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+ 1865. Gregor Mendel - Klasi¢ni principi genetike

» 1900 - pretpostavljena uloga hromozoma kao
nosilaca genetske informacije

» Do 1915.godine skoro sto gena je mapirano na 4
hromozoma Drosophila-e

» 1909.godine prva pretpostavka o postojanju veze
izmedu gena i enzima (fenilketonurija)

» 1941. George Beadle and Edward Tatum Dokaz
povezanosti gena sa sintezom enzima-problem
prihvatanja da DNK predstavlja genetski materij
obzirom na jednostavnost njene strukture
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* Crick and Watson su 1953. godine
opisali strukturu DNK kao dvostruki
uvijeni heliks u kome parovi baza
(adenin - timin i citozin -guanin)
odrzavaju dva lanca zajedno.
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* Nukleotidi su monomerne jedinice
nukleinskih kiselina, DNK i RNK. Svaki
nukleotid se sastoji od heterociklicne
azotne baze, secera i fostata.

* DNK sadrzi purinske baze adenin (A) i
guanin (G) i pirimidinske baze citozin (C) i
timin (T). RNK sadrzi A, G, i C, uz uracil
(U) umesto timina. U DNK, secer je
deoksiriboza, dok je u RNK to riboza.

4“@‘
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DNK - struktura

aplicatic DNA
Replication C Replikacija

DNK sluzi kao matrica za
dobijanje kopija DNK.

Transcription

Transkripcija:
DNK sluzi kao matrica za

RMNA sintezu RNK.
_ Translacija:
Translation RNK obezbeduje informaciju

za sintezu proteina

Protain




Sema nukleotida

Syn konformaci
Anti konformacija

H;PO, najcesce esterifikuje OH

grupu u polozaju 5 NH
N = N
l\/lI \> Baza (adenin)
\N N

0] 0 0O-
| B N glikozidna
| | 5, s
o P 0 P o) p 0 —'CH, veza
| || | e O~
0 o O ||_|\ / ||_| Seéer (riboza, X=OH;
3 (|: |C2' deoksiriboza, X=
OH X

Fosfoanhidridne veze

Nukleozid (NZ)

Nukleotid (NT)




Uloga nukleotida u organizmu:

*  Nukleotidi su prekursori nukleinskih kiselina

* Derivati nukleotida su intermedijeri u mnogim
procesima biosinteze (UDP glukoza)

* ATP je univerzalni izvor energije u biolskim sistemima

* Nukleotidi ulaze u sastav koenzima (NAD, NADP,

FAD)

* Nukleotidi imaju ulogu fizioloskih medjatora
adenozin, ADP, cAMP, cGMP, GTP)

=L



e Segment

5' kraj

polinukleotidnog

o

f lanca DNK
H—</N |N/)\HAdenin

oo CH, Nukleotidni monomeri su
N medusobno povezani preko

fosfata, koji grade
I ctoan fosfodiestarsku vezu izmedu
B 3" C jednog Seerai b C
~o—CH, sledeleg Secera duz
polinukleotidnog lanca

N .
H :/ | N  Guanin
N ZaNNr




Struktura DNK

THE STRUCTURE OF ONR

Sugar-phosphate
backbone

Base

Hydrogen bonds

‘Molekul DNK se sastoji od dva duga polinukleotidna
lanca gradena od deoksinukleotida.




DNK - sparivanje baza

Dva polinukleotidna
lanca su medusobno
povezana vodonhi¢niom
vezama koje se
uspostavljaju izmedu
baza (purin se
pirimidinom)

Zahval jujuéi
komplementarnosti u
sparivanju baza, dva
lanca DNK su
komplementarna

Koncept
komplementarnosti u
sparivanju baza je od
sustinske vaznosti za
replikaciju,
transkripciju i
translaciju

Timin

Mali usek



Nukleinske kiseline su
polimeri nukleozid
monofosfata koji
su medusobno
povezani
fosfodiestarskim
vezama.

Specifi¢no sparivanje
baza(Ai T, CiG)
u molekulu DNK
oznacava se kao
komplementarnost

Vodonicne
1
) veze

3,

Vodecdi
lanac
0 2 \®
O-P-0-P-0-P-0-CH, O
I ‘I} (I]_ | IS
pirofosfat OH

dolazecéi deoksiribonukleozid trifosfat

Pratedi
lanac




Struktura polinukleotidnog segmenta DNK

NH2

|
g N\
k : > Adenine
5'end =N N
8]

)CJ'\/CHg
|§

HN
; /} Thymine
N

Polimeri koji sadrze
manje od 20-30 nukleotida se nazivaju
oligonukleotidi »Ine.




DNK - lanci su postavljeni
antiparalelno

N
B ]

Dva komplementarna lanca su suprotn
orijentisana. U jednom lancu, 5'C selera
jeiznad 3'C (5'C — 3'C pravac).

U drugom lancu, 3'C je iznad 5'C (3'C
5'C pravac).

Kako je u svakom paru purinska veza
povezana sa pirimidinskom, lanci DNK s
nalaze podjednako udaljeni celom svojo
duzinom



Na stabilnost molekula DNK uticu:

1. Hidrofobne interakcije
izmedu parova baza

2. van der Waals-ove sile
izmedu naslaganih parova baza

3. Vodoni¢cne veze
izmedu parova baza

4. Interakcije fosfodiestarske
kicme sa katjonima

H 0
: I
-0-P-0 0HN  MScH 0 po
0 \ o
0 o)
5 Thymine Adenine
o]
- H Antiparallel
-P= |
07=0 N~ HewonQ
3 0 D) \
0 .......... H _N
, y
& Cytosine Guanine
Mg?" ~O0—P=0

3' end

Copyright ® 1997 Wiley-Liss, Inc.




Periodi¢nost u primarnoj strukturi makromolekula uslovljava da
HELIKS bude najcesci oblik njihove sekundarne strukture.



DNK - struktura

* Kod eukariota, svaki hromozom sadrzi jedan
kontinuiran, linearan DNK heliks.

* DNK najduzeg |judskog hromozoma je dugacka
viSe od 7 cm.

+ Ukoliko bi se DNK svih 46 hromozoma u

humanoj diploidnoj Celiji povezala nastavljajuci
kraj jednog n pocetak sledeceg hromozoma,
nasa ukupna DNK bi se iznosila oko 2 m u
duzinu.

* Nasa ukupna DNK sadrzi oko 6x10° baznih
parova.




Sekundarna struktura koju su opisali
Watson i Crick je najceséi oblik DNK
i opisuje se kao B oblik.

Karakteristike B oblika
Velika
» Desnoorijentisano uvijanje heliksa brazda |
* Kompletan navoj se sastoji od 10 parova baza
- DuZina navoja 3.4 nm Mala
y brazda

* Rastojanje izmedu parova baza 0.34 nm
* Precnik heliksa 2.0 nm

- Svaki par baza je pomeren u odnosu prethodni 36°

- Obrazovanje dve vrste brazdi

B-DNA

» Slaganje baza pod pravim uglom u odnosu na uzduznu osu heliksa



Osobine A-, B- i Z-DNK

Tip heliksa

A B Z
Oblik NajSiri Srednji Najuzi
Uspon po baznom paru 23 nm 34 nm 38 nm
Precnik heliksa 255 nm 237 nm 184 nm
Pravac uvrtanja Desni Desni Levi
Broj baznih parova po obrtu 11 10,4 12
heliksa
Odstupanje nagiba baza u 19° 1° 9°
odnosu na normalu na osu
heliksa
Veliki usek Uzak i veoma Sirok i prilicno Pljosnat

dubok dubok

Mali usek Veoma Sirok i Uzak i prilicno Veoma uzak

plitak

dubok i dubok



A oblik DNK

- desnoorijentisani heliks

* kompletan navoj - 11 parova baza

* duzina navoja 2.82 nm

* parovi baza nagnuti u odnosu
na uzduznu osu heliksa

2.56A 1 . .
v 28.2A 34A

B-form

C oblik DNK

» slican B obliku

- desnoorijentisani heliks

* kompletan navoj - 9 parova baza
* duzina navoja 3.3 nm



Z oblik

- levoorijentisani heliks

» fosfodiestarska kicma ide cik- cak
duz molekula

» kompletan navoj - 12 parova baza

* duzina navoja - 5.7 nm

* havoji obrazuju samo jednu vrstu
brazdi

- slaganje baza na spoljnoj strani




@ carbon

(OHydrogen
» Z oblik zauzumaju sekvence 8&*"’;
koje sadrze naizmeni¢ne C-G O Phosphorus
nukleotide.

Glikozidna veza guanina u syn -a
citozina ant/ - konformaciji .

Deoxyguanylate in B-DNA

» Alternativni oblici DNK (A,C,Z forme) | @ ROt goniommasan
prisutne u Celiji bar u kratkim @corvon
regionima molekula DNK. (Dnydrogen
80wgen
Nitrogen

O Phosphorus

» Imaju uticaja na vezivanje razlic¢itih
tipova regulatornih proteina -
znacajno za requlaciju ekspresije gena.

(b) Deoxyguanylate in Z-DNA
syn conformation




Struktura baza koje se rede pojavljuju u DNK

H,C CH;
C") NH, (o]
N S C\C/'\ E/C\C—CHon HN; 4\(H;H
HC /\%N/ﬂ:x HI\( HC\ g\ N/CH N cf& H/CH
HaC/ 5-Hydroxymethylcytosine (2,4-dio:?;|§§i‘limidine)

N2-Dimethylguanine Né-Dimethyladenine

H\N/CHa "
‘T? E\x c::\2

HsC — N/ ~c—N E/“ N IE/ 57 CHa
J:\ I\( : *x”/é\o 0// ‘\:}:/

4_ - _ .
1-Methylguanine N4-Methylcytosine 5-Methylcytosine

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc. Copyright ©@ 1997 Wiley-Liss, Inc.

> Najc¢eséa modifikacija DNK éelija eukariota je metilacija C rezidua koje
prethode G na istoj strani lanca DNK.

» Javlja se u manje od 10% C rezidua.

> U korelaciji je sa transkripciono inaktivnim genima.

> U sekvencama naizmeni¢nih C-G parova favorizuje prelazak B u Z formu.



Denaturacija DNK
- proces razdvajanja dva lanca molekula
DNK u /n vitro uslovima

Denaturaciju DNK moqu uzrokovati:

> Visoka temperatura (topljenje)
Temperatura topljenja Tm - temperatura
na kojoj je polovina molekula DNK
denaturisana.

» Izlaganje bazama (bazna denaturacija)
povecanje pH iznad 11,3

> Smanjenje jonske jacine

> Razli¢iti denaturisuéi agensi

Renaturacija DNK
- komplementarni lanci DNK razdvojeni
denaturacijom mogu pod odgovarajuéim

uslovima ponovo formirati dvostruki
heliks (t 10-15°C niza od Tm).

Hibridizacija nakon denaturacije

Renaturation
Step 2 (fast)

& Random
association -

_— [+

Dissociation

" Open coil

Copyright @ 1997 Wiley-Liss, Inc.




Svaka humana éelija sadrzi oko 2m DNK.

Jedro ima preénik oko 6 pm.

Geometrijski ekvivalentno pakovanju 40 km finog vlakna u tenisku lopticu.
THE STRUCTURE OF ONAR

Sugar-phosphate
backbone

Base

Hydrogen bonds

Pakovanje DNK u jedro se postize
pomocu specijalizovanih proteina
koji vezuju i organizuju DNK formirajuci sve vise nivoe strukturne
organizacije.



> Proteini koji vezuju DNK i grade hromozome
eukariota se tradicionalno dele na:

- histonske i
- nehistonske proteine.

> Kompleks obe klase proteina sa huklearnom DNK
éelija eukariota se naziva hromatin.

> Histoni se nalaze u éeliji u koli¢ini koja je ekvivalentna
koli¢ini DNK - 60 miliona molekula svakog tipa po
jednoj humanoj éeliji.

> Nehistonski proteini (postoji vie od 1000 tipova)
su prisutni u istoj koli¢ini kao i histoni.

> Dakle u jedru ima 2 puta viSe proteina nego DNK.

> Klase histona:

H1, H2A, H2B, H3 i H4.

TS paride

Chrom ato
Two-turn partTgl

&)

e +H1)

Copyright ® 1997 Wiley-Liss, Inc.



Tipovi histona

Tip Odnos Broj AK Masa (kD) Lokalizacija
Lys/Arg

H1 20,0 215 21,0 Spojni deo

H2A 1,25 129 14,5 Jezgro
nukleozoma

H2B 2,5 125 13,8 Jezgro
nukleozoma

H3 0,72 135 15,3 Jezgro
nukleozoma

H4 0,79 102 11,3 Jezgro

nukleozoma



H2A
N

paired ends
of ecthelices

ﬁ-brldges CHEB

ﬁ-brldges ‘

H2B
N

VD ) <

paired ends
of othelices

' Histoni H3 i H4 grade dimer
2 dimera H3-H4 grade tetramer

H3-H4 tetramer se kombinuje sa dva
ﬁ-bﬂdges H2A-H2B dimera i nastaje kompaktni

oktamer (definisan 1997)




Dodirna povrsina izmedu DNK i histona je velika:

- 142 vodonicne veze izmedu DNK i histona
(skoro polovina izmedu bocnih lanaca AK i
fosfodiestarske kic¢me)

- hidrofobne interakcije

- veze tipa soli

N terminalni krajevi histona mogu biti
kovalentno modifikovani

- acetilacija lizina

- metilacija lizina

- fosforilacija serina

» Utice na stabilnost 30 nm vlakna
> Privlace druge proteine (dalja kondenzacija ili
dekondenzacija, ¢ime uti¢u na gensku ekspresiju

HISTONI- najkonzerviraniji proteini, sintetiSu se u citosolu



Na poziciju nukleozoma u DNK uticu:

- Sekvenca DNK

(mala krivina,
A-T bogate sekvence se lakse komprimuju)

- Prisustvo i priroda drugih proteina
tesno vezanih za DNK-neki olakSavaju a
drugi otezavaju formiranje nukleozoma




HISTONI

Neke od modifikacija se desavaju po sintezi a pre
organizovanja u hukleozoma ili po formiranju
nukleozoma

1. acetilacija- destabilizacija hromatina (qubi se +
naelektrisanje lizina pa je otezana neutralizacija -
naelektrisanja DNK

2. Vezivanje proteina- modifikacija proteina koji ¢ine
hromatin kompaktnijim ili olaksavaju pristup DNK



Kondenzacija hromatina
- Prvi_nivo: nukleozom (1974)

Nukleozom

Hromatozom
- osnovna strukturna jedinica hromatina L
_ 146 parova baza DNK koje su - vezivanje jednog H1 na mestu gde
- 1,75 puta obmotane oko DNK ulazi i izlazi iz nukleozoma
histonskog jezgra - 166 parova baza DNK

'\

Nukleozom <

> Hromatozom

Linker DNA /

AYe A Ve aWe s We 2 Ve wWe 2 ¥e 2 Ve aWe o We 2 ¥e o

[ == LWL - s e LW - - LW e W N



Kondenzacija hromatina
- Prvi_nivo: nukleozom

> DNK se kondenzuje 7x, na vlakno Sirine 10nm

> Duzina ukupne celijske DNK se skraduje sa 2m na ~ 25cm

20 A
in diameter

1004 stats:

confirmed by
crystal structure
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"Perle” zajedno sa DNK koja je oko njih je obmotana nazivamo nukleozomi, a
same "perle” jezgra nukleozoma. Centar jezgra nukleozoma Cine po 2 molekula
iz svake od 4 klase histona (histoni H2A, H2B, H3, i H4) oko njih je obmotan
deo dvolanc¢ane DNK od priblizno 140 baznih parova

DNK- vezujuci proteini
koji su specifi¢ni za
odredenu sekvencu

30nm
vlakno

nukleozom

DNK obmotana oko jezgra nukleozoma je kontinuirana i povezuje jedno
jezgro nukleozoma sa sledecim. DNK koja povezuje jezgra nukleozoma je u
kompleksu sa petim tipom histona, H1 i N-terminalnim fragmentima histona
(privlacenje susednog nukleazoma) i duzina ovog segmenta DNK (linker DNA)
varira i omogucava formiranje cik-cak strukture i dalje pakovanje DNK.



Bocni prikaz

HROMATOZOM
(dva namotaja DNK oko nukleozoma + H1)

B8}




Kondenzacija hromatina
- Drugi_nivo: vlakno od 30-nm

> Histon H1 priblizava nukleozome - menja pravac izlaska iz nukleozoma
» N - terminalni krajevi proteinskih lanaca histona pomazu
u medusobnom povezivanju nukleozoma
DNK jos 6x kompaktnija (~40x ukupno) -- ~50 mm ukupna duzina

status:
seen by EM




Kondenzacija hromatina
- Treéi nivo: radijalne petlje

> Specificni proteini u¢estvuju u obrazovanju petlji od 30 nm vlakana
> Specificne ponovljene sekvence reaguju sa proteinima

Morhistons
ecaffold proteing —

Monscaffold
probedn

stalus:

hypothetical; some
experimental support

¥%Thm“%%1ﬁ”ﬂ“ﬁ1hm“%%1ﬁmwm m*w;mﬂgm .
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Kondenzacija hromatina
- Trei nivo: radijalne petlje

Sada je DNK dovoljno kompaktna da moze da stane u nukleus

Protein scaffold

PP a— Nucleofilament
Histone Hi-depleted 300 A

chromatin

Naked DNA e~ 7
(all histones removed)

Metaphase
chromosome

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.



Kondenzacija hromatina
. Cetvrti nivo: dalja kondenzacija u M fazi

Stvaraju se nove petlje koje se udruzuju

250 x komprimovanija DNK (10,000 puta ukupno) u metafazi

Meataphase chromosome

stalus:
hrypothetical

W e AT AT AT AT AT AT AT e AT AT AT AT AT AT AT AT YA A s
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Eukariote:

Proteinski kompleksi za remodeliranje hromatina (trose ATP
za svoju aktivnost). Mogu da sadrze i po 10 subjedinica:

‘H2A i H2B dimer-promena pozicije
‘H3 i H4 tetramer je stabilan

Posledice remodeliranja:

‘Nukleozomalna DNK postaje dostupna drugim proteinima
(ukljucenim u ekspresiju gena, replikaciju i popravku)

‘Promene u poziciji nukleozoma duz DNK



Kratak segment 0\ gom
dvolanc¢ane DNK -~

T
Hromatin sa oformljenim W 11 0m
jenim g

nukleozomima

Vlakna hromatina
promera 30nm nastala
daljim pakovanjem

= 30 nm

Rastresit segment T
hromozoma 300 nm

[}

Kondenzovani segment f I
hromozoma ?1 nm

H“"“l r‘f ccntrlzllrmum
Ceo hromozom 11:-0 i
u mitozi N

Sumarno, DNK molekul se pakovanjem u
hromozome skrati 10 000 puta



Struktura hromozoma

e R

S R R AT
B3

T e A R Sl b

- | Location of genes for
- I colorblindness (q27-gter)

X chromosoma




Visim organizovanjem strukture hromatina formira se
euhromatin odnosno heterohromatin

Euhromatin - nekondenzovan i transkripciono aktivan.

Heterohromatin - gusto spakovan (kondenzovan) i
transkripciono nenaktivan

- konstitutivni heterohromatin je uvek kondenzovan i zato
uvek neaktivan,

- fakultativni heterohromatin povremeno kondenzovan i
neaktivan, a povremeno dekondenzovan i aktivan.

Na krajevima hromozoma-specijalni oblik heterohromatina sa
proteinom Sir2-histon deacilaza koji olakSava dalje pakovanje
telomera. Kofaktor ovog enzima je NAD.



> Haploidni humani genom sadrzi 3,3 x 10° parova baza DNK.

> Manje od 10 % DNK molekula kodira odgovarajuce produkte.

DNK ¢éelija eukariota sadrzi tri glavne klase sekvenci:

1. jedinstvene sekvence - ~60% DNK eukariota, jedna ili hekoliko kopija u
genomu.
- Najveli broj sekvenci koje kodiraju proteine (mogu pripadati i klasama
veCine repetitivnih sekvenci DNK).

2. umereno ponavljane sekvence - ~30% DNK eukariota, 1 - 100 kopija

3. visoko ponavljane sekvence - ~ 10% DNK eukariota, stotinu do nekoliko
stotina hiljada puta.



Na osnovu funkcije i strukture ponavljane sekvence se mogu podeliti na:

a. uzastopno ponovljene gene, identi¢ne kopije gena,
- ponavljaju se sto do hiljadu puta,
- razdvojene nekim nekodirajuéim, razdvojnim, (engl. spacer) sekvencama.
- geni za rRNK, tRNK i geni za histone (u nekih eukariota) pripadaju ovoj grupi.

b. kratke uzastopno ponovljene sekvence (satelitska DNK)
- koje obuhvataju 5-200 parova baza
- nalaze se u 1-10 miliona kopija.
- Sekvence ove klase ulaze u sastav centromera i telomera hromozoma.
- prisutne su i u drugim razli¢itim regionima hromozoma.
- broj ponavljanja ovih sekvenci karakteristika je svake jedinke.

c. rasute ponavljane sekvence
—kratke rasute sekvence koje se ponavljaju,
gradene iz 150-300 parova baza
—duge rasute sekvence koje se ponavljaju (1000-6000 parova baza)
Rasute ponovljene sekvence se mogu pojaviti i u 500 000 kopija.
- mnoge su pokretni elementi.



Struktura hromozoma
Telomere

- Telomere resavaju problem replikacije krajeva DNK lanca
* Produzava ih telomeraza

Sadrze ponavljajuce AT sekvence

-Zastita hromozoma




Struktura hromozoma
Centromere

Centromere ucestvuju u deobi éelije

* Drze sestre hromatide zajedno

* Vezuju se za mitoticko vreteno (kinetohorni proteini), omogucavaju
razdvajanje

*Sadrze 10-1000 parova NT

Trilaminar plate
of kinetochore

Anaphase L Spindle

microtubules

chromatid

LR e T
. ._: L = Eor
Centromere ,;frf/’” ;' E 7 M,
region—_ =" — Kinetochore by 4
microtubules ) e

Kinetochora

Cellular
== pola

Cellular
pole —F

Diraction of
chromatid movemeant
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Struktura hromozoma
Centromere

Spindle fibar Microtubule - S

protein 8 g
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Struktura hromozoma
Centromere
Centromere ucestvuju u deobi Celije

- Blokovi ponovljenih sekvenci
(ponavljajuca satelitska DNK)

A=T-rich elgmant | o elama 1
EI . - = ST -, [}
a AT ICEL DI ACTE . AT TR A IGLCT] g

i, i = 2 !
L I




DNK — humani genom

(A) (B)



James Dewey Watson (1928 - )

EMichael [searo: |

Crick, Watson, and Wilkins su dobili Nobelovu Nagradu 1962 godine.



Celijski ciklus

M
mitoza

G2
Priprema za
deobu celije

Gl
Rast i metabolizam

S
Replikacija DNK i
sinteza proteina

"House keeping genes"-rano u S fazi

Heterohromatin-kasno u S fazi




