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Sissguhatus
Nukleiinhapped avastas F. Misher 1869 a. (DNA) ja nimetas selle nukleiiniks (leiti
tuumast) hiljem osutus aine happeks.

Nukleiinhapete osa pariliku info séilitamisel selgus XX sgj. 30. aastatel, veenvad katsed
Avery (1944), Hershey ja Chase (1952).

DNA struktuurimudel, mis on klassikaliseks néiteks, kuidas molekuli struktuuri tundmine
viib tema biol oogiliste funktsioonide méistmisele: Watson ja Crick, 1953 (vt. J. D. Watson
Kakskspiraal, Loomingu Raamatukogu, 1972?).

Nukleiinhapped struktuurse komponendina (rRNA) 50. aastatel
Nukleiinhapete osa informatsiooni tlekandel 50. |6pp

mMRNA Jacob & Monod
tRNA Zamecnick, Hoghland
Kataltitiline funktsioon T.Cech 80.aastate agul

Ribosoomi struktuur 2000: T. Steitz, P. Moor (50S subiihik Haloarcula marismortui)
V. Ramakrishnan (30S)

A. Yonath, F. Franceshi, F. Schluencen (30S)

H. Noller, J. Cate, M. Y usupov (70S) kdik Thermus thermophilus

Nende toddega selgus 18plikult, et valke slinteesib RNA komponent ribosoomis, mis
kinnitab RNA maailma hiipotees.

Nukleiinhapete komponendid

Nukleotiid- |dmmastikal us, suhkur, fosfaat

Nukleosiid

Nukleotiidid ja nukleosiidid osalevad paljudes enstimaatilistes reaktsioonides
koensliimidena, olles katal tititiliseks komponendiks (NAD, FAD, etc)

Nukleotiidsed antibiootikumid (arabinotsitidiin, kordutsepiin, puromUtsiin)

Aatomite numeratsioon,

Keemilised sidemed ja valentsnurgad

Nuklelinhapete uurimise filsikalised meetodid
X-kiirte difraktsioon-anal ilis

Tuumamagnetresonants ja Elektron- paramagnetresonants



NMR: prooton-NMR ja stabiil sete i sotoopide kasutamine, metalliioonide sidumine
Tuumaresonants vorreldes valkudega vahem informatiivne (G ja U imidasool se [ammastiku
vesinikside, suhkru konformatsioon, Me+ ioonide sidumine etc.)

muud spektroskoopia meetodid: UV jalR spektroskoopia

mikrokal orimeetria

neutronite hgjumine

Vesiniksdemed nukleotiidide vahel

vesiniksidemed on p&hiline stabiliseeriv joud nukleliinhapete sekundaarstruktuuris
vesiniksideme tldbid:

Uldskeem X-H.....Y doonor-aktseptor

C-H...0
N-H....O
N-H....N
(N-H.....S)
O-H...N

H-sideme pikkus nuklectiidide vahel 2.82-2.95 A

vordluseks C*-C® 1.52A

c’-0’ 1.47A

seega vesiniksidemed on vahemstabiilsed

Vesinikside lammastikaluste vahel, vesiniksideme tekkimise ja stabiliseerimise
kooperatiivne iseloom vastavalt skeemile Ik 137 Saengeri v.k. raamatus

L ammastikaluste paar dumine:

Watson-Crick paarid:

A-T jaG-C paarid llhesuguse geomeetriaga, vahe C' aatomite vahel on mdlemal paaril
vordne (10.854)

WC paaridel moodustuvad H-sidemed Py O%, N% N* O%ja Pu N°® 0% N% N?vahel (skeem)
antiparalleelne WC paardumine

pooratud WC paar

Hoosteen paar

teised paardumise voimalused (kolme ja enama ause vahelised paarid)

Aluspaaride stabiilsus:



WC paarid kcal/moal

G-C 16.79
A-T 7.00
A-U 7.21
Hoogsteen

A-U 6.61
A-U (rev) 6.85
A-A 5.6
U-uU 542
G-G 16.04
C-C 10.73
A-G 9.40
G-U 7.78

Aluspaaride stabiilsus seega on erinev ja Watson-Crick paarid el ole kdige stabiilsemad.

Heeliks moodustumise seisukohalt on kdige olulisem aluspaaride geomeetria, W-C
paaridel geomeetria sarnane ja seetdttu on voimalik kooperatiivne heelikss moodustumine,
kui on tekkinud nuklestsiooni tsenter (3 paari)

Stacking

Poly(A) ja AMP neeldumisspektreid vorrel des selgub, et poly(A) neelab véhem jatema
neeldumismaksimum on 3 nm vaiksem. see on seletatav vertikaal se interaktsiooniga, kuna
temp. tdustes poly(A) neeldumine suureneb

Paardumist nimetatakse ka horisontaal seks interaktsiooniks |ammastikaluste vahel, kuna
stackingut kutsutakse vertikaal seks interaktsiooniks. Stacking pohineb Van Der Waals
joududel, diipol-diipol interaktsioonil aluspaaride vahel. Diipol-diipol vastastoimed:
orientatsioonilised 1/r*; induktsioonilised 1/r® dispersioonilised 1/r® (Londoni jéud)
Stackingu stabiilsus sdltub aluste omavahelisest orientatsioonist ja on maksimaalne siis kui
Uhe nukleotiidi laetud grupp asub teise nukleotiidi hiidrofooobse osa kohal, laetud tuumaga
alused & stacku, stacking puriinide vahel on stabiilsem, Py->Pu ja Py-Py on
véhemstabiilsed. Oluline on aluspaaride vaheline kaugus, 3.4 A on harilikult. Kui 3’ suunas
on Pu on stacking selle suunaline, jarelikult sdltub stacking lisaks nukleotiidsest koostisest
kajarjestusest. C->G stack -14.59 kcal/mol  kaheahelalises nukleiinhappes

G->C -9.96

Uheahel alises nukleiinhappes tekitab stacking spiraal seid struktuure.



Paardumine Stacking

entalpia entroopia

kooperatiivne aditiivne

soltub koostisest” sOltub jarjestusest ja koostisest

Kakskahela vormid:

heeliksi parameetrid

P - 360° rotatsioon

P - spiraai samm

n - korduvate elementide arv Uhe pdorde kohta

h - kaugus kahe e emendi vahel

t - poordenurk moodda spiraali kahe jarjestikuse elemendi vahel
t=360°/p

P=nh

A,B,CD, PjaZ vormid DNA’I, tekkimise tingimused ja konformatsioonilised isedérasused
A,B, Cvormid jarjestusest sdltumatud

D, E, PjaZ vormid on j&rjestusest sdltuvad

aluste asend heeliks telje suhtes, simmeetria, suhkru konformatsioon erinevates vormides
jafostfaatide vaheline kaugus

suur javéike vagu, aluspaaride asend suures voi vaikeses vaos
erinevate heeliksi tlupide vordius

Erinevate vormide stabiilsus

DNA looduses (B jaZ vormid)

Superheeliks ja DNA topoloogilised probleemid L, =L, + W,
Superheeliks tahtsus DNA stabiliseerimisel

DNA bending jaselle sltuvus jarjestusest ning bioloogiline téhtsus

Nukleiinhapped:

DNA struktuur

heeliks parameetrid:

P - spiraai samm

n - korduvate elementide arv Uhe pddrde kohta

h - kaugus kahe elemendi vahel

t - poordenurk moodda spiraali kahe jarjestikuse elemendi vahel
t=360°/p

P=nh



DNA on paljudes eri vormides (tabel 9-1 Saengerist)

sekundaarstruktuuri vorm oleneb tingimustest, pdhiline looduslik vorm on B-vorm
heeliks siimeetria 10,

RNA on pohiliselt A voi A’ vormis (11; voi 12;)

RNA-DNA htbriid on A-vormis

Nagu tabelis néha soltub kristalse DNA struktuur vee konstrentratsioonist jaioonsetest
tingimustest aga pohilisalt sliski DNA nukleotiidsest koostisest jamdnel juhul ka
jarjestusest (D, E, Z vormid).

A jaB vormide vordlus:

Suhkru konform fosfaatide kaugus austerotats  kaugus
A vorm Cs endo 59A 30-32,7° 2.56-3.29 A
B vorm C, endo 7A 36-45° 3.0-3.37A

Erinev arv paare Uhe taispdorde kohta téhendab aluspaaride erinevat pdordenurka (tilt vt.
joonis), mis omakorda viib erineva stackingu tekkimisele: midaldhemal on aluspaarid
Uksteisele, seda suurem on stacking. Jarelikult A-vorm on stabiilsem kui B vorm, kuna seda
stabiliseerib suurem stacking. Teisest kiljest on fosfaatide vaheline tdukejoud vastupidise
toimega. KaDNA-RNA hubriid on stabiilsem kui DNA.

Teisest killjest on B-DNA'’| ahelate vaheline stacking stabiilsem kui A-vormil

B-DNA on kdige painduvam vorm, kdverdumine the tai spotrde kohta kuni 19 kraadi
jarjestusest sdltuvalt on konformatsiooni vabadus erinev. B-vormis DNA'l vib tekkida
Ule- ja aapddrdumine.

Jooniselt 11-2 ja 11-3 sek str. ja Cantor & Schimmel (displacement)

Suur javéake vagu B-DNA'|, suur vagu lahusele ja ligandidel e kéttesaadav (ka
interkaleeruvad varvid EtBr néiteks)

A-vormil on suur javéike vagu sarnasemad, vahe on pohiliselt sligavuses.

A-vormis on suur vagu kattesaadav ainult Me" ioonidele ja solvendile

B-vormis DNA on kdige painduvam konformatsioon, ka suhkru konformatsioonis esineb
suuri erinevusi (hiljem bent vai kaldunud DNA). Uhe téispdorde peale on vaimalik
poordenurk 19°. Seega on looduslik DNA kompromiss stabiilsuse ja painduvuse vahel.

Vasakpoolse vindigaDNA Z-DNA

mudeljarjestus poly(dG-dC) 0,7 M MgCl, vdi 2,5 M NaCl vai alkoholi manulusel
paardumine syn-Pu/anti-Py

dC 2’ endo anti

dG 3 endo syn

WC paarid antiparalleel sed

Intra-ahelaine stack on normaalne

Inter-ahelaline stack dG stackub O4' ga

Fosfaatide vaheline kaugus on vahelduv 6,2 véi 7,6 A

Z-vormil on ainult vaike vagu, suures vaos asuvad aused

Z-vormi stabiliseerivad natiivses DNA’ s polGamiinid

dnTC, mis esineb sageli eukariiootses DNA’s stabiliseerib Z-vormi



Looduses esineb Z-DNA nii supehelikaal setes plasmiidides kui kromosoomides (antiZ-
DNA antikehad reageerivad pol iteensete kromosoomidega)

Z-vorm e moodusta nukleosoome ega seo histoone

Z-DNA jaB-DNA Uleminekul tekivad Uheahelalised osad, mida saab spetsiifiliselt
maarata bromoatseetal dehiitdi, kloroatseetal dehtitidi, osmium tetroksiidi voi
hidrokstulamiiniga reageerimise jargi.
diettitlpurokarbonaat reageerib edlistatult puriinidega (N7) Z-DNA’s

ka fenantroliini derivaadid on spetsiifilised Z-vormile, aga see tuleb hiljem RNA juures

Bent-DNA ehk kdverdunud DNA

esineb promootorite ja enchanserite |&heduses sageli UAS na

Kdverdumine tekib perioodilise kaldumise tulemusena, mis omakorda on pohjustatud
ebakorrapérasest stackist (vt. Sinden Ik. 64)

DNA koverdumine pohjustab aberratiivset lilkuvust PAAGIs (aegalasem liikumine, mida
seletatakse DNA painduvuse vahenemisega ja seega geeli vorgustiku halvema labivusega).
Valgud indutseerivad DNA kdverdumist (AraC seondub kolme kohaga
operaatorjarjestuses) vt. Sinden k. 76

SV40 T antigeeni sidumist soodustab kdverdus, mis on tekitatud kahe 5bp sidumiskoha
vahel paikneva A-trackti poolt

| -faagi replikatsiooniks on vaalik O-valgu sidumine, mida stabiliseerib nelja sidumiskoha
vaheliste A-tracktide poolt indutseeritud kdverdumised.

rRNA operonide UAS sisaldab fis-valgu sidumiskohti, mida stabiliseerib seal paiknev
koverdus

DNA korgemat jérku struktuurid

Tihedalt pakkunud DNA Y DNA
B-DNA biheeliksid on 38 A vahega.
Etanooliga sadestamisel tekivad saranased struktuurid olenevalt ioonsest joust.

Kromosoomides on DNA superkoilitult (kuni 10™ aluspaari)

Bakteri kromosoomis on tuumaks RNA ja ausdalised valgud, kromosoomidel perioodiline
side membraanidega.

Inimese kromosoomistik 3x10° aluspaari, DNA/histoon 1/1 vahekorras

Nukleosoom on 160-250 bp, millest DNaasiga tekivad 146 bp jupid

nukleosoomid moodustavad supervinte, iga nukleosoom sisaldab 1,75 pooret jaselle
siidamik on 45 A

Topoloogia

Ahelate seotus Lk vOi L (parempoolne vint positiivne)

Poore Tw

Homogeenses kaheahelaises L=T

Supervint L=T+W, ka see vdib olla negatiivne kui on vasakpidine.
vt. Sinden |k 102



negatiivse L numbrigaZ-DNA’| on DNA topoloogias suur téhtsus, kuna see aitab supevinte
tekitada ilma topoisomeraaside abita

Topoisomeraasid ja helikaasid

DNA riststruktuurid (cruciforms)

DNA jérjestuse simmesetria tltibid:

pooratud jarjestused e. palindroomid

peegeljérjestused

otsesed kordused

(joon. Ik. 135 Sinden)

palindroomsed jarjestused vdivad tekitada risstruktuure (joon. Ik. 142 Sinden)

risti tekkeks on vgjalik aktivatsiooni energia, mis tuleb neagtiivsest supekoilist, see on kdik
vOI mitte midagi protsessjajuhul kui néiteks plasmiidi jarjestus voimaldab risti teket siis
teatud arvu supervintide puhul, tekib rist kdigil molekulidel.

Riststruktuuride bioloogiline roll

Paljude restriktaaside ja ka muude valkude sidumiskohad on palindroomsed

(dimeersed repressorid)

paljude plasmiidide javiiruste ori piirkondades esineb palindroome

Nukleiinhapete kolmikahealised vormid:
H-vorm: Hoogsteen + WC paarid
Jarjestusest sOltuv: Pu motiiv ja Py motiiv kolmikahela tekkes.

Kolmas ahel stabiliseerib struktuuri, aga 3. ahela seondumine on ndrgem vorreldes W-C
paardumisel tekkiva 2-ahelaga.

Kolmikahel on ligandidele halvemini kéttesaadav, e seo jarjestuse spetsiifilisi ligande
(regulaatorvalgud)

Kaksk- ja kolmikahelaliste vor mide stabiilsus:

Paardumist mdjutavad keskkonna tegurid: temperatuur, pH, Uhe- ja kahevaentsete ioonide
kontsentratsioon, H... sidemete konkurents, keskkonna polaarsus (vee kontsentratsioon),
NA'ga seonduvad ligandid: poltamiinid, interkaleeruvad ligandid.

Valguse neelamine ja selle sdltuvus olenevalt aluspaaride koostisest, paardumisest ja
stackingust. Neeldumisspekter tuleneb osalaengute jaotusest |ammastikal uste tuumades,
mida Uhtlasem laengute jaotus, seda suurem aromaatsus ja seega neelduvus 260 nm juures.
Vesiniksidemete moodustumisel tekib ebalihtlane osalaengute jaotus, mis viib aromaatsuse
janeelduvuse véhenemisele.

Hupokroomne efekt Hy(%)=100(Agen-Anat)/Agen ON absorbtsiooni (valguse neeldumise)
vahenemine nukleiinhappe |dmmastikal uste interaktsioonide tulemusena. Néiteks



kaks kahelalise struktuuri teke alusppardumise tulemusel, mille juures valguse neeldumine
260 nm juures vaheneb 25-30%.

Neeldumisspektri alusel nukleinhappe omaduste méaramine: sulamiskdver néitab nii
nukleotiidset koostist kui paardumist. A-T ja G-C paaridel on hiipokroomne efekt erinev
260 ja 280 nm juures, mis voimaldab méérata eri paaride osa nukleiinhappe struktuuris.

Termodunaamilised parameetrid:
Vant'Hoffi seadus

DNA oligonuklectiidide keemiline stintees:
Forfotriester meetod
Fosforamidiit meetod

Metalliioonide sdumine RNA’le

Uheahelaline RNA seob Me?* ioone Kd=0.1-10 mM, NMP Kd>10 mM

mis néitab, et polinukloetiid seob Me?" ioone spetsiifilisalt, tdendoliselt kahe jarjestikuse
fosfaadi vahele. Juba vaikestes kontsentratsioonides (< 10 mM) tdstavad Me* Tr'i.
Struktureeritud RNA’ del on ndrgad ja tugevad sidumiskohad, viimased néitavad

Sidumi staskute olemasol ul.

Kaige paremini tuntud tRNA Me** sidumiskohad (Tabel 3) Erinevatel ioonidel on erinevad
sidumiskohad (joonis 2) Tugevad seondumiskohad moodustuvad koordinatiivsete sidemete
abil fosfaatide hapnikega (joon. 1)
RNA hiidroliiiis Me** vahendusel

2'-OH on nukleofiil, mistekitab 2'-3' tsiklilise fosfaadi ja5’ OH. Selline mehhanism on
iseloomulik aluselisele hiidroltilisile ja paljudele RNaasidele. Metalliioonid
koordineerivad hapniku aatomeid. (joon. 4)

Ribostiimid

T. R. Cech, 90 Annu. Rev. Biochem, R. H. Symons, ibid. 92, T. R. Cech ..... A. M. Pyle,
JBC, 92

valgusiintees: P. Nissen, et a., 2000 Nature 286, 920-930

Ribostiiimide poolt katal tilisitavad reaktsioonid:

-RNA fosfodiestersideme hidroltiis (in cisjain trans)



-RNA ligeerimine

-RNA polUmerisatsioon

-RNA replikatsioon

-2'3 tsuklofosfaadi hidroltts
-fosfomonoestersideme reaktsioonid
-karbonull se stisiniku reaktsioonid

-valgu biosiintees

Spalisingu tttbid (Cech, 90, joon 1)

Grupp | self-spicing, enamuuritud (esimesena) Tetrahymena termophila tuumarRNA
intron (Neurospora ja Saccaraomyces e mt-mRNA jarRNA intronid), T4, SPO1pre-mRNA
jt. Issloomulik on tsiiklilise RNA teke ja G kofaktori lUlitumine, mille jargi neid kdige
sagedamini otsitakse.

Reaktsioonid (Cech, joon 2) kaks jarjestikust transesterifitseerimist. 5 sait on UpA, mida
G atakeerib, see side on iseenesest ndrk. Ligeerumistsentri fosfaat on parit GpU.
Vahelihend sisaldab introni 3' eksoni kuiljes, mison leitud nii in vitro kui in vivo.

Gl introni sek jaters struktuur, konserveerunud tuum ja variaabel véline osa,
konserveerunud Uksteisest kaugel (prim str.) asuvad osad, mis ei ole intron-ekson piiri
lahedal.



