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Obr.1: (A) Prvnl spravny navrh DNA, vytvoreny (B) Watsonem a Crickem

Obr. 2: Rentgenova difrakeni fotografie DNA, kterou vytvofila (B) Rosalinda
Franklinova

- Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je

tvofena z navzdjem spletenych Fretézci
nukleotidli, které jsou slozeny z
cukru deoxyribozy, fosfatové skupiny a
jedné ze ctyf nukleovych bazi (adeninu -
A, guaninu- G, cytosinu - C a thyminu - T),
mezi kterymi se vytvari vodikova vazba
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STRUKTURY DNA

(a) B-DNA (b) C-DNA () ZDNA  (d) Tiifetézcova DNA

(e) G-kvadruplex (f) Trismérna kiizovatka (g) Borrmeanuav krouzek

Obr.1: R{zné struktury DNA
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Obr. 2: Prostorové DNA Utvary (origami), sloZeny z vice jak 200 kratkych

oligonukleotidl. Vysledny dtvar mda v priméru pfiblizné 100 nm, a =
Ctvercové plochy, b = obdélniky, ¢ = hvézdy, d = emotikony, e a f = rizné
typy trojuhelnik

B-DNA — PRAVOTOCIVA
C-DNA — PRAVOTOCIVA

Z-DNA — LEVOTOCIVA



Struktury DNA: M-DNA
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M — DNA = DNA se zaclenénym kovovym iontem do stiedu
dvousroubovice. Poprvé byla tato struktura pojmenovana v roce 1993



Struktury DNA: G- kvartet x G - kvadruplex

- G-kvartet (téz guaninovy kvartet nebo G-tetrada) je rovinny systém
Ctyr guaninovych bazi, navzajem pootocenych o 90° a pospojovanych vodikovymi
mustky

- G-kvartety jsou bézné k nalezeni v GC-bohatych oblastech RNA, ale i
v DNA (predevS§im v promotorovych oblastech nékterych genll, na
koncich telomer)

- Vyskytuje-li se nad sebou nékolik G-kvartetl, utvar se oznacuje jako G-

kvadruplex
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TYPY POSKOPZENI DNA
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POSKOZEN| DNA

Poskozeni DNA vyvolané volnym radikalem
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Poskozeni DNA vyvolané chemickou latkou
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Vizualizace DNA: UV/VIS Spektrofotometrie

- Diky purinovym zbytk( ma cistd DNA absorpcni maximum pfi 260 nm, pricemz priblizné
plati, Ze absorbanci 1 ma roztok DNA o koncentraci 50 pg-ml?
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Johann Heinrich Lambert (1728-1777)

- Lambert zjistil, ze vztah mezi optickou drahou

(tloustka absorbujici vrstvy) a transmitanci je
exponencialni, coz vedlo k zavedeni veliCiny
absorbance

August Beer (1825-1863)

- Beer prokazal, ze absorbance je linearni funkci
koncentrace absorbujici latky

Lambertuv-Beeruv zakon

- Absorbance je pfimo umeérna optické draze a
koncentraci absorbujici latky



Vliv As(ll1) na DNA
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Vizualizace DNA: Elektroforéza

Princip elektroforezy

- Od roku 1892 je znamo, Ze anorganické castice V koloidnim roztoku piisobenim
elektrického pole nenahodné putuji. Zanedlouho poté byl tento jev popséan i u
proteinti Ve vodnych roztocich

- V roce 1948 ziskal za sestaveni elektroforetické aparatury NC za chemii
Svédsky védec Arne W. Tiselius.

- Elektroforéza vyuziva schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se v elektrickém

poli, pficemz rychlost pohybu c¢astic je zavisla na velikosti celkového
povrchového naboje, velikosti a tvaru molekuly a jeji koncentraci v roztoku.

Rozdéleni

Papir Gel .
- Planarni { - Kapﬂémi{ - Na élpu{

Gel Zonalni Zonalni

Gel



Vizualizace DNA: Gelova elektroforéza

- Gely tvori prechod mezi pevnym a kapalnym stavem. Strukturalné
je gel z vice nez 90 % voda. V gelu nalézame trojrozmérnou sit’, kde
pory mohou slouzit jako molekulové sito. Velikost port odpovida
velikosti proteinti a nukleovych Kkyselin. Nejcastéjsi gely jsou
polyakrylamidovy a agarozovy.

- Pro vizualizaci prouzkti DNA se nejcastéji pouziva ethidium
bromid




Vizualizace DNA: Kapilarni gelova elektroforéza

 kapilara je naplnéna gelem - zvySuje rozdily
mezi clektroforetickymi rychlostmi velkych iontt
ruznych tvarti, které jsou nuceny migrovat pory
gelu

Kapilara

polyimidovy povlak

« déli molekuly s nabojem (lonty) na zakladé¢
jejich rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti

kfemen

e pouziva se pro velké lonty jako peptidy,
bilkoviny, sacharidy, DNA a RNA

360 uM



Vizualizace DNA: ¢ipova gelova elektroforéza

- Kapilarni  elektroforéza na
Cipu umoznuje simultanni
analyzu az nékolika desitek
vzorki  béhem  ngkolika = T
minut.
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Vizualizace DNA: Elektrochemie
Objev polarografie

Jaroslav Heyrovsky (1890 - 1967)

Koncem roku 1921 napadlo Heyrovského
merit proud, ktery prochazi
kapkovou elektrodu

Prvni zavislosti (polarografické kiivky)
zaznamenal pii elektrolyze roztoku chloridu
sodného

V roce 1924 spolu se svym japonskym
spolupracovnikem  sestavil pfistroj pro
automaticky  zdznam  kiivek  zavislosti
Intenzity proudu v napéti, pristroj nazvali
polarograf



Vizualizace DNA: Elektrochemie

- Elektrochemie DNA se zacala vyvijet v poloviné 50. let 20.stoleti.
Na jejim pocatku stal Emil Palecek, ktery objevil a potvrdil
elektrochemické vlastnosti nukleovych kyselin (NK) pomoci
oscilografické polarografie




Vizualizace DNA: Elektrochemie

- NK jsou elektrochemicky aktivni a jejich vlastnosti lze
polarograficky, voltametricky nebo chronopotenciometricky
analyzovat prostiednictvim méfeni proudovych nebo jinych
signali vznikajicich po jejich interakci s elektricky nabitymi
povrchy
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