Struktura, vlastnosti a vyznam nukleovych
kKyselin, DNA a RNA, DNA v jadre, histony,
chromatin.

Interakce DNA-protein, transkrip¢ni
faktory
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Nukleove base - purinove a pyrimidinové

Ribonukleosidy - base + ribosa
Deoxyribonukleosidy base + 2°- deoxyribosa

Nukleotidy, deoxynukleotidy — nukleosidy s fosfat.
skupinou
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Syn- a anti- adenosin
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Radioaktivni fosfat v ATP/dATP
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Vlakno DNA: fosfodiesterové vazby
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Typy NK:

DNA (jJaderna a mitochondrialni), rRNA, mRNA, tRNA,
malé molekuly RNA s ruznou funkeci

TRANSKRIPCE = prepis informace z DNA do RNA

DNA duplex: 5" ... TACGACGAGCTACG ... 3’
3" ... ATGCTGCTCGATGC ... 5’

RNA: 5 ... UACGACGAGCUACG ... 3

(reverzni transkripce: RNA > DNA, napt. mRNA > cDNA)



DNA

STRUKTURA:

2"-deoxyribosa

- thymin

- dvousroubovice+vyssi struktury
v jadre

FUNKCE:
- uchovavani genetické informace

RNAS

ribosa
- uracil
- jeden Fetézec, sekundarni struktura

- uloha v expresi genetické informace

Zakladni procesy kterych se ucastni:

- replikace,
transkripce (ssDNA as template)

- transkripce, translace

Localizace v bunce:

- jadro,
(mitochondrie)

Tvorba hybridi:

DNA x DNA
DNA x RNA
RNA x RNA

- jadro,cytoplasma
(mitochondria)



DNA, chromatin, histony

DNA je v jadre organizovana v chromatinu.
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Double helix of DNA

~ 10 base pairs
(3,5 nm)




(X

Watson and Crick.
In 1953 Watson and Crick deduced the structure of DNA, James Watsan (peering
up al their homemade model of the DNA melecule) was & young American
postdectoral student, and Francis Crick (peinting) was an English scientisl.



Konformace dvousroubovice DNA:

B-DNA: pravotoCivy helix, DNA v chromatinu, pfi nizSich
koncentracich soli

A-DNA: pravotocivy helix, pf1 vysSich konc. soli nebo v pritomnosti
alkoholu

Z-DNA: levotocCivy helix GC oblasti, pfi1 vySSich konc. soli nebo v pritomnosti alkoholu

RNA je jednovlaknova, (pokud je lokalné dvousroubovicova, konformace je podobna A-
formé¢ DNA



B-DNA

=144




Usporadani DNA v chromatinu:

Nukleosom > chromatinové vlakno > kondensovany chromosom.

Chromatin je dynamicka struktura, hraje aktivni roli pi1 transkripci.

Euchromatin, heterochromatin.



Nukleosomy

Histony: 2A, 2B, 3 a4 (celkem 8 molekul histonii)
DNA: 146 bp., necelé 2 otacky kolem histonového jadra + cca 40 bp. spacer

zmény ve struktufe histonti: acetylace/deacetylace histoni, "remodelace" multiproteinovymi
komplexy - vyznam pii transkripci



Nukleosom

Nucleosome




(a) Beads-on-a-String Conformation

<—~200bp —> Histone

10 nm

MNucleosome

(b) one Turn of Solenoid




DNA v jadre je organizovana v nukleosomy a vyssi struktury
(nukleosomoveé fady a chromatinova vlakna)

Histone de-methylation

Histone acetylation

<

ATP-dependent remodelling
< —>

—>
Histone deacetylation

Histone methylation

DNA methylation

'Open’' Chromatin Condensed chromatin fibre



DNA v jadfe je organizovana v nukleosomy a vysSi struktury (nukleosomove
fady a chromatinova vlakna)

naked duplex DNA

"beads-on-a-string"
created by formation
of nucleosomes

30nm solenoid

extended form of
chromosome

condensed section
of chromatin

mitotic
chromosome




Acetylace a deacetylace histonu
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(Signaling cascade)

Y
-
y
-
¥
-
!
' 4

Tronscription Transcription

Signaling to Chromatin

P e P



Genomova DNA:

Geny,
Satelitni DNA

Repetitivni DNA — LINES, SINEs, ...



NN

upstream introny

aktivacni
sekvence

Typicky eukaryoticky gen




Lidska genomova DNA (~ 3,3 x 10° nukleotidi)

Gény:
- protein-kodujici DNA *
- solitarni geny (vCetn€ intronu) do cca 15%
- duplikované geény, génove rodiny do cca 15%
- tandemové gény kodujici RNA, tRNA, snRNA a histony
(20-300 tandemovych kopii) 0,3 %

* Sekvence skute¢né kodujici proteiny (exony) jsou jen cca max. 1,5%.

,Mimogénova“ DNA (=repetitivni sekvence a bliZze necharakterizovana DNA).



Lidska genomova DNA (~ 3,3 x 10° nukleotidu)

Repetitivni sekvence:
- Satelitni DNA 3% genomu

a) opakovani 14-500 nt. o délce 20-100 kb (Casta v oblasti centromér)
- minisatelity (15-100 nt v délce 1-5 kd), jeji rozdily slouzi k
identifikaci jedince (DNA fingerprinting).
b) mikrosatelity (1-13 nukleotidii, nejcastéji jen 1-4 nt, o délce cca
150 nt)
- telomerova DNA (cca 15 kb) — opakujici se sekvence GGGTTA

- Mobilni DNA (= transposony, ,,roztrousena DNA, sobecka DNA*) celkem cca 45%
- DNA transposony 3%
- Retrotransposony 8%
- LTR-retrotransposony
- hon-LTR-retrotransposony
LINES (long interspersed elements) L1, L2, L3 21%
SINES (short interspersed elements) (Alu sekvence) 13 %

Blize necharakterizovana DNA cca 25%




Genom retroviru:

2 identické molekuly RNA (kazda 35S),
»cap“ na 3’-konci, polyA na 5-"konci

sekvence RNA kéduje:
gag - strukturni proteiny virové kapsidy
pol - reverzni transkriptasu (+ proteasu)

env - virovy obal

s == ==




Typy molekul RNA

'RNA - ribozomalni RNA (28S, 188, 5,6S, 5S)
MRNA - messengerova RNA
tRNA - transferova RNA

mal¢ jaderné RNA - u€ast pii1 sestithu mRNA, ipravach
rRNA v jadérku, ...



Ribosomalni RNA
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J—— 45S pre-rRNA

ISZSIG— RNA Pol. lll
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, 185, , 58S ZQS
mala velkd

podjednotka ribosomu

~200 kopii genu pro pre-rRNA

transkripce RNA pol. |., vystépeni

jednotlivych rRNA a slozeni ribozomalnich podjednotek

probiha v nukleolu

nukleové baze v 185, 28S a 5,8S jsou
&asto modifikovany pomoci snoRNP komplexU



Struktura ribosomu.
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Transferova RNA ma typickou sekundarni strukturu
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Sekundarni a terciarni struktura transferové RNA

Amino acid

Anticodon —"@%@é

Anticodon loop

Anticodon



Sekundarni struktury RNA

ia. DUPLEXES b. SINGLE STRANDED REGIONS

TTTTY
¢. HAIRPINS d. BULGES
HATRPIN LXK
HARRPIN 5TEM
NULGE SINGLE-BASE BULGE
e. INTERNAL LOOPS L JUNCTIONS
MISMATCIL  SYMMETRIC ASYMMETRIC THREFE STEM FOUR 5TEM

INTERSAL LOOP  INTERNAL LOOP



REGULACE TRANSKRIPCE
VAZBA DNA-PROTEIN

TRANSKRIPCNI FAKTORY



Ukazka N-blotu (GAPDH)




Transkripcni faktory

MODULY:

DNA-vazebna domena  Oligomerizacni oblast Transaktivacni
domeéna

Obecné transkripcni faktory:
(pro RNA polymerasu II)

TFIIA, B, D, E, F, H

TFIID komplex: TBP a TAFs

SPECIFICKE TRANSKRIPCNI FAKTORY
KOAKTIVATORY, KOREPRESORY



Priklady vazebnych motivil pro transkripcni faktory v DNA:

Sp1: GGGCGG
CREB: TGACGTCA
bHLH TFs: CANNTG (E-box)

E2F: TTCGCGC



Transkripcni faktory

DNA-vazebné domény:
1. basicka doména

2. ,zinc-finger®

3. ,helix-turn-helix”
Dimeriza€ni domény:

1. HLH (,helix-loop-helix®)
2. LZ (,leucine zipper®)

V transkripCnich faktorech jsou v kombinaci, napf. basic-HLH nebo basic-HLH-LZ (bHLH-LZ)

Transkrip€né-aktivacni domeény:

1. z kyselych aminokys. zbytkt (,acidic domains®)
2. bohaté na glutamin
3. bohaté na prolin



zinc-finger leucine zipper homeodoména
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Binding of transcription factor (HLH) to DNA




1. TF s basickou doménou
1.1 Leucine zipper (bZIP)

c-Jun
c-Fos
CREB
1.2 Helix-loop-helix (bHLH)
E12
E47
MyoD, Myogenin, Myf-5
ASH
NeuroD
1.3 Helix-loop-helix / leucine zipper (bHLH/ZIP)
USF
TFEB, TFEC, TFE3

c-Myc (L-myc, N-myc, B-myc)
Max, Mad, Mxil
E2F (1-5)

2. TF s zinc-finger doménou

Receptory pro steroidni hormony (kortikoidy, progesteron,
estrogen, androgeny)
Receptory pro thyroidni hormony
Receptory pro retinoidy
3. TF s Helix-turn-helix _doménou
Homeo doména (Hox proteiny)
POU doména (homeo + POU-specificka doména)
Paired domain = parova doména (samotna nebo v kombinaci s
homeo)

4. TF vazici se v obl. minor groove

(HMG skupina, TBP)



D¢kuji za pozornsot



Stépeni DNA mikrokokovou nukleasou na mono-, di, tri-,...nukleosomy




LINEs (délka 6-8 kb, cca 900 000x v genomu):

— —
5 1 kb 4 kb 5
ORF2
(Reverse transcriptase)
3 s
Direct Repeats 5 —|eleiiey GCTGA gy
nverted Repeats 5 — ool TCAGC gl

SINES (délka cca 300 bp.)

Nejcastéjsi jsou Alu sekvence (v poctu asi 700 tis - 1 mil. v genomu)



Double helix of DNA




DNA
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DNA wrapped around histone octamers to form nucleosomes

Mucleosomes compacted into a chromatin fibre
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Acetylace a deacetylace lysinového zbytku v histonech
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Overview of the sources of atoms in the newly
synthesized purine ring
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Enzymes 1n “salvage reactions” couple PRPP directly to purine bases
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