Nukleové kyseliny

dusikata ‘sacharid‘ .~ H.,PO,

baze
Slozent \ /
Dusikatd bdze - derivdty purinu a pyrimidinu nukleosid
Sacharid - ribosa, deoxyribosa \
H,PO :
3 nukleotid
NH, / \
0 0 0 N Y
%
HO—IlZII’—O—IlTI’—O— ||_O <N | J DNA RNA
OH OH OH O N

OH OH



Dusikata baze

derivdty purinu a pyrimidinu
v molekule NK se vyskytuji ¢tyri - dvé bdze .pyrimidinové" a dvé ,purinové"
DNA (adenin, guanin, cytosin, fymin) RNA (adenin, guanin, cytosin, uracil)
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tautomerni formy cytosinu

enolamin enolimin
(enoltautomer aminu) (enoltautomer iminu)

MNH; NH; NH

e
oxamin ‘Hl — ‘ N — ‘ T
(oxotautomer aminu)  '._

N0 “NF |\OH TN OH

A M B C

NH
oximin ‘HLNH D
(oxotautomer iminu) ~ AD

H

V téchto pripadech je oxoforma stabilnéjsi nez enolforma (99,9% smési)
aminovd forma stabilnési nez iminovd (97 % smési)

Kyslikaté derivaty pyrimidinu a purinu existuji (za fyziologickych podminek) prevazné v
oxoformé a dusikaté v aminoformé



Sacharid

pentozy - ribosa a deoxyribosa
ribosa sou¢dsti RNA, deoxyribosa sou¢dsti DNA
¢islovani
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Nukleosidy

vazba sacharid - bdze je N-glykosidicka
Adenosin, guanosin

Cytidin, thymidin, uridin
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Nukleotidy

nukleotid je nukleosidmono(di, tri)fosfat (fosfatovy ester na C; pentosy)

(d)Nukleosnd(mono)fosfa’ry

adenosinmonofosfat - AMP
guanosinmonofosfat - GMP
citidinmonofosfat - CMP
tymidinmonofosfat - TMP
uridinmonofosfat - UMP
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Nazvy a zkratky bazi nukleovych kyselin, nukleosidi a nukleotidu

Strukturni Baze Nukleosid Nukleotid
vzorec X = H) (X = ribosa, 2° -deoxyribosa) (X = ribosafosfat, 2° -deoxyribosafosfat)
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Oligo a polynukleotidy

primarni struktura

je urcend sledem nukleotidovych zbytk

vznika spojovdnim nukleotidi fosfodiesterovou vazbou

nomenklatura

zkraceny zapis struktury
vzdy od 5' konce

ACGT

Chemické slozeni
Deoxyribosa x ribosa
Thymin x uracil



sekundarni struktura

DNA - antiparalelni dvousroubovice
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cesta k rozlusténi sekundarni struktury (DNA)
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Chragaffova pravidla (pomér bazi v DNA) A
ukdzala na to, co s ¢im se pdruje

J. Donohue - bdze v tautomernich oxoformach
ukdazal na to, jakymi interakcemi se pdruje

R. Franklinova - RTG difrakéni analyza

J. Watson, F. Crick (1953) - dvojSroubovice




Komplementarita (pdrovani) bazi

spojovani bazi vodikovymi vazbami
H-méstky 2 u A-T, 3 u 6-C
nezameénitelnost bazi vede ke komplementarité vidken




struktura DNA

monosacharid + fosfdt lokalizace vné Sroubovice - hydrofilni povrch

bdze lokalizovdny dovnitr - hydrofobni

dvousroubovice ma dva zlabky velky (mélky a Siroky) a maly (hluboky a Gzky)
retézce maji antiparalelni uspordddni
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struktura DNA eukaryot

nukleosom s histonem H1

Core of eight
histone molecules

histony
vysoky kladny ndboj (Lys, Arg)
reverzibilni interakce s DNA (fosfat)

Nucleosome

Chromosome _

DNA
double
helix
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struktura DNA prokaryot

vétsina prokaryot (bakterie, archea) obsahuje jeden cirkuldrni
chromozom - ulozen v nukleoidu

obsahuji pouze jednu kopii genu (haploidnt)

neesencidlni geny uloZzeny v plasmidech mimo nukleoid

(b)



srovhani RNA x DNA

chemické slozeni
« thymin x uracil
 deoxyribosa x ribosa

tvar
« DNA dvousroubovice
* RNA jedno vldkno

biologicky vyznam
DNA _knihovna", RNA ,ndvod" - odrdzi velikost molekuly a Zivotnost

historie
RNA svét"

Viry jsou vyjimka



zdkladni typy RNA

rRNA
ribosomadlni - 80 %

tRNA
transferovd, prenosovd - 10-15 %
60 tRNA

mRNA
medidtorova, messenger
informacni - 5-10 %

RNA molekuly u £ coli

Relativni Molekulova PoCet Sedimentacni
zastoupeni hmotnost hukleotidi koeficient
(%) (kD) (S)

rRNA 80 1.2 x 103 3700 23

0.5 x 103 1700 16

3.6 x 101 120 5
tRNA 15 2.5 x 10! 75 4
mRNA 5 ruzné




struktura rRNA a mRNA
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struktura tRNA
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L, Ester bond~" & _ NH 3
Typické useky N
Komplementdrni dseky - stabilizace cR6
Otevrené rameno - vazba AMK cla RNA
. / c - G
An‘r.lko.do’nove rameno dH  molecule
Variabilni - rozliSovaci vlastnost pro AMK C K

Neobvyklé nukleotidy @
Vysokad specificita s
Projekce do roviny - jetelovy list

Intramolecular

base-pairing
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Nukleové kyseliny - vlastnosti

Denaturace a renaturace DNA
Spektrofotometrie
Sekvenace nukleovych kyselin (chemicka)



denaturace a renaturace DNA

Native (double helix) l

zvy3ovdni teploty - postupné rudeni vodikovych mistku
nejdrive A-T pak C-G

proces je vratny (x denaturace proteinl)

vyuziti (hybridizace, PCR, genové inzenyrstvi ... )

Denatured
(random coil)

Duplex &
DNA E As the temperature is
increased, the bases unstack,

= and hydrogen bonds break.
Adenine Thymme base pair
< ¥ H. '9# 7 \

Once nucleation has

occurred, renaturation is
rapid due to zippering.

Guanine-cytosine hase pair

Partially g i ,.CH;
: & unwound S
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s 4 Area rich

- j / = A

] T in A/T
S E g ;Jrzlase pairs Adenine (A) Th}’m| ne (T)

8 Totally denatured DNA
(separate strands)

At higher
temperatures, even
G/C-rich regions
are disrupted.

When the solution is returned
to lower temperatures,
complementary regions on
separate strands form base
pairs.



Spektrofotometrie

/ o p
A=-logT =log 7“ =g-c-d Lambert Beeruv zdkon

I, - intenzita svétla ,vstupni*, I - intenzita svétla ,vystupni®, ¢ - moldrni absorpcni (extinkéni) koeficient
c - koncentrace mérené latky, d - opticka drdha

UV-visible Spectroscopy and the
Beer-Lambert Law
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denaturace a renaturace DNA

|ze sledovat spektrofotometricky - svételnd absorpce vyssi u oddélenych bdzi
na teplotu tani DNA ma vliv mnoho faktorl (pH, ionty, zastoupeni bdzi)
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Urceni primarni struktury nukleovych kyselin

Maxam-Gilbertova chemickda metoda

Specifické $tépeni retézce v misté dané bdze
* G- DMS, piperidin
« A+G - DMS + kys. mravenci, piperidin
« T+C - hydrazin, piperidin
« T - hydrazin + NaCl, piperidin

« Pracnd, mdlo efektivni, ale univerzdlni a nezavisla na vstupnich datech
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piperidin dimetylsulfat hydrazin



Odstépeni purinu vlivem dimetylsulfidu (DMS nebo DMSO)
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MM Sample DNA

ﬂ Preparation of homogeneous
single-strand DNA

e Addition of *“P as 5’ phosphate
"ATTGAC|TTAGCC
0 Cleavage at specific nucleotides
N

e / —

‘G reaction | A reaction, |T reaction,  C reaction
with some | with some
G cleavage | C cleavage
(underlined) (underlined

'ATIGACTTAGCC ~ ‘ATTGACTTAGCC ~ ‘ATTGACTTAGCC  ‘ATTGACTTAGCC
*ATIGACTTA ‘ATTGACTTA "ATTGACTTAGC *ATTGACTTAGC
"ATT "ATTGACTT ‘ATTGACTTAG ‘ATTGACTTAG
"ATTG *ATTGACT "ATTGA
‘ATl "ATTGAC
ATTIGA
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From Mathews and van Holde: Biochemistry 2/e. © The Benjamin/Cummings Publishing Co., Inc.



'ATTGACTTAGCC  "ATTGACTTAGCC  ‘ATTGACTTAGCC  "ATTGACTTAGCC

"ATTIGACTTA "ATTGACTTA ‘AT IGACTTAGC "ATTGACTTAGC
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DNA Sequencing —

The Maxam & Gilbert
Method

Or

The Chemical Sequencing
Method



Syntéza nukleovych kyselin

Syntéza nha pevné fazi - prvni monomer zakotven na nosici

Cyklicky proces (automatizace)

Deblokace reagujicich skupin - vazba pres aktivované skupiny - promyvani
Vyuziti - pfiprava primert, umélych gend ..
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