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Obsah

« Struktura nukleovych kyselin, stavebni kameny.

« Bdze ajejich tautomerni formy, nukleosidy,
nukleoftidy

« DNA, RNA a jeji typy, jejich primdarni a sekundarni
struktury, komplementarita bazi.

« Eukaryontni a prokaryontni genom.

 Metody studia. Denaturace a renaturace DNA,
hybridni struktury, chemické metody stanoveni
sekvence DNA (Maxam-Gilbertova metoda).
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Slozeni nukleovych kyselin

« Stavebni kameny
o Dusikaté bdze - purinové, pyrimidinovée
o Sacharid - pentosy ribosa, deoxyribosa
o H3PO,

o Struktura

o Bdze + monosacharid = (d)Nukleosid
o (d)Nukleosid + 5-fosfat = (d)Nukleotid
o (d)Nukleosid — di a trifosfaty
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Pentosy
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« Cislovani pozic s ¢arou
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Baze - derivaty purinu a pyrimidinu
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Pyrimidine Cytuslne Uracil Thymine

« Cislovani pozic

« Vyskytuji se 4 bdze
o 2 purinové a 2 pyrimidinovée
o alternuji uracil (obsazen v DNA, nikoli v RNA) a thymin (naopak)
o Dalsi sporadicky se vyskytujici bdze
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Nukleosidy

* N-glykosidy

« Nomenklatura NH2
o Adenosin, guanosin

B-Glycosidic linkage ( AN
o Cytidin, thymidin, uridin \ ) y N
Ev. deoxy- HO _—
g oo o ) N

*

H

\

HO OH

® Petr Zboril 2/8/2013 @4



Nukleotidy

« Fosfatovy ester na Cs
« Nomenklatura — (d)Nukleosid(mono)fosfaty

o AMP, GMP
o CMP, TMP, UMP .

- Daldi fosforylace >y -, - N 42
o anhydridy | | | ( /f\m
o (d)Nukleosiddifosfaty o#jypaoﬁhﬂﬁhn N _J
o (d)Nukleositrifosfaty 0 o 0 /v N
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Oligo- a polynukleotidy

« Spojovani nukleotidu
o Fosfodiesterova vazba
o Potfeba energie

« Sekvence nukleotidu - bazi

o Primdrni struktura
o Pofreba informace

« Smér Cteni
o OdJ5 k3 konci
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Formalni retezeni nukleotidu

 Fosfodiesterovd vazba
« Skutecnd reakce slozitéjsi — energie
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Vyssi strukturni urovne

Odlisnost DNA a RNA
o Vyvojové aspekty - RNA svét
o Stabilita DNA

Chemické slozeni

o Deoxyribosa x ribosa
o Thymin x uracil

Velikost molekuly

o RNA relativné malé proti DNA
o Vyjimka RNA viry

Slozitost struktury
o DNA povsechné dimer
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Struktura DNA

Etapy

Chragaffova pravidla — pomér bazi v DNA
A+G=T+C A=T G=C A+C=G+T

Donohue - bdze v tautomernich ketoformdach

Franklinovd —RTG difrakéni analyza

Watson, Crick (1953) — dvojsroubovice
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Struktura DNA

« Komplementarita bazi
o Energeticky vyhodné pdrovani
o H-muUstky 2 u A-T, 3u G-C
o Nenizcela automatické

Adenine (A) Thymine (T) Guanine (G)
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Struktura DNA

Sekundadrni struktura

o Sroubovice

VlIdknité molekuly
« Dimer
o Anfiparalelni

o Maly a velky
zAarez

« Jiné typy
Sroubovic 3aA

(A)
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Struktura DNA

« Poskladddani molekuly DNA u eukaryontu

o Uloha histon®
o Bazicita x fosfaty Cuccnsgoms
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Struktura RNA

« VSeobecné jednovidknovad

o Vyjimka nékteré viry
"o
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_0\ /
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Hlavni formy RNA

medidtorovd, messenger

MRNA

informacni-5-10 %

rRNA

ribosomalni — 80 %

tTRNA

transferovq,
prenosovd — 10-15 %
60 tRNA

e Minoritni
o SIRNA

o SNRNA
o SNORNA
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TABLE 5.2 RNA molecules in E. coli

Relative Sn::dilm:_njmlim‘j Mass Number of
N amount coefficient (kd) Sucleotides
I'ype (%0) (S)
Ribosomal RNA (rRNA) 80 23 1.2% 103 3700
16 0.55 % 103 1700
5 3.6 10! 120
Transfer RNA (tRNA) 15 4 2.5% 101 75
Messenger RNA (mRNA) 5 Heterogeneous
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Struktura t-RNA

* Projekce do roviny
o Jetelovy list

. Typ|cl<e useky

Oteviené rameno
Antikodonové rameno
Variabilni - rozliSovaci vlastnost
Neobvyklé nukleotidy - ¥
Vysokd specificita

Amino acid
attachment site

0O O O O

O

N

HN NH

OH OH
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Struktura t-RNA

« Prostorova projekce

« Typické Useky
o Oteviené rameno
o Antikodonové rameno

amino
acid

3 g
® Footer Text
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Struktura rRNA

« Jednovldkno s mnozstvim komplementdrnich Usekd
o Typické struktury — vidsenky qi.
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Denaturace a renaturace
DNA

o Oddélovani bazi — zanik H-muUstkU — vliv T

o Svételnd absorpce vyssi u oddélenych bazi, interakce ji snizuje
o Sledovdni procesu oddélovdni bazi — fetézcU

« Vratny proces
o Hybridizace fetézcu
« Ndstroj studia — homologie
« Metody - PCR, genové inzenyrstvi qi.
o Podle stupné oddéleni
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Denaturace a renaturace
DNA
« Spekira DNA

 Proces denaturace DNA
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Urceni primarni struktury

e Chemickd metoda Maxam-Gilbertova
Specifické (témér) stépeniretézce Cinidly

Pracnd, madlo efektivni, ale univerzalni a nezdavisld
o Modifikace bazi — DMS - puriny
o hydrazinolyza pyrimidinG
Stépeniretézce v misté této baze
o G -DMS, piperidin
o A+G - kys. mravendi, piperidin
o T+C —hydrazin, piperidin
o T-hydrazin + NaCl, piperidin
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Destrukce bazi a stépeni retezcu
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Sekvenace DNA

« Schema metody

» |lustrace postupu
o Odzndme sekvence
k vysledku
Jen znacené fragmenty
viditelné (jsou i dalsi)

® Footer Text

Figure 4A.4 Sequencing an oligonucleotide by the
Maxam-Gilbert method
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(h)

Sekvenace DNA

« Schema metody

» |lustrace postupu
o Od vysledku k sekvenci
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Synteza oligonukleotidu

Monomer 1 Monomer 2
He O~ Bese 1 nm—oj_\ax’““*mfﬂ“'?

.« Syntéza na pevné fazi '

o Monomery s aktivovanymi a p el NapL

chrdné&nymi skupinami suppor _— '

o Prvni zakotven na nosici l‘”ga““'d*

o Deblokace reagujicich skupin om0 e

o Vazba T

o Promyvani MeO—p—0

o Cyklicky proces - automatizace

- . o
i PrlprGVG prlmeru g;;jifl::;:;ﬁ: Zner

o Kfm,ercm zalezitost . Lf.m;:?as; ¥ ZnBr,
« Umele geny N

Mel
0

Repeat process with
¥ monomer 3, monomer 4, etc,
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Synteza oligonukleotidﬁ

" iﬂﬁ
ENEN
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« Fosforamiditinovd metodo
« Komercéné dostupné
oligonukleoftidy — primery

« Vlastni primery

« Umélé geny

« Modifikované geny 1 u @

7 [D]
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Synteza oligonukleotidu

« Umele geny Table 12.3
o Deli geny po castech Some Chemically Synthésized Genes
Gene Size (bp)
tRNA 126
a-Interferon 542
Secretin 81
y-Interferon 453
Rhodopsin 1057
Proenkephalin 77
Connective tissue
activating 280
peptide II1
Lysozyme 385
Tls§ue plasminogen 1610
activator
c-Ha-ras 576
RNase T1 324
Cytochrome b s 330

Bovine intestinal Ca-

binding protein 298
Hirudin 226
RNase A 375
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