Genome size (nucleotide pairs per cell)




Velikost genomu

Srovndni délky DNA

» chromozom prokaryot (na 1 bunku £. co/): 1,5 mm
* chromozomy eukaryot (na jednu lidskou bufiku, haploidni stav): 1m

* DNA nejvétsiho lidského chromozomu: 8,5 cm (=85000 ym)

(jak se mize DNA této velikosti pri mitéze kondenzovat do
struktury o velikosti 0,5 ym x 10 ym?)




Chemickeé slozeni eukaryotickych
chromozomu: chromatin

- chromatin = komplex DNA a proteint (v mensi mire je zastoupena RNA)

- 2 typy chromatinovych proteint:

- bazické (v neutrdlnim pH nesou kladny ndboj) = histony

- kyselé (v neutrdlnim pH nesou zdporny ndboj) = nehistonové
chromozomové proteiny




Histony

- hlavni strukturni dloha v chromatinu

* v bufikdch pritomny v mnoZstvi, které koreluje s
mnozstvim DNA

- hlavni typy histont: H1, H2a, H2b, H3, H4

* bazické proteiny, v hojné mire zastoupeny
arginin a lysin (20-30% histonovych aminokyselin)

- vysoce konzervativni struktura histond,
pritomny témér ve vsech bunécnych typech

N*H,

Arginine




Ctyri typy histond jsou slozkami
nukleozomu

nukleozomy

+ elipsoidni dtvary (11 nm x 6,5 nm) vzniklé interakci H2a, H2b, H3 a
H4 s DNA

» podil na spravném slozeni DNA
- chemické modifikace histont mohou ovlivnit genovou expresi

* interakce mezi histony a DNA usnadiuji elektrické ndboje (DNA je
polyanion, histony jsou diky bazickym aminokyselindm polykationty)




Nehistonové proteiny chromatinu

- rzné u ruznych bunék (i v rdmci téhoZ organizmu)
* nepodili se na usporddani DNA v chromozomech

* U€ast na regulaci genové exprese




Pulzni gelova elektroforéza dokaze
rozdélit velké molekuly DNA

- dilkaz, Ze chromozom obsahuje 1 chromosome ==y Nucteotide
molekulu DNA number pairs

"4—25
million

- stridavé jsou aplikovana jsou dvé
elektricka pole v odlisnych dhlech

(90°)

— 950,000

- takto lze rozdélit velmi velké
molekuly DNA

— 610,000

* tato technika dokdze separovat
DNA jednoho chromozomu od DNA
druhého

— 220,000




Tri drovné sbaleni eukaryotickych
chromozomu: 1. nukleozomy

* EM: interfdzovda DNA vypadd jako provdzek s kordlky (nukleozomy)
» systém pravidelného navijeni DNA

- jadro nukleozomu tvori oktamer histont 2x(H2a+H2b+H3+H4) a
nadsroubovicova DNA o velikosti 146 pb

» Uplny nukleozom je stabilizovan histonem H1 a obsahuje DNA o
velikosti 166 nukleotidovych para

- vysledkem je interfdzové chromatinové vldkno o priméru 11 nm

Nucleosome core Complete nucleosome

Octamer of histones
2H2a+2H2b+2H3+2H4

Nucleotide pair 146

Octamer
:IZ nm of histones

Protruding Nucleosomes

histone \
tails

Nucleosome core, Linker DNA,

. . 146 nucleotide pairs varying in length
Nucleotide pair 1 Histone H1 of DNA wrapped as from8to 114
. . b 13/, turns around nucleotide pairs
166-Nucleotide-pair (b) an octamer of histones

(a) L— 11om — (b) length of DNA




2. chromatinové viakno o tloust'ce 30 nm

- patrné u EM snimkl metafdznich chromozom

- vznika v dusledku interakci mezi nukleozomy,
vznika vyssi droven vinuti, tzv. solenoid (30 nm
chromatinové vlakno)

» 1 zdvit solenoidu je tvoren 6 nukleozomy

Metaphase
chromosome 11-nm
30-nm nucleosomes

chromatin
fiber

‘-'.)'
§&  30-nm
2 / chromatin
; fiber

100 nm

20-nm DNA
molecule

*01'




3. kondenzace 30 nm vldkna pomoci
proteinového leseni ("scaffold"

* typické pro metafdzni chromozomy

* proteiny nehistonové povahy (napr.
topoizomerdza I, proteiny HMG,
transkripéni faktory, polymerdzy, atd.)
tvori proteinové leseni (,scaffold™)

+ leseni napomaha slozeni 30 nm vlakna
do struktury metafdzickych
chromozomd

EM: lidsky metafdzicky chromozom
po odstranéni histonl




Centromera

Spindle fiber

. 4 <
DNA of chroma@
\,

Centromere

z(Uzenad oblast chromozomu
misto vazby mikrotobult déliciho vieténka

nezbytnd pro sprdvnou segregaci chromozomt pFi
anafdzi mitdzy a meiozy
stejnd funkce - podobnd struktura u véech chromozom

obsahuje nukleotidové sekvence, na které se vazou
proteiny zprostredkovdvajici vazbu vreténka




Centromery u kvasinek

- 110-120 nukleotidovych pari
- 3 oblasti:

Oblasti I a IIT

- krdtké s konzervativnimi
hranié¢ nimi sekvencemi

- obsahuji vazebnd mista pro
proteiny

Oblast II
- bohata na AT (>90%)

Centromere
—

|<«-110 nucleotides |
(~40 nm of DNA) (~11 nm)

Conserveq elements

| 1 I
A A

A

ATAAGTCACATGAT - - TGATTTCCGAA
TATTCAGTGTACTA - 88bP/ 93%AT _ peranAGGCTT

Spindle-fiber microtubule




Centromery u
mnohobunécnych eukaryot

VVVVVV

mnohem vétsi a slozitéjsi nez u
kvasinek

obsahuji mnohonasobné se

opakujici sekvence 8\0 r. U

¢loveka 5000x - 15000x

opakovand sekvence alfa - tzv,

gfo,i)dni satelit dlouhy 171 padrd
azi

obsahuji vazebné sekvence pro
proteiny




Telomeres

Telomery

(z reltiny: telos = konec, meros = Cdst)

Human telomeres visualized
using fluorescent probes and
in situ hybridization.

T pm

Hermann J. Muller, 1938: prvni diikaz, Ze absence prirozenych konct
chromozomu drozofily (odstranénych rentgenovym zarenim)
Znemoznuje prenos chromozomu do bunék potomstva

Barbara McClintock, 1948: nové konce prerudenych chromozomi jsou
lepive a maji tendenci se spojovat za vzniku fuznich chromozomu;

normdlni konce chromozoma tuto vlastnost nemaji

problém s replikaci konct linedrnich chromozomd




Tri hlavni funkce telomer

- chrani konce linedrnich molekul DNA pred
deoxyribonukleazami

- brani fuzi konctd chromozomt s jinymi molekulami DNA

- umoznuje Uplnou replikaci konct linedrnich molekul DNA




Struktura telomer

obsahuji kratké nukleotidové sekvence, které se opakuji

stuktura opakujicich se sekvenci je u rtznych druht podobna
(Clovék TTAGGG, Tetrahymena TTGGGG, Arabidopsis TTTAGGG)

polet opakovdni téchto jednotek se lisi (u rlznych druhl, mezi
rdznymi chromozomy téhoz druhu i pri srovnani stejnych
chromozomu u riznych bunéénych typt)

u zdravého ¢lovéka se hexanukleotidy opakuji 500x - 3000x, s
vékem tento pocet postupné klesa

to neplati pro zdrodecné buriky a bufiky nddorové, kde se telomery
nezkracuji




Struktura telomer

- telomery tvori tzv. T smycky

- T smyCky vyuZivaji krdtkych jednoretézcovych Useku na koncich
DNA (3" konce presahuji 5" konce)

- jednoretézcové vldkno 3" konce se otdci, vytésriuje jedno vidkno
dvousroubovice v misté nékterého z pr'edchaze jicich opakovani
telomerické opakované jednotky

- pomoché proteiny POT chrani vyTesnene Jednor'eTezce pred
degradacim, tvorby smycek se U¢astni proteinové komplexy TRF1
a TRF2

V TRF-1
TRF-2 complex
complex




Hybridizace /n situ

Hybridization
probe
A
f A
ARTEEC
TTAGGG
I J

Y
Chromosomal Fluorescent
DNA sequence Dye

Visualization of human telomeres by using fluorescent dyes and
in situ hybridization.

_ Biotin ||  Avidin




Take home message

kazdy eukaryoticky chromozom obsahuje jednu velkou molekulu
DNA, kterd se sklddd do elipsoidnich Gtvart o priméru 11-nm
zvanych nukleozomy

kondenzované chromozomy, které jsou typické pro mitézu a
meidzu a také pro setrné izolované interfazové chromozomy se
skladaji z vldken chromatinu o pruméru 30-nm

v metafdzi jsou 30-nm vldkna se pomoci hehistonovych
chromozomovych proteint a chromozomového leseni usporddana
do domén

centromery jsou mista pro vazbu déliciho vireténka a telomery
maji specifické funkce na koncich chromozomu




