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1. Struktura kwasow nukleinowych

1.1. Sktadniki kwaséw nukleinowych

' Tabela 1. Porownanie Rw

Cecha

asu rybonuRleinowego i deoksyrybonukleinowego
RNA DNA

Pentoza

Zasada azotowa

IKwas ortofosforowy

StruRtura przestrzenna

Funkcja

Lokalizacja

Ryboza

Puryny: adenina, guanina.
Pirymidyny: cytozyna, uracyl.

Tak. Reszta kwasu ortofosforowego
nadaje tadunek ujemny.

Jednoniciowa: sktada sie z
pojedynczej nici nukleotydow,
jednakze moga powstawac ztozone
struktury przestrzenne. Czasami moze
powstawac¢ dwuniciowa, np. u
wirusow lub siRNA.

Synteza biatka, regulacja ekspresji
genow, inicjacja replikacji, wycinanie
introndw, przemieszczanie sie
transpozonow, synteza telomerow.

Jadro, organella, cytoplazma.

Deoksyryboza, w pozycji 2’ pentozy
wystepuje H zamiast OH. Powstaje w
wyniku redukcji rybonukleotydow.

Puryny: adenina, guanina.
Pirymidyny: cytozyna, tymina. Tymina
jest analogiem uracylu.

Tak. Reszta kwasu ortofosforowego
nadaje tadunek ujemny.

Dwuniciowa: dwie nici tworza
podwojna helise.

Jest materiatem dziedzicznym.

Jadro, organella.
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1.2. Synteza nukleotydéw w komérce

W komoérce deoksyrybonukleotydy powstaja z rybonukleotydéow przez redukcje rybozy do
deoksyrybozy.

Rybonukleotydy sg zawsze syntetyzowane de novo, natomiast deoksyrybonukleotydy powstaja w
wyniku modyfikacji rybonukleotydow, redukcji i metylacji.

1.2.1. Redukcja

Redukcja to  przejscie z

wyzszego stopnia utlenienia na APPO Base PPO Base
nizszy poziom. Redukcja rybozy O > O

polega na zastgpieniu grupy OH St

w pozycji 2’ przez atom wodoru HO OH mﬁh ‘\\ HO H

(Rys. 1.2.1a). a B

Reakcja redukcji g
rybonukleotydow jest Rys. 1.2.1a. Reakcja redukcji rybonukleotydéw do

przeprowadzana przez deoksyrybonukleotydow.

reduktaze rybonukleotydowa. Enzym zbudowany jest z dwdch homodimerycznych podjednostek.
Centrum aktywne zawiera trzy czasteczki cysteiny i jedng glutaminy (Rys. 1.2.1b). Centrum
aktywne jest niemal
identyczne u wszystkich Pro- i

Q Eukariota, co wskazuje na

O&‘cvs wspolnego  przodka  oraz

4 0 pochodzenie tego enzymu z

GQ'?GIU @ cg okresu przed ewolucja DNA

fﬁ'g ,,«,f-?qf‘g jako materiatu genetycznego.
O o Cys

o)
Podjednostki ludzkiej
g reduktazy rybonukleotydowej
SR i
OCys\J (hRR) to podjednostka o (R1)

zawierajaca centrum aktywne
oraz mniejsza podjednostka 3
(R2), ktéra zawiera kofaktor w
postaci wolnych rodnikow.
Dwie identyczne podjednostki
o 43cz3 sie z dwoma identycznymi podjednostkami 3, tworzac aktywny enzym, of3; (Rys. 1.2.1c).

Rys. 1.2.1b. Podjednostka R1 reduktazy rybonukleotydowe;.
Centrum aktywne zawiera trzy czasteczki cysteiny i jedna
glutaminy. Dwie podjednostki tworzg aktywny dimer.

Zaleznos¢ od wolnych rodnikoéw jest unikalng cechg wszystkich reduktaz rybonukleotydowych.
Wolne rodniki na ogét sg szkodliwe na organizmu. W przypadku reduktazy rybonukleotydowej
powstaja one w podjednostce [, a nastepnie przemieszczane s3 do podjednostki o, gdzie
wytwarzane sg deoksyrybonukleotydy.
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Rys. 1.2.1c. Struktura ludzkiej reduktazy rybonukleotydowej, hRR (Brignole et al. 2018).

Aktywnos¢  reduktazy  rybonukleotydowe]  jest
regulowana za pomocg stezenia ATP/dATP aby nie
dopusci¢ do nagromadzenia sie zbyt duzej ilosci
deoksyrybonukleotydow. Jezeli stezenie ATP w
komdérce jest wysokie, ATP przytgcza sie do miejsca A
W enzymie, co jest sygnatem do dimeryzacji i produkcji
deoksyrybonukleotydow. Jezeli w komorce jest wysokie
stezenie dATP, to dATP przytacza sie do miejsca A.
Prowadzi to do potaczenia sie trzech par podjednostek
o i utworzenia stabilnej heksamerycznej struktury w , 2, »
ksztatcie pierécienia (Rys. 1.2.1d). Struktura ta ’ -

. ) ; , Rys. 1.2.1d. Nieaktywna forma ludzkiej
zapobiega dalszej syntezie deoksyrybonukleotydow. reduktazy rybonukleotydowej w ksztatcie

Ze wzgledu na istotng  role  reduktazy Pierscienia ztozonego z trzech par
rybonukleotydowej w replikacji enzym ten jest waznym Podjednostek o (heksamer).

celem chemioterapii antynowotworowej. Jednym z najwczesniej opisanych inhibitoréw hRR jest
hydroksymocznik — zwigzek organiczny z grupy amiddéw, hydroksylowa pochodna mocznika.
Blokuje on centrum dwuzelazowe i tym samym blokuje dziatanie enzymu.

Inhibitory reduktazy rybonukleotydowej najczesciej rozwijano na bazie modyfikacji naturalnie
wystepujacych  nukleozydow. Przyktadem jest gemcytabina, ktéra jest analogiem
2'deoksycytydyny. Zwigzek ten po wstawieniu do DNA powoduje zahamowanie syntezy. Ponadto
prowadzi on do nieodwracalnej inhibicji hRR. Gemcytabina jest wykorzystywana do leczenia
nowotwordw trzustki, jednakze nieodwracalne hamowanie syntezy DNA prowadzi do licznych
efektdw ubocznych.
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Nowa generacja lekow przeciwnowotworowych odchodzi od wykorzystywania analogéw
nukleozydéw. Poszukuje sie zwigzkdw o wyzszej selektywnosci i dziataniu odwracalnym.
Przyktadem takiego zwigzku jest NSAH (acylohydrazon naftylo-salicylowy). NSAH blokuje miejsce
interakcji rybonukleotydu z hRR przez tworzenie silnych wigzan wodorowych z seryng w pozycji
217 i cysteing w pozycji 218. W efekcie wyczerpuje sie pula deoksyrybonukleotydow i zostaje
zahamowana synteza DNA.

1.2.2. Metylacja

Metylacja to przytgczenie
grupy metylowej. W trakcie

syntezy pirymidyn w komorce HN/JKS @ Enzym-SH
powstaje uracyl, ktdry nie jest

)

sktadnikiem DNA. Syntetaza o7 Sy~ H HS-enzym

tymidylowa katalizuje ‘ _ decnyribose-P

metylacje ~ dUMP  (kwas g el dTMP

deoksyurydylowy) do dTMP duMP

(kwas deoksytymidylowy).

Metylacja utatwia Rys. 1.2.2a. Reakcja metylacji dUMP katalizowana przez syntetaze
tymidylowa.

identyfikacje uszkodzen DNA
i ich naprawe. Donorem grup metylowych jest N°N°-metylenotetrahydrofolian, rzadziej S-
adenozylometionina.

Szybko dzielgce sie komérki wymagajg duzych
ilosci dTMP dla syntezy DNA, co zwigzane jest
z wysoka aktywnoscig syntetazy tymidylowe;.
W komorkach nowotworowych  czesto
obserwuje sie nadekspresje tego enzymu.
Dlatego terapia przeciwnowotworowa czesto
polega na inhibicji syntetazy tymidylowe;.
Strategia ta jest skuteczna w przypadku
nowotworow jelita grubego, piersi i trzustki.

Wyroznia sie inhibitory syntetazy tymidylowej
bedace analogami pirymidyn, inhibitory bedace
analogami  kwasu foliowego oraz inne
specyficzne inhibitory. Do analogow
Rys. 1.2.2b. Kompleks syntetazy tymidylowej z pirymidyny  zalicza sig fluorouracyl, ktory
dUMP. przeksztatca sie w kwas

fluorodeoksyurydylowy. Ten ostatni jest
inhibitorem syntetazy tymidylowej, co prowadzi do niedoboru dTTP i zahamowania syntezy DNA.
Ponadto fluorouracyl moze by¢ wtaczany do RNA w miejsce UMP. Prowadzi to do zahamowania
syntezy biatka.

Prof. dr hab. Roman Zielinski, prof.romanzielinski@ @gmail.com 4722



CO4A. Biologia molekularna

Lekarski

20-22-03-2024.

1.3. Charakterystyka sktadnikéw kwasow nukleinowych

Skiadnik :Az:j:eczhowa sz ;’:11)(/);(1:;] Stk
Ryboza 150 - - -
Deoksyryboza 134 - - -

Kwas ortofosforowy |98 - - -

Adenina 135 260,5 13,40 0,13

Guanina 151 276,0 8,15 1,04
Cytozyna 111 267,0 6,10 0,58

Tymina 126 2645 7,90 0,53

Uracyl 112 259,0 8,20 0,17

@ Lo dtugo$¢ fali, przy ktorej dana
substancja pochtania
Swiatto. Kwasy nukleinowe pochtaniaja
Swiatto w zakresie dtugosci fali 260
nm, co oznacza zakres promieniowania
uv-C. Biatka najintensywniej
pochtaniajg $wiatto przy dtugosci fali
280 nm (UV-B, na granicy z UV-().
Roznica pomiedzy
nukleinowymi a biatkami w odniesieniu
do  dtugosci fali, przy  ktorej
maksymalnie jest pochtaniane swiatto
wykorzystywana jest w
spektrofotometrycznej ocenie ilosci

maksymalnie

kwasami

Rys. 1.3a. Spektrofotometr do pomiaru zawartosci i
DNA i obecnosci zanieczyszczen. Jezeli  oceny czystosci kwasow nukleinowych.

stosunek absorbancji przy 260 nm do
absorbancji przy 280 nm wynosi 1,8-2,0 to préba zawierajgca kwasy nukleinowe nie
zawiera zanieczyszczen. Jezeli stosunek wynosi 1,5, to 50% substancji w probie stanowia
biatka.

@ e Wspotczynnik ekstynkcji lub masowy wspotczynnik atenuacji, wspotczynnik okresla
tatwosc¢ penetracji danego materiatu przez promienie swietlne.
OD: absorbancja okresla zdolnos$¢ substancji do pochtaniania $wiatta. Stanowi ona
logarytm dziesietny stosunku S$wiatta odbitego od substancji do ilosci S$wiatta
dostarczonego do substancji. Ilo$¢ Swiatta, ktdra zostata pochtonieta przez materiat zalezy
od gestosci, a w przypadku roztwordw gestos¢ zalezy od stezenia. Pomiar absorbancji
wykorzystuje sie do oceny zawartosci kwasow nukleinowych w prébie (Rys. 1.3b).
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260 nm,
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Element dyspersyjny z kwasem
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Rys. 1.3b. Zasada pomiaru spektrofotometrycznego zawartosci kwaséw nukleinowych w probie.

Absorbancja zalezy takze od dtugosci drogi, ktérg musi przebyc swiatto. Na ogot podaje
sie jg zazwyczaj dla drogi rownej 10 mm (1 c¢cm). Oznacza to, ze kuweta, w ktdrej mierzy
sie zawartos¢ DNA powinna miec szerokos¢ 10 mm. Jezeli jest ona szersza lub wezsza to

nalezy dokona¢ odpowiedniego przelic

zenia.

Nalezy pamieta¢, ze OD to stezenie, a nie zawarto$¢ w probie. Dla kwasow nukleinowych

OD = 1 odpowiada 50 pug dsDNA, 33 pg ssDNA i 40 pg ssRNA w 1 ml roztworu. Jezeli

kuweta pomiarowa zawiera mniej niz jeden mililitr, a chcemy obliczy¢ ile DNA znajduje

sie w roztworze to musimy takze to uwzglednic.

1.3.1. W wyniku izolacji kwasow nukleinowych z komorek cztowieka otrzymano 3 ml roztworu

~ DNA. Wartos¢ OD dla badanej proby wyniosta 2,5. Pomiaru dokonano w kuwecie o dtugosci

drogi 10 mm oraz objetosci 1 mL

A. Ile DNA wyizolowano?
B. Ile DNA byto w kuwecie?

1.3.2. W wyniku izolacji kwaséw nukleinowych z komorek Escherichia coli otrzymano 1,5 ml
roztworu RNA. Wartos¢ OD dla badanej proby wyniosta 3,8. Pomiaru dokonano w kuwecie o

dtugosci drogi 10 mm oraz objetosci 0,5 ml

A. Ile RNA wyizolowano?
B. Ile RNA byto w kuwecie?

1.3.3. W wyniku izolacji kwasoéw nukleinowych z komdrek cztowieka otrzymano 0,5 ml roztworu
DNA. Z roztworu pobrano 0,1 ml, uzupetniono woda do 1 ml i przeniesiono do kuwety o
pojemnosci 1 ml i dtugosci drogi 10 mm. Absorbancja wynosita 0,4 OD.

A. Ile DNA byto w kuwecie?
B. Ile DNA wyizolowano?

C. Ile DNA pozostato w probie po dokonaniu pomiaru?

Prof. dr hab. Roman Zielinski, prof.romanzielinski@ @gmail.com
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1.4. Kwas rybonukleinowy
»1.4.1. Wiazanie fosfodiestrowe

W rybonukleotydach zasady azotowe potgczone s3 z ryboza w pozycji 1° natomiast grupa
fosforanowa jest przytgczona w pozycji 5 rybozy. Rybonukleotydy oznaczamy jako UMP, CMP,
AMP, GMP w przypadku pojedynczej reszty fosforanowej, natomiast tréjfosforany zapisujemy jako
UTP, CTP, ATP, GTP. Rybonukleotydy t3cza sie ze sobg za pomoca wigzania fosfodiestrowego,
ktére powstaje pomiedzy grupa OH pentozy w pozycji 3’ oraz OH reszty kwasu ortofosforowego w
pozycji 5. W RNA wystepuja monofosforany, natomiast substratem do reakcji syntezy RNA s3
trojfosforany. Synteza RNA zachodzi w procesie transkrypcji, czyli przepisaniu informacji zawartej
w DNA na RNA. Nowa czgsteczka RNA powstaje w kierunku od 5' do 3' na nici DNA o orientacji
przeciwnej — 3' do 5'. Proces syntezy jest katalizowany przez polimerazy RNA.

(l)- (I)
()-—II’:() ()_|I’=()
(|) (l) |
(I‘H: [base (I H: hdscl
2 | N\
He” \CH HC CH
3’ ,
L
H(I‘—(I‘H H(I (IH
OH OH ‘I’ OH
S el
OH |
o |IJ 0 (l)
| B 5’ (lll ‘hdSCI
O 0
I | H(/ \Lll
(IH la.scl
ne”” \(_“ lKl—LI'll
HC=——CH OH OH
OH oH

Rys. 1.4a. Tworzenie wigzania fosfodiestrowego pomiedzy grupami wodorotlenowymi w pozycji C5’ rybozy
jednego nukleotydu oraz w pozycji C3’ drugiego nukleotydu. W wyniku reakcji powstaje czgsteczka wody.
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1.4.2. Wtasciwosci RNA

Prosze wej$¢ na strone: https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/biomacromolecular-
structures-introduction-ebi-reso/rna

Jest to strona EMBL-EBI, Europejskiego Instytutu Bioinformatyki. Korzystajac z zawartych na tej
stronie informac;ji prosze podac.

A. Na czym polega réznica chemiczna miedzy deoksyrybozg i rybozg?

B. Jak roznica miedzy ryboza i deoksyrybozg wptywa na stabilnos¢ czasteczki?

C. Jakie zasady azotowe wystepuja w RNA i czym roznig sie od zasad w DNA?

D. Czy struktura RNA zawsze jest jednoniciowa? Uzasadnij odpowiedz.

1.4.3. Funkcja RNA

Korzystajac ze strony EMBL-EBI oraz zasobdw Internetu prosze podac funkcje.
A. mRNA

tRNA

rRNA

. NcRNA

circRNA

miRNA

nAmonNnw

1.5. Kwas deoksyrybonukleinowy

» DNA odkryt Friedrich Miescher w 1869 r. Zauwazyt on, ze jadra leukocytow traktowanych kwasem

wykazywaty tendencje do strgcania sie. Otrzymany osad nazwat on nukleing. Albrecht Kossel
wykazat, ze kwasy nukleinowe zawierajg zasady azotowe: puryny i pirymidyny, cukier oraz reszte
kwasu ortofosforowego.

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest organicznym polimerem. Chemicznie DNA jest
zmodyfikowanym RNA — jego zredukowang i zmetylowang forma.

Podobnie jak RNA,
DNA zbudowany jest z
czterech typoéw
monomerow zwanych
nukleotydami. Réznig
sie one zasada

azotowa. Kazdy
nukleotyd zawiera
cukier: deoksyryboze,
reszta kwasu

ortofosforowego oraz
jedna z czterech zasad
azotowych: cytozyne
(@,  tyming (),
adenine (A), guanine
(G). Nukleotydy w DNA
zapisywane s3 jako dCMP, dTMP, dAMP, dGMP, natomiast tréjfosforany jako: dCTP, dTTP, dATP,

Rys. 1.5. Moderl DNA potaczonego z biatkami, gtdwnie histonami.
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dGTP. Litera ,d” oznacza deoksyryboze i pozwala odrézni¢ deoksynukleotydy od rybonukleotyddw.
Ni¢ DNA taczy sie z nicig komplementarng tworzac dwuniciowg czasteczke (podwdjna helise). Nici
potaczone sg wigzaniami wodorowymi powstatymi pomiedzy komplementarnymi zasadami
azotowymi. Optymalizacja katow miedzy wigzaniami wodorowymi powstatymi miedzy parami A-T
i G-C powoduje, ze 10,4 par zasad przypada na pojedynczy skret. Jest to tzw. forma B. Odczytanie
sekwencji DNA wymaga rozerwania wigzan wodorowych pomiedzy dwoma niciami — jest to tzw.
topnienie.

1.5.1. Wtasciwosci DNA

Na podstawie informacji o budowie DNA podanych na wyktadzie oraz w Internecie prosze
odpowiedziec na pytania.

A. Co oznacza, ze ni¢ DNA jest polinukleotydem?

B. Jakie komponenty wchodza w sktad nukleotydéw DNA?

C. Dlaczego nukleotydy w DNA okresla sie jako deoksynukleotydy?

D. Jaka jest orientacja nici DNA i dlaczego?

E. Jak potaczone s3g dwie nici DNA w podwaojnej helisie?

F. Co oznacza pojecie ,para zasad™?

1.5.2. Materiat genetyczny wirusow

Prosze wejsc na strone: https://viralzone.expasy.org/ i wykorzystujac pasek przeszukiwania prosze
podac typ materiatu genetycznego, ktory wystepuje u nastepujacych wirusow ludzkich.
A. Metapneumovirus
Cytomegalovirus
Rotavirus B
Hepatitis delta virus
Dependoparvovirus

Flavivirus
PTLV-1

AamMmOoONw

2.Sekwencje nukleotydowe w bazach danych

2.1. Bazy danych

# Wraz ze wzrostem liczby sekwencji w biologicznych bazach danych, bioinformatyka oraz biologia
obliczeniowa staty sie nieodtgcznym elementem biologii molekularnej i genetyki. Metody
bioinformatyczne wykorzystywane sg do identyfikacji genow, polimorfizmu nukleotydéw (SNP),
ale takze analizy duzych zbiorow danych jakie otrzymujemy z projektéow sekwencjonowania
genomow i transkryptoméw. Wiekszos¢ badan dotyczy analizy sekwencji, sktadania genomdw,
poszukiwania gendw, projektowania lekow, modelowania i porownywania biatek, analizy
interakcji, analizy sprzezen, analiz ewolucyjnych i filogenetycznych. Narzedzia, ktére umozliwiaja
analizy wykorzystuja matematyke dyskretna, teorie mnogosci, teorie systemow, teorie graféw,
analize matematyczna, statystyke i geometrie.

Liczba baz danych systematycznie zwieksza sie. W 2019 roku byto 148 baz danych, z czego 59 baz
byto nowych, a 79 baz byto uzupetnione i unowoczesnione. Bazy danych s3 corocznie opisywane
w czasopismie Nucleic Acid Research, w specjalnym numerze poswieconym bazom danych. Bazy
pogrupowane s3 wedtug typow:
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@ sekwencje nukleotydowe, struktury i regulacja transkrypcji;
@ sekwencje aminokwasowe i struktury biatek;

@ szlaki metaboliczne i sygnatowe;

@ genomy wirusow, bakterii, pierwotniakdw i grzybéw;

@ genom cztowieka i organizméw modelowych;

@ zmienno$c¢ genomu ludzkiego;

@ bazy roslinne;

@ inne.

2.1.1. INSD: Miedzynarodowa baza danych sekwencji nukleotydowych

INSD (International Nucleotide Sequence Database) jest miedzynarodowg inicjatywa, ktéra skupia
trzy bazy danych, bedace repozytoriami sekwencji nukleotydowych wszystkich organizmoéw. Sa to:

@ DNA Data Bank of Japan
@ EMBL: European Bioinformatics Institute
@ GenBank (National Center for Biotechnology Information. NCBI).

Bazy s3 synchronizowane w trybie dziennym tak aby kazda zawierata te samg informacje.
Natomiast dane nie s3 podawane wedtug jednego standardu, co utrudnia krzyzowe korzystanie z
baz nawet w zakresie liczby zdeponowanych danych. Pomimo koordynacji otrzymane wyniki
podawane sg w roznigcych sie formatach. W przypadku duzych genomdéw, dane z EMBL moga
utatwiac analize, gdyz podawana jest sumaryczna strona z odnosnikami do informacji o genach,
transkryptach etc.

Bazy wspotpracuja z Archiwum zawierajagcym odczyty z sekwenatoréw: SRA (Sequence Read
Archive). Archiwum znajduje sie na stronach NCBI i mozna pobiera¢ dane lub pracowaé¢ w
chmurze. Wowczas konieczne jest zalogowanie sie z kontem w Google oraz utworzenie wirtualnej
maszyny (np. Oracle VM Virtual Box).

SRA - Now available on the cloud

Sequence Read Archive (SRA) data, available through multiple cloud providers and NCBI servers, is the largest publicly available repository of
high throughput sequencing data. The archive accepts data from all branches of life as well as metagenomic and environmental surveys. SRA
stores raw sequencing data and alignment information to enhance reproducibility and facilitate new discoveries through data analysis

Getting Started Tools and Software Related Resources
How to Submit Download SRA Toolkit Submission Portal
How to search and download SRA Toolkit Documentation Trace Archive
How to use SRA in the cloud SRA-BLAST dbGaP Home
Submit to SRA SRA Run Browser BioProject
SRA Run Selector BioSample

Rys. 2.1a. Zrzut ekranu strony dostepowej do SRA.
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S NCBI Resources ® How To &
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=S NCBI | All Databases v | ‘

National Center for
Biotechnology Information

" UNITE
A A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.

Ending

Structural LEARN MORE
Racism D
nin.govtending structurabeacism
NCBI Home Welcome to NCBI Popular R
Resource List (A-2) The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to biomedical PubMed
All Resources and genomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Ce
Data & Software BLAST
= Nucleoti
DNA & RNA Submit Download Learn feleotce
Genome
Domains & Structures Deposit data or manuscripts into Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a
Genes & Expression NCBI databases computer class or watch a tutorial SNP
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Genetics & Medicine
Protein
Genomes & Maps
PubChem
Homology
Literature
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Sequence Analysis Three outd:
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Taxonom:
. Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and retire in Apt
Training & Tutorials libraries to build applications data analysis task collaborative projects

Tha Rennn

Variation
NCBI will as

Rys. 2.1b. Zrzut ekranu strony dostepowej do NCBI (GenBank)

2.2. Definicje

@ Ni¢ sensowna: ni¢, ktdéra ma takg samg sekwencje (kolejno$¢ nukleotyddw) jak mRNA.

@ Ni¢ antysensowna ma sekwencje komplementarng do nici sensownej i stanowi matryce do
transkrypcji.

@ Pojecie nici sensownej i antysensownej ma znaczenie porzadkujgce, umozliwia
zachowanie standardu w zapisie DNA w bazach. W rzeczywistosci nie ma nici sensownej,
gdyz jedna ni¢c DNA moze zawiera¢ zarowno fragmenty sensowne jak i antysensowne.
Przyktadowo, dana ni¢ moze byc¢ nicig sensowng dla genu A, natomiast dla genu B moze
by¢ nicig antysensowna.

@ W bazach danych zawsze podawana jest jedna ni¢ DNA, zawsze od korica 5 do 3. Dla
genow, ktorych produkty (mRNA, biatko) s3 znane zawsze jest to ni¢ sensowna. Dla
pozostatych sekwencji, potencjalnych gendéw nie wiemy, czy ni¢ zapisana w bazie jest
nicig sensowna. Dlatego, gdy na jej podstawie przewidujemy sekwencje mRNA oraz biatka
nalezy uwzgledni¢ wszystkie mozliwosci transkrypcji zardwno na nici zapisanej w bazie
jak i komplementarnej do niej. Jezeli sekwencja DNA w bazie zostata otrzymana na bazie
mRNA (tzw. cDNA) to nie zawiera ona intronow i jest sekwencjg sensowna.
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3.Struktura rekordu sekwencji nukleotydowej w bazie NCBI

# 3.1. Baza NCBI

Jedng z najczesciej wykorzystywanych baz jest NCBI (National Centre for Biotechnology
Information), ktéra zawiera zaréwno sekwencje nukleotydowe, biatkowe, genomowe jak i
narzedzia do analizy. Liczba zdeponowanych sekwencji w NCBI znacznie wzrosta w latach 1990-
2010. Od 2010 r. obserwuje sie wzrost zdeponowanych sekwencji catych genoméw (Rys. 3.1a)

Sequences
10,000,000,000 GenB..

— WGS

100,000,000

Rys. 3.1a. Liczba sekwencji

nukleotydowych zdeponowanych

w Banku Gendw. Linia niebieska

oznacza pojedyncze sekwencje.

Linia czerwona to sekwencje

pochodzace z sekwencjonowania
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 genomow.

1,000,000

10,000

0

Baza NCBI potaczona jest z podobnymi bazami w Japonii (DDBJ) oraz w Europie (ENA). Sekwencje
nukleotydowe zdeponowane s3 w Banku Genow (GenBank) dostepnym z poziomu NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dane w Banku Gendéw uaktualniane sg co dwa miesigce.

Aby poszuka¢ sekwencji w Banku Gendéw nalezy ze
Popular Resources strony NCBI wejs¢ do bazy oznaczonej jako

[ PubMed ,nucleotide” (Rys. 3.1b), wpisa¢ nazwe lub numer
Bookshelf poszukiwanej  sekwencji, np. “hemoglobin” i
PubMed Central

s zaakceptowac. Wyniki wyszukiwania zawierajg wiele

" sekwencji oraz dane z sekwencjonowania genomow,
co utrudnia poruszanie sie po bazie. Przyktadowo,

Genome
a5 SNP poszukiwanie sekwencji hemoglobiny zwraca 197 960
Gene wynikow (Rys. 3.1c), ktore nalezy zawezi¢, aby znalezc
Protein interesujgce nas sekwencje. Wyniki mozemy zawezic
Rys. 3.1b. Wybor Banku Genow na stronie do Homo sapiens. Woéwczas otrzymamy 18 9835

NCBI. sekwencji (Rys. 3.1d). Kolejne zawezenie moze objac

typ czasteczki, np. nukleotydowa. Oczywiscie mozemy dodac¢ np. HBB jako typ hemoglobiny.
Oznacza to, ze przeszukujgc Bank Gendw nalezy mie¢ pewng wiedze na temat poszukiwanej
sekwencji.
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Nucleotide

Species

Animals (148,304)
Plants (1,748)
Fungi (411)
Protists (177)
Bacteria (39,309)
Archaea (236)
Viruses (51)
Customize ...

Molecule types

genomic DNA/RNA (69,007)

mRNA (28,446)
Customize ...

Source databases

INSDC (GenBank) (186,590)

RefSeq (11,300)
Customize ...

Sequence Type
Nucleotide (181,633)
EST(16,307)

GSS (20)

Genetic
compartments
Mitochondrion (277)
Plasmid (189)
Plastid (3)

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

| Nucleotide

v | hemoglobin
Create alert Advanced

Summary -~ 20 per page v Sort by Default order » Send to: v

See HB2 (HEMOGLOBIN) hemoglobin 2 in the Gene database
hemoglobin reference sequences Transcript (1) Protein (1)

Items: 1 to 20 of 197960
Page (1 | 0f9898 Next> Last>>

[ Pseudoterranova decipiens (frameshift mutated) hemoglobin mRNA _complete cds

1,353 bp linear mMRNA
Accession: M85050.1 GI: 160796
Protein  Taxonomy

-

GenBank FASTA Graphics

[ Trema virgata gene encoding hemoglobin, _isolate T5

1,104 bp linear DNA
Accession: AJ131352.1 GI: 6599362
Protein  Taxonomy

N

GenBank FASTA Graphics

[J Trema virgata gene encoding hemoglobin, isolate T4

1,104 bp linear DNA
Accession: AJ131351.1 GI: 6599360
Protein  Taxonomy

w

GenBank FASTA Graphics

Rys. 3.1c. Wyniki przeszukiwania Banku Genoéw za pomoca hasta ,hemoglobina”.

Species
Animals (18,983)
Customize ..

Molecule types

genomic DNA/RNA (9,345)
mRNA (9,595)

Customize ...

Source databases
INSDC (GenBank) (18,727)
RefSeq (242)

Customize

Sequence Type
Nucleotide (9,616)
EST(9,357)
GSS(10)

Sequence length
Custom range

Release date
Custom range...

Revision date
Custom range

Summary - 20 per page ~ Sort by Default order «

Send to: «

Items: 1 to 20 of 18983

-

N

e

Page \Z\ 0f950 Next> Last>>

Homo sapiens hemoglobin (HBB) gene, promoter region, exons 1, 2 and partial cds

646 bp linear DNA
Accession: DQ659148.1 GI: 109893890
Protein  Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

Homo sapiens hemoglobin subunit alpha 2 (HBA2), mRNA
576 bp linear mRNA

Accession: NM_000517.6 GI: 1441565460
Protein PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

Homo sapiens hemoglobin subunit gamma 2 (HBG2), mRNA

586 bp linear mMRNA
Accession: NM_000184.3 GI: 1520685244
Protein PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

Rys. 3.1d. Wyniki przeszukiwania Banku Gendw za pomoca hasta ,hemoglobina” oraz zawezenia dla Homo

sapiens.
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3.2. Struktura rekordu w bazie NCBI

3.2.1. Rekordy w bazie

NCBI

mog3a by¢ przedstawione jako:

GenBank: podane s3
cechy sekwencji, skad
pochodzi, a takze dtugosc
sekwencji, kolejnos¢
nukleotydow;

FASTA: tylko sama
sekwencja, ten widok jest
wykorzystywany w
analizach;

Graphics: widok graficzny
przedstawiajacy nici DNA,
egzony, miejsca aktywne.

3.2.2. Informacje w  widoku
GenBank:

@ LOCUS: podany jest

numer akcesyjny, ktory

jest unikalny dla danego
rekordu.

646 bp: dtugosc
sekwencji w  parach
zasad,

DNA: czasteczka, ktora

zostata wykorzystana do
sekwencjonowania.
Zawsze  podana
wyjsciowa czasteczka.

jest

DEFINITION: nazwa genu,
regiony

ACCESSION: numer
akcesyjny

VERSION: wersja.
SOURCE, ORGANISM:
systematyka gatunku, od
ktérego pochodzi
sekwencja.

Homo sapiens hemoglobin (HBB) gene, promoter region, exons

GenBank: DQ659148.1
FASTA  Graphics

Go to: (V)
LOCUs DR659148 646 bp DNA linear PRI 14-JUL-2016
DEFINITION Homo sapiens hemoglobin (HBB) gene, promoter region, exons 1, 2 and
partial cds.
ACCESSION DR659148
VERSION DRES59148.1
REYWORDS
SOURCE Homo sapiens (human)
ORGANISM Hecmo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 648)
AUTHORS Rutlar,F., Davis,D.H., Kollipara,P., Nechtman,J. and Kutlar,A.
TITLE Homozygous-29 A->G mutation detected at the promoter region of beta
mlnhin mene An a hlark natient with heta-thalazasmia matinr

Homo sapiens hemoglobin (HBB) gene, promoter region,

GenBank: DQ659148.1
GenBank  Graphics

>DR659148.1 Homo sapiens hemoglobin (HBB) gene, promoter region, exons
cds
GGCATGARAGTCAGCGGCAGAGCCATCTATTIGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAAC
CTCARACAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTIGAGCGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGT
GAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGE RRGGAG
ACCRATACGRRACTCGCCATCTCGCGAGACAGAGRAGACT GGGTTTCTGATAGGCACTGACTICTICICTIGC
CTATTGGTICTATTTITCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTICTACCC GACCCAGAGGTTCITTGAGTICCT
TTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGARAGTGCT
CGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGCACAACCTCARGCGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTG
CACT ACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGETGAGTCTATGGGACCCTTGAT
CCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGCGAGAAGTAACAGCGGTACAGTTTAGAATGEE
ARRCAGACGRATGATT

Homo sapiens hemoglobin (HBB) gene, promoter region, exons

GenBank: DQ659148.1
GenBank FASTA

E 20 K40 B8O 80 00 (120 140 B0 180 200 |220 240 260

280 300 |320 330 360 |3

2 DQ659148.1 + | Find:

¥ | lal

O = b

|20 |40 [0, [80,  [lee [120 [i40 |i6e |15 200 |220 [240 [260

RNA-hen.
AB647031.1 [ TN > ]
exon 1 exon 2 I
5'UTR Features
> |

regulatory Features

|28 |40 168 |88  |ee [126 [140 1168 180 |00 |22 |240

l288 300 1328 340 |360 135
A T it O bt B R oot B o}

[26e |280 |[3ee 1328 [340 |36 l3E

DQ659148.1: 1..646 (646 nt)

Rys. 3.2.2a. Widok sekwencji w Banku Genow, od gory: GenBank,
Fasta, Graphics.

Prof. dr hab. Roman Zielinski, prof.romanzielinski@ @gmail.com

14z 22



CO4A. Biologia molekularna Lekarski

20-22-03-2024.

@ FEATURES, source: z jakie] rearymes
tkanki otrzymano sekwencje, ESRREE
pozycja na mapie
cytogenetycznej, np. 11p15.5
to chr. 1 ramie kroétkie, prazek

15.5.
@ FEATURES, gene: dtugos¢ genu =
i nazwa. regulatory
@ FEATURES, regulatory:
dtugoé¢ i pozycja sekwencji 2rloricon
regulatorowych.
@ FEATURES, variation: mozliwe mRNA
mutacje, pozycja, np. 6 -
pozycja 6, nalezy zastgpic exon
istniejgcy nukleotyd (g) przez
@ FEATURES, mRNA:  jakie cDs
fragmenty tworzg mRNA, tutaj
35-176 oraz 307-529,
instrukcja jak nalezy potaczy¢
poszczegolne elementy
sekwencji i jaki produkt sie von
otrzymuje.
@ FEATURES, exon:  pozycja ozremy
zidentyfikowanych  egzonow, 6% ggz:‘:gz::g
egzony moga by¢ podane w 121 actgccctgt

181 ~tratrraamat

kilku miejscach, tutaj w dwach.

@ FEATURES, 5°UTR: lokalizacja
regionu UTR.

@ FEATURES, CDC: cze$¢ kodujgca wraz z translacjg i
odnosnikiem do biatka (numer akcesyjny).

@ ORIGIN: sekwencja, w linijce po 60 nukleotydow: 6
x 10.

struktury sekwencji.

Location/Qualifiers

1..646

/organism="Homo sapiens"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:3606"
/chromosome="11"
/map="11p15.5"

/sex="male"
/tissue_type="whole blood"
<1..>646

/gene="HBB"

<1..34

/regulatory class="promoter”
/gene="HBB"

3

/gene="H3B"

/note="homozygous mutation”
/replace="a"
join(35..176,307..>529)
/gene="HBB"
/product="hemoglobin"
35..176

/gene="HBB"

/number=1

35..84

/gene="H3B"
join(85..176,307..>529)
/gene="HBB"
/note="beta-globin"
/codon_start=1
/product="hemoglobin"
/protein_ id="ABG47031.1"
/translation="MVHELTPEEKSAVTALWGKVNVDI
SFGDLSTPDAVMGNPRVRAHGKRVLGAFSDGLAHLDI
NFR"

307..529

/gene="HBB"

/number=2

tcagggcaga gccatctatt gcttacattt geti
ctcaaacaga caccatggtg cacctgactc ctg:
ggggcaaggt gaacgtggat gaagttggtg gtge

+taraamraran ~tt+aanran ar~rcraatanraa acte

Rys. 3.2.2b. Widok sekwencji w Banku Gendw, czes¢ dotyczaca

! 20 40 0 80 100 120 140 160 180 200 !

) = DQ659148.1 ~ | Find: k==
B [lo |20 [3@ [& 5o S0 |76 |se |%
Genes

> > HeE >

WRNA-hemoglobin | Y S
ABG470311 B
exon | I

5'UTR Features

regulatory Features

L e 20 30 40 s o |78 g0 |90
DQ659148.1: 1..2{| * |48/ O] 2 | promoter
regulatory: promoter
Qualifiers: Partial start
Name: [regulatory]
Location: 1..34
Length: 34 nt
[ Qualifiers]
regulatory_class: promoter

Links & Tools
BLAST nr: DQ659148.1 (1..34)
BLAST to Genome: DQ659148.1 (1..34)
FASTA record: DQ659148.1 (1..34)
GenBank record: DQ659148.1 (1..34)

Rys. 3.2.2¢. Widok graficzny sekwencji w
Banku Gendw.
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3.3. Analiza rekordéw wybranych sekwencji DNA zdeponowanych w NCBI.

3.3.1. Dla sekwencji o numerze akcesyjnym AF135372.1 prosze podac nastepujace informacje:

mMTmoONw>

. Z jakiego gatunku pochodzi sekwencja?

. Jaki gen zostat podany?

. Z jakich tkanek/komorek wyizolowano kwas nukleinowy?

. Jaki kwas nukleinowy byt wykorzystany do otrzymania tej sekwencji?

Czy sekwencja zdeponowana w NCBI zawiera introny? Uzasadnij odpowiedz.

Podaj dtugos¢ zdeponowanej sekwencji.

Prosze podac za pomoca pozycji nukleotyddw lokalizacje genu znajdujacego sie w obrebie
tej sekwencji.

. Prosze podac, ktére fragmenty tej sekwencji tworzg mRNA.
. Prosze przetaczyc sie na widok polipeptydu i poda¢, ktéry fragment tego polipeptydu

zawiera motyw SNARE i z ilu aminokwasow sktada sie ten motyw?

4.Ewolucja DNA: ortologi i paralogi

- Organizmy maja wspdlne

sekwencje DNA. Organizmy bardziej A-A1-A2 B-B1-B2
ztozone rozwijaty sie z prostszych, B

. . Species 2 A2 B2 aralogs
co doprowadzito do obecnosci u _ — | A2-82
nich genow 0 wspolnym
pochodzeniu. Przyktadowo,

cztowiek ma 30% genow wspolnych
z bakteriami. Z kolei geny syncytyny
wykazuja 30% podobienstwo do
genow wirusa HIV, co rowniez
Swiadczy o wspolnej ewolucji.

@ Homologi: geny, sekwencje,

Orthologs Orthologs

Species 1

< A Paralogs
A1-B1

Gene diversification
in descendant
species

Species diversification

old gen duplicated gene

Duplication

ktore maja wspolne

Common ancestor

pochodzenie. Wykazujg one
podobienstwo na poziomie
DNA, ktore polega na
wystepowaniu wspolnych fragmentow sekwencji. Na poziomie biatka podobienstwo jest
obserwowane jako wspolne fragmenty sekwencji aminokwasowej, podobna struktura.

Rys. 4. Ortologi i paralogi.

@ Ortologi to geny pochodzace od wspolnego przodka, ktore zréznicowaty sie w wyniku

specjacji. Ortologami sa geny A-A1, A-A2, A1-A2, B-B1, B-B2, B1-B2.

@ Paralogi to geny, ktére powstaty w wyniku duplikacji. Paralogami sg: A2-B2, A1-B1, A-B,

A1-B2, A2-B1.
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Odpowiedzi

1. Struktura kwasow nukleinowych

1.3. Charakterystyka sktadnikéw kwasow nukleinowych

1.3.1. W wyniku izolacji kwasow nukleinowych z komorek cztowieka otrzymano 3 ml roztworu
-
~ DNA. Wartos¢ OD dla badanej proby wyniosta 2,5. Pomiaru dokonano w kuwecie o dtugosci
drogi 10 mm oraz objetosci 1 mL

A. Ile DNA wyizolowano?

@ DNA izolowano z komorek cztowieka, zatem jest to dsDNA. 1 OD dla dsDNA odpowiada 50
pg dsDNA. Zatem 2,5 OD odpowiada 125 pg dsDNA.

@ Wartos¢ OD to ilo$¢ substancji w 1 ml przy dtugosci drogi 10 mm. Kuweta uzyta do
pomiaru spetniata ten warunek zatem odczytane 2,5 OD odpowiada 125 pg dsDNA w 1 ml
roztworu.

@ W sumie otrzymano 3 ml roztworu. Zatem ilos¢ wyizolowanego dsDNA wynosita 375 ug.

B. Ile DNA byto w kuwecie?
@ W kuwecie byt 1 ml, co odpowiada 125 pg dsDNA.

1.3.2. W wyniku izolacji kwaséw nukleinowych z komorek Escherichia coli otrzymano 1,5 ml
roztworu RNA. Wartos¢ OD dla badanej proby wyniosta 3,8. Pomiaru dokonano w kuwecie o
dtugosci drogi 10 mm oraz objetosci 0,5 mL.

A. Ile RNA wyizolowano?

@ |zolowano RNA z bakterii, a wiec jest to jednoniciowy RNA.

@ 1 0D dla ssRNA odpowiada 40 ug. Zatem 3,8 OD odpowiada 152 pg.

@ Wartosc OD to ilos¢ substancji w 1 ml przy dtugosci drogi 10 mm.

@ Dtugosc drogi kuwety uzytej do pomiaru wynosita 10 mm, ale jej objetosc to tylko 0,5 mL.
Jednakze dla oceny catkowitej ilosci RNA w tym przyktadzie dtugos¢ drogi nie ma
znaczenia, gdyz mamy okresli¢ ile RNA byto w 1,5 ml, wiedzac, ze w 1 ml jest 152 pg. Stad
w prébie 1,5 ml byto 228 pg.

B. Ile RNA byto w kuwecie?
@ 152 pgtoilos¢ ssRNAw 1 mL W 0,5 ml, ktore uzyto do pomiaru byto tylko 76 pg.

1.3.3. W wyniku izolacji kwasoéw nukleinowych z komdrek cztowieka otrzymano 0,5 ml roztworu
DNA. Z roztworu pobrano 0,1 ml, uzupetniono woda do 1 ml i przeniesiono do kuwety o
pojemnosci 1 ml i dtugosci drogi 10 mm. Absorbancja wynosita 0,4 OD.

A. Ile DNA byto w kuwecie?

@ Izolowano DNA z komorek cztowieka, zatem mamy do czynienia z dsDNA.
@ Dla dsDNA, 1 OD odpowiada 50 ug w 1 ml. Absorbancja wynosita 0,4 OD, czyli ilos¢ DNA
w 1 ml wynosita 0,4 x 50 pg =20 pg.
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@ W kuwecie byt 1 ml roztworu, zatem w kuwecie byto 20 ug DNA.
B. Ile DNA wyizolowano?

@ Do pomiaru nie wykorzystano oryginalnego roztworu, lecz go rozciericzono.

@ Pobrano 0,1 ml i uzupetniono do 1 mlL Zawarto$¢ DNA zmierzono w tym rozcienczonym
roztworze. Wynosita ona 20 pg. DNA to pochodzito z 0,1 ml préby, zatem wiemy iz w 0,1
ml byto 20 ug DNA.

@ W sumie wyizolowano 0,5 ml, czyli 5 x 0,1 ml, a wiec wyizolowano (0,5 ml x 20 ug)/0,1 ml
=100 pg.

C. Ile DNA pozostato w probie po dokonaniu pomiaru?

@ Do pomiaru wykorzystano 0,1 ml, ktory zawierat 20 ug.
@ W probie zostato 0,5 ml - 0,1 ml = 0,4 ml, ktére odpowiada 80 pg.

1.4. Kwas rybonukleinowy

1.4.2. Wtasciwosci RNA —0
R base

Prosze wejsc na strone: 0 (here: guanine)
https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/biomacromol ?
ecular-structures-introduction-ebi-reso/rna N NH

O OH \ )~

. [ 4 7/ =NH,
Jest to strona EMBL-EBI, Europejskiego Instytutu 0=}|°—0 5 N
Bioinformatyki. Korzystajac z zawartych na tej stronie o " .
informacji prosze podac. 5’+3'\ ribose
direction

A. Na czym polega rdznica chemiczna miedzy
deoksyrybozga i ryboza?

O OH

phosphate O:P—O\
@ Obecnos¢ grupy hydroksylowej w pozycji 2° w cl)' ¥
rybozie i wodoru w deoksyrybozie (brak tlenu). Rys. 1.4a. Struktura chemiczna RNA.

B. Jak rdéznica miedzy ryboza i deoksyryboza wptywa
na stabilnosc czasteczki?

@ (zasteczka rybozy jest mniej stabilna, gdyz grupa
hydroksylowa czyni ja bardziej podatng na
hydrolize.

C. Jakie zasady azotowe wystepuja w RNA i czym
réznia sie od zasad w DNA?

@ Adenina, guanina, cytozyna, uracyl. Tymina
wystepujagca w DNA jest zmetylowang forma
uracylu.

D. Czy struktura RNA zawsze jest jednoniciowa?
Uzasadnij odpowiedz.

@ Nie, wystepujg fragmenty dwuniciowe, ktore
powstajg przez parowanie zasad w obrebie jednej
nici. Sa to tzw. struktury drugorzedowe. Regiony Rys. 1.4b. Potaczenie RNA z witaming
niesparowane tworza petle typu ,szpilki do B12.
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wtosow”, petle zewnetrzne, ktére moga miec znaczenie funkcjonalne. RNA moze tworzy¢
takze dupleksy RNA-RNA oraz dupleksy (hybrydy) RNA-DNA. Czasteczki RNA moga
zawiera¢ centra aktywne, ktore stanowig miejsca przytaczenia np. witaminy B12
regulujgcej funkcje wirusa zapalenia watroby typu C.

1.4.3. Funkcja RNA

Korzystajac ze strony EMBL-EBI oraz zasobow Internetu prosze podac funkcje mRNA.

@ RNA informacyjny, powstaje na bazie DNA w wyniku transkrypcji. Zawiera informacje o

G.

sktadzie biatka. U Eukariota na ogot odpowiada egzonom. Uczestniczy w syntezie biatka.
Stanowi matryce do syntezy biatka. Trojki nukleotydow w RNA, tzw. kodony, wyznaczaja
kolejnos¢ aminokwasdw w biatku.

tRNA

RNA transportowy, stanowi fizyczne potgczenie miedzy mRNA i biatkiem, zawiera
antykodon, ktory jest komplementarny do kodonu w mRNA. Dopasowanie kodonu i
antykodonu prowadzi do wstawienia odpowiedniego aminokwasu do syntetyzowanego
tancucha polipeptydowego.

rRNA

rRNA wystepuje w rybosomach. rRNA stanowi rybozym, ktory przeprowadza synteze
biatka. rRNA jest syntetyzowany w jadrze na bazie gendw dla rRNA - rDNA. U Eukariota
zlokalizowane sg one w organizatorach jaderkotwdrczych (NOR). rRNA t3czy sie z biatkami
rybosomalnymi tworzac matg i duza podjednostke rybosomu. Rybosomy s3 sktadane na
obszarze jaderka, dokad s3g transportowane biatka rybosomalne syntetyzowane w
cytoplazmie.

ncRNA

@ Jest to RNA, ktdry nie zawiera informacji o biatkach. Okresla sie go jako niekodujacy RNA

H.

poniewaz nie jest matrycg do syntezy biatek. Moze petni¢ rozne funkcje w komdrce. rRNA
oraz tRNA réowniez nalezg do ncRNA.

circRNA

@ Jest to jednoniciowy, kolisty RNA, powszechnie wystepujacy u organizméw zywych i

wirusow. Uczestniczy w regulacji transkrypcji, a takze reguluje przemiany biatek, zmienia
interakcje miedzy biatkami, tworzy kompleks circRNA-biatko-mRNA podczas inicjacji
translacji. Ma dtuzszy czas pottrwania oraz jest odporny na dziatanie RNazy.

miRNA

@ Jest to niekodujacy RNA, okreslany takze jako maty interferujacy RNA o dtugosci 20-27

nukleotydéw. Czesto tworzy dwuniciowe struktury. Petni funkcje wyciszania genow
poprzez interakcje z mMRNA. Polega ona na degradacji mRNA i zapobiezeniu translacji.
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1.5. Kwas deoksyrybonukleotydowy
1.5.1. Wtasciwosci DNA

Na podstawie informacji o budowie DNA podanych na wyktadzie oraz w Internecie prosze
odpowiedziec na pytania.
A. Co oznacza, ze ni¢ DNA jest polinukleotydem?

@ Zbudowana jest z wielu nukleotydow, ktore stanowig monomery.
B. Jakie komponenty wchodza w sktad nukleotydéw DNA?

@ Cukier - pentoza, zasada azotowa, reszta kwasu ortofosforowego.
C. Dlaczego nukleotydy w DNA okresla sie jako deoksynukleotydy?

@ Poniewaz w pozycji 2’ pentozy zamiast grupy OH jest wodér, H - czyli w pozycji 2” brak
tlenu. Stad nazwa deoksy.

D. Jaka jest orientacja nici DNA i dlaczego?

@ Nici sg antyrownolegte. Z zasady gorng ni¢ zapisuje sie jako 5" do 3’ (ni¢ Watsona), a dolna
od 3’ do 5’ (ni¢ Cricka).

E. Jak potaczone s3 dwie nici DNA w podwojnej helisie?

@ Za pomoca podwojnych wigzan wodorowych miedzy zasadami A i T oraz potrojnych
wigzan wodorowych miedzy Ci G.

F. Co oznacza pojecie ,para zasad™?

@ Jednostka obejmujgca dwie zasady potgczone wigzaniem wodorowym. Dtugos$¢ DNA
podaje sie w parach zasad (pz, ang. bp), chociaz faktycznie DNA sktada sie z nukleotydow i
raczej powinno sie podawac dtugos¢ w nukleotydach. Zasady s3 jedynie elementem
nukleotydéw. Podawanie w parach zasad ma uzasadnienie historyczne, gdyz Watson i
Crick opisujac czasteczke DNA zwrocili uwage na role wigzan wodorowych utrzymujacych
regularng strukture DNA. Ponadto to zasady azotowe roznicujg poszczegolne nukleotydy.
Zapis nukleotydowy bytby niepraktyczny, gdyz nalezatoby pisa¢: dAMPdTMP zamiast AT.
Dlatego sekwencje DNA zapisujemy i mierzymy za pomocg zasad azotowych, ktére
domyslnie symbolizujg nukleotydy. Réwniez tradycyjnie mowi sie o parach zasad chociaz
faktycznie s3 to pary nukleotydéw.

1.5.2. Materiat genetyczny wirusow

Prosze wejsc na strone: https;//viralzone.expasy.org/ i wykorzystujac pasek przeszukiwania prosze
podac typ materiatu genetycznego, ktory wystepuje u nastepujacych wiruséw ludzkich:
A. Metapneumovirus

@ ssRNA (-)

B. Cytomegalovirus
@ dsDNA

C. Rotavirus B

@ dsRNA

D. Hepatitis delta virus
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@ Kolisty ssRNA (-), wiroid
E. Dependoparvovirus

@ ssDNA
F. Flavivirus
@ ssRNA (+)
G. PTLV-1
@ ssRNA(+)

3.Struktura rekordu sekwencji nukleotydowej w bazie NCBI

3.3. Analiza rekordéw wybranych sekwencji DNA zdeponowanych w bazie NCBI

3.3.1. Dla sekwencji o numerze akcesyjnym AF135372.1; prosze podac nastepujace informacje:

Homo sapiens synaptobrevin 2 (VAMP2) gene, complete cds
GenBank: AF135372.1

FASTA Graphics

Go to: (V)

LOCUS
DEFINITION
ACCESSICN
VERSION
XEYWORDS
SOURCE
OCRGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

PUBMED

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

AF135372 6885 bp DNZ linear PRI 21-SEP-2000
Homo sapiens synaptobrewvin 2 (VAMP2) gene, complete cds.
AF135372
AF135372.1
Homo sapiens (human)
Homo sapiens
Eukaryota; Metazoca; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
1 (bases 1 to 6885)
Zoraqi,G.X., Paradisi,S., Falbo,V. and Taruscio,D.
Genomic organization and assignment of VAMP2 to 17pl2 by FISH
Cytogenet Cell Genet 89 (3-4), 199-203 (2000)
10965122
2 (bases 1 to 6885)
Taruscio,D., Zoraqi,X.G. and Falbo,V.
Direct Submission
Submitted (17-MAR-1999) Ultrastrutture, Istituto Superiore di
Sanita, Viale Regina Elena, 299, Rome, RM 00161, Italy
Location/Qualifiers
1..6885
/organism="Homo sapiens"
/mol_ type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:39606"
/chromosome="17"
/map="17pl2"
/clone="pISSHG2b3aA"
/cell type="leukocyte"”
/tissue type="blood"
2701..6532
/gene="VAMP2"
/gene_synonym="SYB2"
join(2701..2796,3305..3425,3907..4065,4149..4200,
4802..6532)
/gene="VAMP2"
/gene_synonym="SYB2"
/product="synaptobrewvin 2"
join(2795..2796,3305..3425,3907..4065,4149..4200,
4802..4818)
/gene="VAMP2"
/gene_synonym="SYB2"
/note="SYB-2; VAMP-2; vesicle protein"
/codon start=1
/prcdu€t="5ynaptcbrevin > iy
/protein id="ARF15551.1"
/translation="MSATAATAPPARPAGEGGPPAPPPNLTSNRRLQQOTQAQVDEVVD
IMRVNVDKVLERDOKXLSELDDRADALOAGASOFETSAAKLKRXKYWWKNLKMMIILGVI

Rys. 3.3.1a. Sekwencja AF135372.1 w formacie GenBank.

A. Z jakiego gatunku pochodzi sekwencja?

& Homo sapiens
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B. Jaki gen zostat podany?

@ Synaptobrevina 2, VAMP2 (SYB2)

C. Z jakich tkanek/komorek wyizolowano kwas nukleinowy?

@& Komorki krwi, leukocyty

D. Jaki kwas nukleinowy byt wykorzystany do otrzymania tej sekwencji?

@ DNA, liniowy

E. Czy sekwencja zdeponowana w NCBI zawiera introny? Uzasadnij odpowiedz.
@ Tak, gdyz materiatem wyjsciowym byt genomowy DNA

F. Podaj dtugos¢ zdeponowanej sekwencji.

@ 6885 bp.

G. Prosze podac za pomoca pozycji nukleotydow lokalizacje genu znajdujacego sie w obrebie
tej sekwencji.

@ 2701 do 6532 bp
H. Prosze podac ktdre fragmenty tej sekwencji tworzg mRNA.
@ 2701-2796, 3305-3425, 3907-4065, 4149-4200, 4802-6532

I. Prosze przetaczy¢ sie na widok polipeptydu i podac ktory fragment tego polipeptydu
zawiera motyw SNARE i z ilu aminokwasow sktada sie ten motyw?

@ Motyw SNARE znajduje sie miedzy 30 a 92 aminokwasem, sktada sie z 62 aminokwasow.

LINK 10 1NIS View | Feedaback
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