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Predmluva
k tiretimu vyddni celé uéebnice

Pojeti tetiho vyddni celé ucebnice "Uvod do molekuldrni biologic", roz-
vriené do Gty dilii, ziistavd stejné jako w vydani druhého. V jeho pfedmluve se
uvddi, Ze ucebnice je uréena ctendrim a studujicim odborné biologické lirera-
tury, kteii chiéji ziskat v prehlecu zdkladni informace o soucasné molekuldrni
biologii nebo se sezndmit se zdklady tohoto oboru s tim zdmérem, aby pak
mohli pristoupit k jeho hlubsimu studiu. Bude proto vhodnd pro studenty a dok-
torandy téch fakult, kde je molekuldrni biologie zahrnutu juko jeden ze tiklud-
nich predmétii do jejich u¢ebniho programu, coZ se (ka predeviim fukulty pri-
rodovédecke, 1ékarské, pedagogické, veterindrni, farmaceutické, vysoké skoly
chemickotechnologické, zemédélské, a také v neposledni Fadd zdjemen o biolo-
gii z Fad studentiy na gymndziich a jinych stfednich Skoldach. Jofi wZitecnost o-
ceni 16% absolventi, kieri studovali odbornou biologii neho biochemii nebo hio-
logii v rdmci ucitelskych kombinact v minulych letech a chiéfi se seznamit se
soucasnym stavem molekuldrni biologie. Jako zdroj informact miice poslouZit i
védeckym pracovnikimm, jejichZ vyzkumné projekty souvisi s molekuldarmi biolo-
gil.

PFi zpracovani této ucebnice vychdzel autor z pedagoygickych zkusenosti,
které ziskal v vamci vyuky molekuldrni biologie prednaskami v tomto oboru jis
od zaddtku Sedesdatych let na pFirodovédecké fakulté Masarvkovy univerzity, a
také pozdéji externimi pfedndskami na fakulté veterindrni, furmaceutickd a na
Vysoké skole zemédélské v Brné. Tyto pfednasky byly na zdakladd nové literatu-
ry soustavné dopliiovdny novymi poznatky v souladu s aktualninm stavem maole-
kuldrni biologie.

Utebnice je koncipovana jako wvod do molekuldrni biolagic, kiery by
mél byt zdkladem pro jeji dal§i studium. Proto si autor kladl za cil jednodu-
chym jazykem popsat a vyloZit jen ty déje na molekuldrni tirovni, které se obec-
né vyskytuji ve viech zivych soustavdich. A to jsou déje, kieré se uplatinugi pri
Difenosu a zméndch genetické informace. Proto hlavaim zdmérem autora bylo
wilozit molekuldrni mechanizmy prenosu genetické informace (replikuce, tran-
skripce, translace) a regulace genové exprese v jejich obecnosti a vkdazat na
zpusob jejich realizace u organizmii prokaryotickych, eukaryotickyeh, o tuké vi-
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vajici o informacnich makromolekuldch. Je 1o = toho ditvodu, Ze autor chis] ve
strucném prehledu a rekapitulaci strnout chemické pojmy pousivané v dalsich
dilech. Samoziejmé hlubsi pochopenti téchto pojmay by vyzddalo, aby je étengy
studoval z uéebnic biochemie. O nové poznatky se té% rozstila kapitola o repli- -
kaci DNA a kapitola pojedndvajici o translaci. Zvigsts Je tieba zdiraznit, %e na
rozdil od prvniho dilu druhého vydani, se ve tretim vyddni tohoto dilu u proka-
ryot rozliSuje bakteridini replikace, transkripce a translace od archedini, kterg
Se v fadeé aspektit podobd eukaryotické. Je velmi pravdépodobné, e se bude to-
to rozliSeni s pribyvanim novych poznatki prohlubovar.

V Brné dne 8. srpna 1998.
Stanislav Rosypal

Co je molekuldrni biologie?

Molekuldrni biologie studuje vztah struktury a interaker biologickyech
makromolekul {biomakromolekul) k SJunkcim a viastnostem Zivpch soustay.
Mohli bychom také ¥ici, 5e molekuldrni biologie zkoumd vziah mezi dvéma ii-
rovuémi fivich soustav, Y. vztal mezi fyzikilni a chemickou tirovni, kteroy
Predstavuje struktura a interakee biologickych makromolekul a biologickon
trovni, kterou Predstavuji funkce a viastrosti givich soustav. Ve smyslu toho-
to vymezeni molekuldrni biologie jako védniho oboru Jsou koncipoviny reno-

mované svétové udebnice molekulirni biologie.

Molekuldrni biologie Je véda biologickd. Jinak by neméla smysl ani
wznam (viz Watson et al.: Molecular Biology of the Gene, 1987, sir. 115 7).
Velmi pregnantné to v citované ucebnici vyjadril J, D. Watson tvrzenim, ze "ne-
miiZzeme pochopit struktury g Sunkci genty, jestlize nechdpeme biologii orga-
nizmi, v nichz se geny nachdzeji." Proto také molekuldrni biologie pFistupuje
ke studiu vztahu mezi Strukturou a interakcemi biologickych makromolekul q
Zivomimi funkcemi z komplexniho metodologického hlediska integrujictho hle-
diska fyzikdini, chemicksg q biologickd. Tento DFistup oznacovany jako mole-
kuldrnébiologicky Je pFiznacny tim, Ze se v ném operuje biologickymi funkcemi
(biologické hledisko) interpretovanymi (vysvétlovanymi) v pojmech vyjadiuji-
cich strukturni viastnosti o interakce biologickych makromolekul (Hhzikdlni a
chemické hledisko).

V historii molekuldrni biologie tento PFistup poprvé (roce 1 953) vjraz-
né uplatnili J. D. Watson a F. H. C. Crick v nivrhu modelu molekuly DNA,
Na tomto modelu oba autoii vloZili strukeurilnimi, Y. fyzikdlnimi a chemic-
kymi viastnostmi molekuly DNA, jeji biologickou funkci jako genu. Biologic-
ké viastnosti genu, Y. jeho zdvojovdni pied délenim buriky, vysvétlili semikon-
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zervativni replikaci DNA, schopnost kodovat genetickou informaci vysvétlili
primarni strukturou DNA a mutabilitu tautomernimi vlastnostmi bdzi,

To je samozrejmé idedlni a modelovy p¥iklad. V praxi to vypada tak, Ze
védecky pracovnik si obvykle vice nebo previiné vSima jedné nebo druhé strdn-
ky (chemické nebo biologické), coz je ovlivnéno jeho erudici. To viak vitbec ne-
vadi. Pracovnici obou typu dospivaji k cennym vysledkim, které d¥ive nebo po-
zdéji jsou stejnymi nebo jinymi védeckymi pracovniky integrovdany pouZitim mo-
lekuldrnébiologického pristupu. Vysledky této integrace jsou samoziejmé prebi-
rdany ucebnicemi molekuldrni biologie.

Autorstvi ndzvu "molekuldrni biologie" se pfisuzuje Warrenu Weaverovi
a Williamu Thomasovi Astburymu. Oba pravdépodobné pouZili tohoto ndzvu
nezavisle jeden na druhém. W. Weaver pouZil ndzvu molekuldrni biologie v ro-
ce 1938 ve vyroéni zprdvé Rockefellerovy nadace (Annual Report of the Rocke-
feller Foundation for 1938, str. 203 - 219). V této zprdvé chdpe molekuldrni
biologii ve smyslu aplikaci fyzikdlnich metod na problémy biologie, tedy pojimd
Jji spise jako biofyziku. PFiblizné ve stejnou dobu jako Weaver poufil v roce
1939 ndzvu "molekuldrni biologie" W. T. Astbury a jeho doktorandka Florence
Bellovd, kterd ve své dizertaci piSe:"Snad nejzdvainéj§im neddivnym vysled-
kem molekuldrni biologie je uvédoméni si toho, Ze poldtky Zivota jsou dizce
spjaty s interakcemi proteinii a nukleovych kyselin.”

Astbury ndzev "molekuldrni biologie" prvni zverejnil v roce 1946 v caso-
pise Nature; v obsdhlém ldnku o vyznamu analyzy makromolekul pomoci pa-
prski X se zmiityje, Ze tato analyza sehraje vyznamnou dlohu v molekuldrni
biologii. V predndsce, proslovené dne 28. zdri 1950 ve Spolecnosti Harvey So-
ciety v New Yorku, Astbury formuloval koncepci molekuldrni biologie Jako véd-
niho oboru a sprdavné vytusil, Ze podstata zdkladnich Zivotnich déji je zaloZena
na interakcich mezi nukleovymi kyselinami a proteiny, i kdyZ vztah nukleovych
kyselin a proteinit nebyl v té dobé zndmy. To byla také jedna z pricin, proc se
ndzev "molekuldrni biologie" v prvni poloviné padesdtych let objevoval jesté
sporadicky. Prestoze jako fyzik pouZival fyzikalniho pFistupu ve vyzkumu biolo-
gickych makromolekul, zdiwaznil ve své predndice v roce 1950, Ze vedle struk-
tury biologickych makromolekul musi molekuldrni biologie nutné studovat
Jejich genezi a funkci. '

K prudkému ndstupu molekuldrni biologie jako nového védniho oboru
doslo po zverejnéni teorie proteosyntézy zaloZené na ustrednim dogmatu mole-
kuldrni biologie. S myslenkovymi prvky tistiedniho dogmatu molekuldrni biolo-
gie pisli A. Boivin a R. Vendrely v roce 1947. V ucelené formé a na zdkladé jiz
pritkaznéjsich experimentdinich vysledkii teorii proteosyntézy zalofenou na #-
stiednim dogmatu molekuldrni biologie zverejnil v roce 1958 F. H. C. Crick.
To je jiz také doba, kdy se zadind viivat ndzev "molekuldrni biologie" pro novy
védni obor. Zacdtkem Sedescatych let splnila jiz molekuldrni biologie vSechna
kritéria, kterd se kludou na samostatny védni obor. Jsou to taio kritéria:
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® 1. Spoledenskoekonomické uznini molekuldrni biologie projevujici se
Jjednak jeji institucionalizaci (zaklddani védeckovyzkumnych a pedagogickych
dstavii pod timto ndzvem), jednak finanénim dotovénim vzkumu provédénéhe
pod timto ndzvem.
® 2 Mdsvé viasmi casopisy, které jsou mezindrodniho charaktery,
¢ 3. Jsou vyddvdny ucebnice monografie pod jejim ndzvem,
¢ 4. M jednotici teorii, . teorii proteosyntézy v organizmech, zaloZenoy
na usifednim dogmatu molekulgrni biologie. Z této teorie vyplyvd zdkladni kon-
cepce molekuldrni biologie Jjako oboru vyznacujiciho se specifickym pristupem
k FeSeni biologicks problematiky (molekuldrnébiologicky DFistup, viz vyse),
Zacdtkem Sedesdtych let byly experimentding potvrzeny zdkladni aspekry
leorie proteosyntézy zalofens na sistiednim dogmatu molekuldrni biologie, co#
umoznilo, %e v roce 1966 mohly ispésné skoncit prdce na FeSeni genetického
kédu. V roce 1973 se zacing s genovym infenyrstvim. To us Predstavuje mohur-
ny rozvoj molekuldrni biologie. Silné se zacing rozvijet molekuldrni biologie vi-
1t a molekuldrni biologie eukaryot, a to zejména od druhé poloviny sedmdesg.-
tyeh let do soucasnosti,

youow LY v o

Molekuldrm’biologie Drevdiné Fesila, a dosud DPFevdiné fesi, problemati-
ku genetickou a v rdmei fesent té10 problematiky se té% historicky vyvijela, Pro-
fo se casto poustvg misto ndzvu "molekuldrni biologie" ndizvy "molekuldrni ge-
retika". To je viak ziiZeny pohled na molekuldrni biologii. Molekuldrni geneti-
kou se rozsah molekuldrni biologie nevyéerpdva,

v

Predmét studia molekuldrni biologie podle vyse uvedensho vymezeni
ha str. 8 je $irSi nef piedmét studia molekulirni genetiky. Na druhé strané
viak molekulirni genetiku chipeme jako podstatnou souldst molekuldrni
biologie, nepor se 2abyvi funkei informaénich makromolekul (nukleovych
kyselin a proteiniy pri PFenosu genetické informace. Popis a vjkiad déji za-
hrnutjch do prenosu genetické informace v Zivpch soustavich vjadiuje mo-
lekuldrni genetika v Pojmech, které tvori yiklndni logickou strukturu mole-
kuldrni biologie vizbec. Pravé tento logicky zdklad molekuldrni biologie se snq-
Zime v této ucebnici objasnit. Jeho znalost Je nezbytnd pro pochopeni dalsich
oblasti molekuldrni biologie, jako je molekuldrni biologie buriky, molekulgrni
virologie, imunologie, onkologie, perspektivné se rozvijejici molekuldrni neuro-
biologie, molekuldrni evoluce, molekuldrni taxonomie aj.




INFORMAGNI MAKROMOLEKULY

¢ Makromolekuly jsou latky o relativni molekulové hmotnosti sto tisic az
nékolik milionit daltonovyeh jednotek. K makromolekuldm biologického piivo-
du, 1j. k tzv. biologickym makromolekuldm neboli biomakromolekuldm, patri:
A4 proteiny,

¢ nukleové kyseliny,

¢ polysacharidy.

7 nich nezastupitelnou roli pri prenosu genetické informace maji infor-
madcni makromolekuly, coz jsou biologické makromolekuly, mezi nimiz dochdzi
v Zivych soustavach k prenosu genetické informace. Jsou 1o nukleové kyseliny a
proteiny. Schopnost plisobit jako informaéni makromolekuly vyplyvad z jejich
polymerniho charakteru. Polymer je makromolekula slozend z mnoha kovalent-
né spojenych malych molekul, které jsou stavebnimi Jednotkami polymeru a
oznacuji se jako monomery. Tvto stavebni jednotky mohou byt, co se yce struk-
tury, stejné nebo se mohou 1isit. Polymer sloZeny ze stefnych monomeri se
oznacuje juko homopolymer (napr. Skrob nebo glykogen) na rozdil od hetero-
polymeru (kopolymern), coz je polymer sloeny z rtiznych monomerit. Zkrdcené
se homopolymer vyjadiuje symbolem poly(X), kele "poly" (z Fectiny) je "mnoho”
a za X se dosazuje prislu§ny monomer, napr. poly(4) znamend homopolymer,
jehoz monomery jsou zbytky kys. adenylové. Heteropolymery jsou napf. poly
(XY), poly(XYZ), jelikoz jsou sestaveny z riznych monomeri.

Polymery, které tvoFi litkovou podstatu Zivyeh sousiav, oznacujeme jako
biopolymery. Predni misto mezi nimi zaujimaji nukleové kyseliny a proteiny.
Oboji jsou heteropolymery, co md minorddny biologicky vyznam, ktery vyply-
ne ai v souvislosti s vykladem pojmu "genetickd informace”.

Nukleové kyseliny jsou makromolekuldrni ldtky tvorené polynukleoti-
dovymi Fetézei. Polynukleotid nebo 162 polynukleotidovp Fetézec je polymer
mononkleotidit spojenveh navzdjem fosfodiesterovymi vazbami.

Polynukleotidy jsou dvojiho druhu:

¢ a) polyribonukleotidy (zkr. RNA-Fetézee), 4. polynukleotidy, jejichZ mo-

nomery jsou ribonukleotidy,

& D) polydeoxyribonukleotidy (zkr. DNA-Fetézce), i polynukleotidy, je-
Jjichz monomery jsou deoxyribonukleotidy.
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1 INFORMACNI MAKROMOLEKULY

Podle druhu polynukleotidovéhe Fetézce se rozlisuji dva ypy nukleovych
kyselin:

zkratky ndzviy):

UMp = uridylova kyseling (uridin -5 ~monafosfit),
CMP = cytidylovd kyseling (cytidin-5 ~monofosfit),
AMP = adenylovd kyseling (adenozin-5 “monofosfdt),
GMP = guanylovd kyselina (guanozin-5 ~monofosfit),

¢ b) kyselina deoxyribonukleovd (zkr. DNA), kterd sestivd z Jednoho nebo
dvou komplementdrnich polya’eoxyribonukleotidovych Fetézci, které podobné
Jako RNA obsahuji v mnohondsobném opakovdni v rizném pofadi tyto deoxyri-
bonukleotidy jako monomery:

dTMP = deoxytymidylovi kyselina (2 ~deoxytymidin-5 ~monofosfit),
dCMP = deoxycytidylovd kyselina (2 “deoxycytidin-5 ~monofosfair),
dAMP = deoxyadenylovg kyselina (2 ~deoxyadenozin -5 -monofosfit),
dGMP = deoxyguanylovd kyselina (2 ~deoxyguanozin-5 ~monofosfat).

dované) aminokyseliny. Jsoy to aminokyseliny, které se zarazyji do polypepti-
dového Fetézce béhem translace na ribozomech, Je jich celkem 21, budeme-li
pocitat 16z nedivno Zjistény selenocystein,

Informace, podie nis se v burice tvor{ primdrni struktura proteiny, Je
obsaZena v poradi nulleotids DNA a RNA. Poradi (sekvence) nukleotids se
podle druhy nukleové kyseliny oznacyje jako primdrni strukturg DNA nebo
RNA. Podobné poradi standardnich aminokyselin v polypeptidovém Fetézci
IVOFi primdrni struktury Dproteinii,

Usek polynukleotidového Fetézce, ktery se vyznacuje urcitym poradim
nukleotidy, se oznacuje jako nukleotidovd sekvence, V tomto smyslu se roze-
zndvd DNA-sekvence g RNA-sekvence. DNA-sekyvence Je usek polydeoxyribo-
nukleotidového Fetézce vyznacujiciho se urcitym poradim deoxyribonukleoridy,
RNA-sekvence pak DFedstavuje visek polyribonukleotidového Fetézce vyznacyji-
ctho se uréitym poradim ribonukleotidy, Usek Dpolypeptidového Fetszce vyzna-
Cujici se urcitym poradim aminokyselin se oznacyje Jako aminokyselinovi sef-
vence.

Prostorové usporddani makromolekuly do struktury, kerd je zq danych
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podminek pro ni energeticky nejpFiznivéjsi, se oznacuje jako jeji konformace.
Informacni makromolekula md v dané konformaci uréity tvar a trojrozmérné
uspordddni. 1 to md v biologii znacny vyznam, nebot tvorba nejriznéjsich
konformaci, zvld§té u proteinu, je zdkladem rozmanitosti struktur a organel
burky (a také struktur viriy).

V dalich Cdstech této kapifoly se ve strucnosti rekapituluji jen ty struk-
turni viastnosti informacnich makromolekul, kieré maji vztah k tématiim probi-
ranym v této ucebnici. Pro jejich snaz§i pochopeni se doporucuje prostudovat
nejdrive tuto kapitolu, jejiZ posledni édst, kterd pojedndvd o genetické informa-
ci, se zabyva zékladnimi pojmy genetiky z hlediska molekuldrni biologie.

1.1
PROTEINY

1.1.1
Primarni struktura proteint

STANDARDNI AMINOKYSELINY. Viechny standardni aminokyseliny
maji jednoho spoledného jmenovatele. Je to ublik o, vyznadujici se tim, Ze se
na néj vdze aminoskupina -NH, (u prolinu -NH-), karboxylovd skupina -COOH,
vodik a zbytek R neboli postranni (bocni) Fetézec (obr. 1). Jediné u glycinu,
ktery je achirdlni, je zbytek R nahrazen vodikem. Ve zbytku R i postrannim
Fetézei se aminokyseliny navzajem ligi. Tento zbytek urcuje vétsinu chemickych
viastnosti aminokyselin.

Molekuly aminokyselin maji dipolarni charakter, a proto v zavislosti na
pH prostiedi se mohou chovat jako kyseliny nebo zasady (obr. 1). Jsou tedy
l4atky amfoterni neboli amfolyty. Tak nazyvame ldtky, Jejichz molekuly mohou
reagoval jako anionty v silné zdsaditém prostiedi a Jjako kationty v silné
kyselém prostredi. Hodnota pH roztoku, v némz se amfolyt vyznacuje nulovou
pohyblivosti v elekirickém poli neboli hodnota pH, p¥i které md amfolyt nulovy
naboj (pocet kladnych a zdpornych ndboji je stejny), se oznaluje jako izoelekt-
ricky bod.

Kromg glycinu jsou viechny aminokyseliny opticky aktivni, tj. mohou
se vyskytovat ve dvou enantiomernich izomerech (D- a L-fada) (obr. 2). Stan-
dardni aminokyseliny prislusi Fadé L (obr. 3a a 3b). Na zakladg trividlnich
nazvi aminokyselin uvedenych na obr. 3a a 3b nemiizeme viak usuzovat na
jejich chemickou strukturu. K tomuto fidelu ndm poslouZi chemické ndzvoslovi
aminokyselin uvedené na obr. 4.
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TOOH karboxylova skupina
aminoskupina H N—C—H vodik
2 ’ o
R

zbytek
(postrannij fetézec)

kation amfion énion
H* Ht
COOH CoOo~ coo-
\ l

Haﬁ-—- C—H H2N—— C—H
LY T |
R R

. + +
V silné kyselém H Vizoelektrickem W'\, . o zdsaditém
prostredi. bodé, prostred;.
Obr. 1

Obecny vzorec aminokyselin,
chovdni aminokyselin p#i rtizném pH

Velmi asto se aminokyseliny klasifikuji do t&chto Syt skupin:

1. Aminokyseliny s nepolarnim zbytkem. Sem patif viechny aminoky-
seliny, které maji alkylovy postranni fetézec, Jsou hydrofobni, Y. vyznacuji se
velmi nizkou afinitou k molekuldm vody a Jsou ve vode méns rozpusiné nez os-
leini aminokyseliny. Patéi sem glyein, alanin, valin, leucin, izoleucin, fenyla-
lanin, tryptofan, metionin a prolin. Glycin jako nejjednodussi aminokyselina
mi R-skupinu tvofenou pouze jednim atomem vodiku Proto byva té% fazen

’

mimo hydrofobni a hydrofilni skupinu do samostatné skupiny. Co se tyse proli-

OOH QOH
H N-——C—H H—C—nNH
2 ' 2
R R
L-aminokyselina D-aminokyselina
Obr. 2

Projekéni vzorce enantiomerd aminokyselin fady D a L



1.1 PROTEINY

15

1. tida 1. tfida 1. tiida 1. i
. tfid . . tiid
glycin alanin valin Ietﬂ:ii
(Gly) (G) (Ala) (A) (val) (V) (Leu) (L)
COOH COOH COOH COOH
H_N-—CH HN-—C—H Y - L l_
9 2 5 H,N ’ H HN |c H
CH CH CH
3 e \CH | 2
3 3 CH
H \CH
NP NP NP ¥ np 2
1. tiida 3. tfida 3. tiida 3. tiida
izoleucin fenylalanin tyrozin tryptofan
(te) (1) (Phe) (F) (Tyn) (Y) (Trp) (W)
COOH IOOH COOH COOH
cn ...... - H ...... - ..__.-H H N___CWH  Ce—
HN | H N | 2 HN C—H
CH
e s o,
g o )
e |
3 2,
S\ H
NP NP NP
5. tfida 4. tiida 5. tiida 4, tiida
asparagova asparagin glutamové glutamin
kys. (Asn) (N) kys. (GIn) (Q)
(Asp) (D) (Glu) (E)
fOOH foou TOOH TOOH
H2NV(|: H HZN._ﬂ(l;,H HzN ....... (!:.._..H HZN_._(l:____.H
CH, ¢|7H2 THz THz
cH
COOH CONH2 <|3H2 2
COOH CONH,
K P K P

NP = nepolarni zbytek

tif- a jednopismeno
je uvedeno jeji zafazeni

P = polarni zbytek
K = kysely zbytek
Z = zasadity zbytek

Obr. 3a

Standardni L-aminokyseliny

V zdvorkéch jsou uvedeny mezindrodné pouZivané
vé zkratky. U kaZdé aminokyseliny
do pisiugné tridy.
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4. tiida 4. tFida 2. tiida 2. tiida
serin treonin cystein metionin
(Ser) (8) (Thr) (T) (Cys) (C) (Met) (M)
OOH OOH COOH EOOH
HN—C—H HN—C—H H2N— —H HZN——I—-H
IHZ H—C—OH (I>H2 ?Hz
H CH3 SH THz
S
l
CH3
P P P NP
7. tiida 3. tfida 6. tiida 6. tiida
prolin histidin arginin lyzin
(Pro) (P) {His) (H) (Arg) (R) (Lys) (K)
OOH OO0H O0H T)OOH
HN HzN——C—H H N——'C——H H2N~—lc—~H
- o i i
N H2 THZ
HNJ THz f“z
" D
I 2 2
NH
NP 4 z P

selenocystein
(SeC)

COOH
HN—C—
2" ¢ H
CH
|2
SeH

Obr. 3b
Standardni L-aminokyseliny
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glycin = (r-aminooctova kyselina

alanin = o-aminopropionova kyselina

valin = graminoizovalerova kyselina

leucin = o-amino-y-metylvalerové kyselina

izoleucin = o-amino-g-metylvalerova kyselina
fenylalanin = g-amino-p-fenylpropionova kyselina

tyrozin = o-amino-B~(p-hydroxyfenyl)propionova kyselina
tryptofan = o-amino-g-(3-indolyl)propionova kyselina
asparagova kyselina = o-aminojantarova kyselina

asparagin = PB-monoamid kyseliny asparagové
glutamové kyselina = o-aminoglutarova kyselina

glutamin = y-monoamid kyseliny glutamoveé

serin = oc~amino—g«hydroxyproplonové kyselina
treonin = g-amino-p-hydroxymaseina kyselina
cystein = g-amino-f -merkaptopropionova kyselina
metionin = amino-y-metylmerkaptomaselna kyselina
prolin = pyrolidin-2-karboxylova kyselina

histidin z cx-amino~p~(4-imidazolyl)propionové kyselina
arginin = g-amino-g-guanidinovalerova kyselina

lyzin o,& ~dlaminokapronova kyselina

i

Obr. 4
Chemické nazvoslovi standardnich aminokyselin

se svou NH-skupinou kovalentné zatazuje do polypeptidového fetézee, a proto
se tato skupina nez(castiuje tvorby vodikovych vazeb. Zbytky cysteinu v poly-
peptidovém fetdzei mohou vzijemnd reagovat za tvorby disulfidovych vazeb,
kterymi jsou stabilizoviny vy3$§i struktury proteint.

2. Aminokyseliny s polarnim zbytkem. Jsou hydrofilni, tj. maji silnou
afinitu k molekuddm vody a ve vodé se dobre rozpoustéji. Viechny aminokyseli-
ny, které maji poldrni zbytek, obsahuji skupiny schopné vorit s molekulami vo-
dy vodikové vazby. Pati sem  tyrozin, asparagin, glutamin, serin, treonin a
cystein. Amidové skupina asparaginu a glutaminu, hydroxylova skupina tyrozi-
nu, treoninu a serinu jsou dobrymi donory vodiku pti tvorbé vodikovych vazeb.

3. Aminokyscliny s kyselym zbytkem. Jsou 10 aminokyseliny, jejichz
R-zbytek obsahuje karboxylovou skupinu. Patti sem kyselina asparagova a
glutamova. Karboxylové skupiny R-fetézel jsou ménd kyselé neZ skupina
a-COOH, co¥ viak postaduje, aby mohly pfi neutrdlnim pH existovat ve formé
-COO'".

4. Aminokyseliny se zasaditym zbytkem. Tyto aminokyseliny maji pii
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neutralnim pH v R-fetézc; kladny naboj. Jsou to histidin, arginin a lyzin.
Jiné d&lenf aminokyselin je zalofeno na struktufe jejich postrannich
fetézct do téchto sedmi tiid:

1. tfida - alifatické aminokyseliny (glycin, alanin, valin, leucin a
izoleucin).

2. tFida - sirn obsahujici aminokyseliny (cystein a metionin),

3. tFida - aromatické aminokyseliny (fenylalanin, tyrozin, tryptofan a
histidin).

4. tfida - neutralni aminokyseliny (serin, treonin, asparagin, glutamin).

S. tFida - kyselé aminokyseliny (kyselina asparagova a glutamova).

6. tiida ~ zdsadité aminokyseliny (lyzin a arginin).

7. tFida - iminokyselina (prolin). Atom dusiku prolinu je stericky ome-
zovan kruhovou strukturoy prolinu a navozuje cis-konfiguraci peptidové vazby

5). Vlivem specifického enzymu viak tato peptidova vazba prechazi na energe-
ticky pifznivéjsi konfiguraci trans, v niz pyrolidinovy kruh prolinu zpusobuje
ohyb polypeptidového tetgzce (bIiZ8i vysvétleni viz na str. 23 a 30).
Selenocystein je 21, standardni aminokyselina. Nedavno bylo zjit&no,
Ze se zarazuje pfi translaci do proteini, které se oznacuji Jako selenoproteiny.
Selen ma podobné viastnost] jako sira, ale organické slougeniny obsahujici
selen jsou mnohem reaktivnéj§i nez odpovidajici sirné slouéeniny. Pro funkci

fady enzymi je jeho piitomnost v t&chto enzymech nezbytna. Zatim neni zaja-
zen do Z4dné tFidy.

CHEMICKA MODIFIKACE STANDARDNICH AMINOKYSELIN. Po
svém zafazeni do polypeptidového Fetézce byvaji n&které aminokyseliny &asto

o cis-konfigurace trans-konfigurace
Sy 2\ o

C H2 ﬁcm HZ
—C I HC ——C HZ
H H2 R—C H i
% —
o % ‘
NH @{f
R—C¢H R—CH

—0 | &=0
j Obr. 5 f

Vliv prolinu na ohyb proteinu
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chen.ncky mo difikovany a protein pak nabyva své biologické funkce az po této
modifikaci, jejiZz uskutednéni zavisf na pfitomnosti specifickych enzymd, které
ji katalyzuji. Celkem jsou znamy tyto chemické modifikace aminokyselin:

4 1. Fosforylace. Spodiva v pFipojeni fosfatové skupiny k hydroxylové sku-
piné serini rzebo tyrozinu a méné Casto k treoninu. Protein, v némZ byly tyio
aminokyseliny fosforylovany, se pak oznaluje jako fosfoprotein. Fosfatova
skupina zavadi do molekuly proteinu zaporny néboj, coz podstatng ovliviiuje
¢lektrostatick. € chovani proteinu (obr. 6).

® 2. Aeettylace. Spocivd v zavedeni acetylové skupiny do lyzinu (obr. 6).

& 3. Met-ylace. Spociva v zavedeni metylové skupiny do Iyzinu (obr. 6). TéZ
histidin sc mestyluje, a to na 3-metylhistidin v aktinu.

@ 4. Gly kozylace. Predstavuje pFipojeni oligosacharidu nebo heteropoly-
sacharidu k cominové skupiné asparaginu, serinu nebo glutaminu. Proteiny, ve
kterych takovad modifikace aminokyseliny probéhla, se oznaduji jako glykopro-
teiny. Piipojenisacharidu se uskutediiuje nékierou z téchto vazeb (obr. 7):

a) N-glylozidlovou vazbou. Tento zplisob je charakteristicky vazbou oligosa-
chariclu karz inoskupiné asparaginu,

b) O-glykoz &dovou vazbou. Tento zplisob je zaloZen na vazbé sacharidu k hy-
droxylové sk apiné serinu nebo treoninu,

N4 5, Hydiroxylace. Tato modifikace je znama u prolinu a lyzinu v kolage-
nu. Hydroxy laci se prolin modifikuje v kolagenu na 3-hydroxyprolin, 4-hyd-
roxyprolin z lyzin na 5-hydroxylyzin.

VINE K PREMARNI STRUKTURY PROTEINU. Skupina -NH, na uhliku
o jedné ami nokyseliny reaguje se skupinou -COOH na uhliku o jiné aminoky-
seliny zavzrz iku peptidové vazby a vyloudeni vody (obr. 8).

Jestlizze se peptidovou vazbou spojf dvé aminokyseliny, vznik4 slouceni-
na, kterdse oznabuje jako dipeptid; peptid skladajici se ze tf aminokyselin je
tripeptid atcd . Peptidy, které obsahuji méné nez deset aminokyselin, se obvykle
oznaduji jakeo oligopeptidy na rozdil od polypeptidd, které se sklddaji z vice
ne# deseli cominokyselinovych zbytkii. Pro kaZdy polypeptidovy Fetézec je cha-
rakierisicke, s na uhliku o je jeden konec Fetézce tvoreny skupinou -NH, a
drubry skupiron -COOH. NH +konec polypeptidu se oznacuje jako N-konec po-
lypeptidu. Zakonceni polypeptidu karboxylovou skupinou se oznacuje jako
C-konec polypeptidu. Tvorba peptidové vazby je endergonicky proces. Pepti-
dova vaba se vyznaduje znatnou vazebnou energii. Proto je polypeptidovy
tetézec velrni stabilni a hydrolyzuje se pri teplotach nad 100 °C za pfitomnosti

7

silnych kyselin nebo zésad. Polypeptidovy Fetézec, ktery je pdtefi proteinil, je
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Fosforylace serinu.
Stejné je fosforylovén treonin.
OOH OOH
Hy N—C—H ATP H, N—?-—H
Ser/Thr- H
H, -proteinkinaza ? 2
OH
serin HO— P—OH
fosfoserin
Acetylace lyzinu,
OOH QOH
HyN—C—H HyN—C—y4
Hy Hy
AcKoA
C,:Hz acetylaza ?HZ
o s
f“z f”z
NH, hllH
lyzin C=0
l
CHs,
acetyllyzin

—
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Fosforyiace tyrozinu.

ATP
T e 1%
©—Proteinkinéza®
I |
OH (l)
tyrozin HO*—-F*-OH
l
o)
fosfotyrozin
Metylace lyzinu,
OOH OOH

HyN—C—H HaN—C—H
Hy Hy
adenozylmetionin

(l:HZ metylaza ?HZ
i K
T2 T
NH, I'TIH
lyzin CHj,
metyllyzin

Na tomto obrazku jsou pro nazornost uvedeny aminokyseliny
Jako volné molekuly. Je nutno mit v8ak na zreteli, Ze in vivo probihaji
tyto reakce na aminokyselinovych zbytcich Jako soucéstech proteinovych
molekul. To plati i pro obr. 7.

Obr. 6

Fosforylace, acetylace a metylace aminkokyselin in vivo

makromolekula obsahujici nejméné sto aminokyselinovych zbytkit dvaceti (pri-
padné 21, pocitdme-li jit mezi né Sselenocystein) standardnich aminokyselin.
Nekteré proteiny obsahuji jen jeden polypeptidovy Fet&zec, jiné vice. Polypepti-
dové fetézce vétiiny proteind, jejichZ struktura je znédma, obsahuji 100 i vice

aminokyselinovych zbytkd.
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Pripojeni sacharidu N-glykozidovou vazbou k asparaginu.
OOH
H/4 H N— ﬁ;
O  Her— o
i'-l ITIlH asparagin
glukézamin (l:_:_o
CHy
OOH
f‘—O N-glykozidova vazba
CH3
Pripojeni sacharidu O-glykozidovou vazbou k serinu nebo treoninu.
?OOH HoN O%H
HoN H N
HoOH 2 T 2
OH H selrin H
H H treonin
H H
mandza l
(I?OOH
HOCH, O HaN_ C/H
OH H
H j 4
O-glykozidova vazba
Oi-manozylserin o -xylozyltreonin
Obr. 7

Schéma glykozylace

21
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dipeptid
H\ T / l-\ Tz / F\ T (ﬁ TZ /
N—C—C * N—C— “ N-c—c——N~»—lc~—
i 41 oH r’: oH\ Fll1 A H o OH
HZO
~ |
T T 8 ] ﬁ% 7
N-konec /N—,c— Clen—(,:~C~%N—JT:— C=N-—-C— C\ C-konec
T b o I
ORI H |H R, I ;}., H OH
" tetrapeptid \\
7 \\
\\
L g Rotace vazeb Cy-Na G - C.\‘”\

e
R ““w‘\ ;
H 2
VSech 6 atomu, které se podileji na Tato peptidovéa vazba ma konfiguraci
peptidové vazbs, je koplanérnich, t. trans, i, atomy O a H Jsou na opaénych
Jsou ve stejné rovins. Strandch.

Pro upiné nataZeny polypeptidovy
fetdzec, napt. pPoly(Gly)
9=-180° @ y=14180°,
Obr, 8
Schéma tvorby primarni struktury polypeptidu a konfigurace Peptidové vazby
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Atomy, které tvofi peptidovou vazbu, leZi ve stejné roving. Vzijemna
poloha dvou sousednich rovin je ddna velikosti torznich ahld @, tj. otdcivosti
podle vazby C - N a, tj. otdcivosti podle vazby C - C.

Vlivem rotace peptidovych vazeb C o« Na C,- C jsou mozné dvé konfi-
gurace peptidové vazby:

a) cis-konfigurace, coz znamena, ze atomy O a H peptidové vazby jsou
na stejné strané (napt. je-li ¢ = 0 a y = +180° nebo ¢ =+180°a y =0),

b) trans-konfigurace, tj. atomy O a H peptidové vazby jsou na opacnych
strandch (napt. je-li ¢ =-139°a y = +135°),

Energeticky je upfednostiiovana trans-konfigurace, jelikoz vede k mensi
sterické zabrané€ aminokyselinovych postrannich fetézct neZ konfigurace cis.
Sterickou zdbranou se obecné rozumi zdbrana ve volné rotaci atomu nebo a-
tomovych skupin v molekule viivem jejich velikosti nebo prostorového rozmis-
téni. Cis-konfigurace peptidové vazby vznika v sousedstvi prolinu, jehoZ imi-
noskupina je souéasti pyrolidinového kruhu (str. 18). P¥i zafazeni do polypepti-
dového fetézce si vynucuje z diivodl sterické zabrany cis-konfiguraci peptidové
vazby.

Celkové lze fici, Ze z divodl sterické zabrany jsou pro dany postranni fe-
tézec aminokyselinového zbytku jen uréité kombinace torznich GhlG moZné.
Tyto kombinace maji podstainy viiv na vyslednou konformaci proteinové mole-
kuly.

BIOLOGICKY VYZNAM PRIMARNI STRUKTURY PROTEINU.
Zaklad specifiénosti kazdého proteinu spodiva v priméarni struktuie jeho poly-
peptidovych fetézcl. Veskerd informace, potfebna pro tvorbu vys$sich struktur
proteinu a vyjadieni jeho biologické funkce, je obsaZena v primdrni strukture
proteinu (v sekvenci jeho aminokyselin). Tato struktura obsahuje informaci,
podle kieré se 1voFi sekunddrni, tercidrni a kvartérni struktura proteinu, reali-
zuje se jejich nadmolekuldrnf struktura a biologickd funkce. Jak jsou tyto typy
struktur determinovany primarni strukturou proteinu, je jedna z kardinalnich
otazek molekularni biologie a biochemie.

NEKOVALENTNi VAZBY (INTERAKCE) PROTEINU, Schopnost poly-
peptidovych Fetdzcl vytvafet riizné typy struktur vyplyva z rozloZeni atomi
nebo atomovych skupin schopnych tvofit nekovalentni interakce s atomy téhoZ
polypeptidového fetézce nebo jinych fetézcl. Jsou to (obr. 9):

4 1. Tontovéa vazba (vazba mezi aminoskupinou a karboxylovou skupinou).

¢ 2. Vodikové vazba mezi CO-skupinou jedné peptidové vazby a NH-sku-
pinou vazby druhé ve stejném polypeptidovém fetdzci nebo mezi riiznymi,
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polypeptid .

fontovd + & . OMeeei,
vazbha
C{ 0

peptidova
vazha

i 2 kupina
J':H skupi

, vodikova vazba
H H mezi
2 eptidovymi vazbami
, H2 CH3 pep Y

S o
disulfidova CH CHy hydrofobni
vazba 3 interakce

\ CH3 CH2

Tvorbu disulfidové vazby si Ize predstavit takto:Jestlize se roztok cysteinu
necha stét pfipH 7 a pokojové teploté za pritomnosti Kysliku, pak se za

nékolik hodin vytvofFi krystaly cystinu podile této rovnice:
COOo- CcOO- COO0- COO-

o |
' |
’CHZ ’CHZ \ lCH2 CH,
| |
] |

SH H20 s 5
cystein cystein cystin

Obr. 9
Nekovalentni vazby a disulfidova vazba v proteinech a mezi proteiny

¢ 3. Vodikové vazba mezi hydroxylovou skupinou tyrozinu a karboxylovou
skupinou druhé aminokyseliny.

A g 4. Vodikova vazba mezi hydroxylovou skupinou serinu a CO-skupinou
peptidové vazby.

® 5. Interakce polérnich skupin s vodou (hydratace).
4 6. Hydrofobni interakee,

' t.j vazebné vztahy mezi hydrofobnimi skupina-
mi,
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Nekovalentni interakce maji na vysledné uspofadani proteinové molekuly
aény vliv. Ve vodném prostiedi jsou mnohem slab8i nez vazby kovalentni a
jen pon&kud silnéjsi, neZ je energie srazek atomu a molekul pti 37 °C. Proto se
vodikova vazba velmi rychle vlivem tepelného pohybu molekul v prostiedi
prerudi. Aviak slabost jednotlivé vodikové vazby je znasobena velkym poctem
t&chto vazeb v molekule proteinu, v disledku kterych se protein stabilizuje do
struktur, které za danych podminek jsou pro néj energeticky nejpiiznivgjsi.

Vysledna struktura a konformace proteinové molekuly nezavisi viak jen
na rozloZeni atomovych skupin schopnych tvotit vodikové vazby, ale také na
umisténi polarnich a nepolarnich postrannich fetézch aminokyselin. Nepoldrni
fetézce maji tendenci se tlacit dovniti proteinové molekuly a vyhnout se tak sty-
ku s vodnim prostiedim proteinu. Naproti tomu poldrni Felézce se Fadi na vnéjsi
strané proteiny, kde vehdzi do nekovalentnich interaket s molekulami vody a ji-
nymi poldrnimi molekulami. Jsou tedy hydrofilni na rozdil od nepolarnich mo-
lekul, které jsou hydrofebni. Seskupovini nepolarnich postrannich fetézci
(hydrofobni interakce) smérem dovniti: molekuly proteinu ma samoziejmé vliv
na jeji celkovy tvar a konformaci.

DISULFIDOVA VAZBA. U nékterych proteini mé vliv na jejich uspoid-
déni do vyssich struktur disulfidova vazba, ktera se vytvoii mezi zbytky cystei-
nu uvniti stejné molekuly proteinu. Tento proces probiha spontanné, ale pomalu
in vitro (obr. 9). V builce prob&hne za nékolik sckund, nebot’ je v ni kataly-

zovan enzymem proteindisulfidizomerazou (zkr. PDI) (EC-5.3.4.1).

1.1.2
Sekundarni struktura proteini

SBALOVANI PROTEINU. Proces, kierym se vytvdii sekundcrni a terci-
drni struktura proteinu, se oznaluje jako sbalovani proteinu. Probihd vzdy na
jedné molekule polypeptidového Fetézce, ktery se vlivem nekovalentnich inte-
rakei postupng sbaluje jedté béhem své syntézy na ribozomu do dale uvedenych
struktur. V podstaté ma tento proces dvé faze:

vy

¢ 1.V prvni fazi se vytvaii z flexibilniho polypeptidového fetézce sekun-
darni struktura.

¢ 2. Ve druhé fazi, ktera je relativng pomald, se tvoii terciarni struktury.
Nekteré z téchto asto spontannich cest k terciarni struktufe by byly neproduk-
tivni bez (i&asti dalgich proteind, které maji vliv na volbu spravné konformace a
oznaduji se jako chaperony (str. 45 ).
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O-SROUBOVICE (0-HELIX). Sekundérn{ strukturoy proteinu r
uspordddni polypeptidového Fetézce do 0-Sroubovice nebo B-strukrizz
dem sbalovan{ polypeptidu do o-Sroubovice je tvorba vodikovych vaz
se vytvoii mezi CO- a NH-skupinami peptidovych vazeb stodeného o]
dového Fetszce (obr. 10). Na kazdy zavit (otaCku) v pravotodivé o-%x
piipadaji v priméru dvé vodikové vazby uspofadané piiblizng paralelr
Sroubovice, Cim vice vodikovych vazeb orsroubovice obsahyje, tim je s
§i. Na jednu otitku 360° pfipadd primérng 3.6 zbytkt  amin«
Vzdalenost jednoho C,- od druhého je 0,15 nm. Na Jeden zavit (otad
primeérné pfipada 0,54 nm, tj. 3,6 x 0,15, o-Sroubovici lze promit
pomysiného viélce, jehoz $itka Jje 1 nm. Postranni fetdzce aminoky s
smérem ven na jeho obvodu a Jsou hydrofiln{, Ve schématech a m
proteint vysSich struktur se a-Sroubovice znazorfiuje vé&tinou valcem
obvykle ne cel4 proteinové molekula je typu o-Sroubovice, Z celkow

proteinu tvofeného jednim polypeptidovym fetdzcem zaujim4 tvar o-§ro

zjednodu§enyk
pohled

Obr. 10
Schéma o, -$roubovice (helixu)
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vzdy jen jeho urdita ¢ast. Myoglobin je zhruba ze 75 % typu o-$roubovice. U fi-
brilarnich proteind typu o-keratind (vlasy, nehty atd.) se a-§roubovice vyskytu-
je nejvice. Potet aminokyselinovych zbytkii neni u o-groubovic riiznych protei-
nil stejny. Primérné viak piipadd na jednu $roubovici 10 aminokyselinovych
zbytkd.

Na tvorbé o-§roubovice se mohou podilet viechny aminokyseliny vyjma
prolinu, jelikoZ tato aminokyselina ma misto NH,-skupiny iminoskupinu NH,
jejiz vodik se b&hem tvorby peptidové vazby odstépuje a neni tedy k dispozici
pro tvorbu vodikové vazby.

[?)nSTRUKTURA. Uspordadani proteinii do B- strukiury spociva v tom, Ze
Jednotlivé useky o 5 aZ 10 aminokyselindch téhoz nataZeného polypeptidového
Fetézce nebo vice polypeptidovych Fetézcil jsou poloZeny vedle sebe a spojeny
vodikovymi vazbami mezi CO- a NH-skupinami peptidovych vazeb (obr. 11a).
MiZeme si je piedstavit v roviné skladaného listu tak, Ze zbytky R aminokyse-
lin vy&nivaji kolmo k roving listu. Do takové struktury oznadované jako B-skla-
dany list se mohou poskladat dva i vice polypeptidovych fetézcli nebo se miize
tato struktura vytvorit v ramei stejného polypeptidového fetézce. Orientace po-
skladanych fetézcll pak mizZe byt (obr. 11a a 11b):

¢ paralelni, tzn. smér od C-konce k N-konci posklddanych tisekit nebo po-
lypeptidovych Fetézcii je stefny;
¢ antiparalelni, tzn. smér od C-konce k N-konci poskladanych visekit nebo
polypeptidovych fetézei je protichiidny.

V modelech proteinovych molekul se o-§roubovice vyjadiuje vélcem a
polypeptidové fetézce B-skladaného listu plochymi Sipkami (obr. 12).

1.1.3
Vys8i struktury proteini

TERCIARNI STRUKTURA PROTEINU. Takto se oznaduje prostorové
trojrozm&rné usporadani polypeptidového fetézce. Pri€inou takového uspoidda-
ni proteinu miZe byt tvorba disulfidovych mistki (S-S) mezi zbytky cysteinu
uvnit¥ molekuly polypeptidu. ProtoZe jsou tyto zbytky umistény na stejném po-
lypeptidovém fetdzci, fetézec se zkrouti. Hlavnim ditvodem pro vytvoreni ter-
cidrni struktury proteinii je vSak riiznost chemické povahy aminokyselinovych
postrannich skupin schopnych tvorit nekovalentni vazby. Postranni skupiny ma-
ji totiz tendenci nabyt energeticky nejvyhodngjsi interakce s jinymi atomovymi
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Paralelni usporadani polypeptidovych Fetézci
v B - sklddaném listu,
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Obr. 11a

Schéma usporadani polypeptidovych Fetézeu v B-struktufe.
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Anfiparalelni Fetézce Paralelni Fatézce

C-konec N-konec C-konec C-konec

N-konec C-konec N-konec N-konec

Obr. 11b
Schéma 3-skladaného listu

skupinami. Podle terciarni struktury se proteiny déli na:

¢ 1. Globuldrni proteiny, v nich? se stFidaji usporddané a-§roubovice a
segmenty typu B-sklddaného listu s ostatnimi segmenty proteinu tak, e vysled-
kem je kompakini klubko kulovitého tvaru.

¢ 2. Fibrilérni proteiny, v nichz pFevazuji uspoiddané segmenty typu o -
Sroubovice nebo B-skiddaného listu.

Na obr. 13 je uvedeno schéma molekuly lysozymu v tercidmi struktufe.
Je z ného zi'ejmé, Ze obsahuje aseky a-helixfi a B-struktur propojenych linedrni-
mi Gseky polypeptidu. Celd molekula je drZena pohromadé vodikovymi vazba-
mi a jinymi nekovalentnimi interakcemi,
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Ol-helix

polypeptidové fetézce v B-strubkturach

antiparalelni Paralelni  antiparalelni tseky
fetézce fetézce

samostatné paralelni liseky
téhoz fetézce

Obr.12
Schematické vyjadeni orhelixu a polypeptidovych fetézcii B-struktur

B-OTACKA. VétSina proteini je globularnich, Polypeptidovy ret&zec
musi mit proto schopnost ohybu a tvorby otatek, kterymi nabyva kompakini
globuldrn{ struktury. V mnoha proteinech byly zji8t&ny Useky, v nichs polypep-
tidovy Fetézec tvori pevné smycky viivem vodikovyeh vazeb, které se podél ného

Wvori mezi CO-skupinou Jedné peptidové vazby a NH-skupinou ndsledujici jako

na jeji aminokyselinové sestavs, V B-otédkéch se ¢asto vyskytuji aminokyseliny
prolin a glycin, Proteiny obsahujici prolin se sbaluji velmi pomalu, jelikoZ

A
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N-konec C_konc

Obr. 13
Priklad terciarni struktury proteinu - lysozym

»

Obr. 14
Piiklad P -otagky

K}
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peptidovi vazba proliny nebyva hned v polypeptidu ve spravné konfiguraci.
Vlivem sterické zdbrany se nachazf nejdiive v cis-konfiguraci, Aviak enzym

KVARTERNI STRUKTURA PROTEINYV!. Kvartérn] struktura proteinti je
zplisob usporddani Jednotlivych polypeptidovych Fetézey v molekule proteiny.
Tyka se jen oligomernich proteind, 4. proteins vofenych vice ne# jednim po-
bypeptidovym Fetézcem (dimer = dva fetézce, trimer = 3 fetézce, tetramer = 4
fetézce, pentamer = 5 Fetgzen atd.). Podjednotky, Y. jednotlivé polypeptidové
Fetézce oligomerniho proteiny, se oznatuji jako protomery (jedn. & protomer)
nebo téz monomery. V této souvislosti upozortiujeme na to, Ze terminy "mono-
mer" se pouZiva ve dvouy vyznamech, a to ve vyznamu zékladn{ stavebni jednot-
ky polymeru nebo ve vyznamu proteinové podjednotky oligomerniho proteinu.

PrestoZe je sloZen z vice polypeptidovych fetézcli, chovi se oligomerni
protein v roztoku a v %ivé soustava Jako jedna molekuyla vyznacujici se ur&itou
biologickou funkci (obr. 15).

PROTEINOVE DOMENY. Jako proteinovd doména se oznatuje eisek
proteiny, ktery je charakteristicky urcitou primdrni, sekundgmi a tercicirni
strukturoy urSujici v rdmei proteinu specifickou funkci tohoto viseky, Vzdjernné
pisobeni domdn v proteingvé makromolekule je zdkladem Jeji biologické funkce
Jako celku. Ukézeme to na ptikladé CAP-proteinu. Je to protein, ktery v komp-
lexu s cAMP aktivuje promotor laktézového operonu E. coli k vazb& RNA-
polymerazy a tim i k zahdjenf transkripce (str. 244). Zakladnim predpokladem
realizace této jeho funkce Jje vazba cAMP na CAP-protein, &im¥ se tento protein
aktivuje k vazb& na DNA. V tomto procesu se uplatiiuji dvg domény CAP-
proteinu. Na jednu domény proteinu CAP se vaZe cAMP. Touto vazbou se akti-
vuje druhd doména, kterou se CAP vaze k DNA. Kromé& toho na doménu pro
CAMP se vize jesté druhs molekula stejného proteinu, takZe se vytvo¥i dimer
CAP-proteinu, ktery je teprve aktivni (obr. 16).

DENATURACE A RENATURACE PROTEINU. Obvykle se denaturaci
informaéni makromolekuly rozumi vnéjSim viivem vyvoland viping nebo éds-
lecnd zirdta jeji pivodni kon ormace, aniz se pritom zméni jeji primdrni
struktura. Opa&ny pochod je renaturace, tj. obnova Jejt puvodni konformace,
Jakou méla pred denaturaci. Protein e denaturuje pfi neutralnim pH pki
vysokych teplotach, v kyselém nebo zasaditém prostfedi nebo v koncentrova-
ném roztoku mocoviny a jinych latek. Py denaturaci ztrdci protein svou biolo-
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gickou funkci v disledku ztrdty sekunddrni a ter sidrni .s'rruktz.ny, !?f-ia:,,,fx Jjeho
primdrni struktura zilstavd zachovdna. 'Renaturu.]e se gbvyklejen Cisteine n’ebo
vibec ne. Aby se obnovila specificka strukturva a fmuj!(ce pl’OtCll‘l}l, musi s
denaturace a renaturace proteinu provést Setrnd. Uspe‘s"nost; tz'l'lf()\{}/ch p(?ky:s'u
dokazuje, Ze informace pro tvorbu vy.fn.s‘ich .vlruktuvr pr()temu‘/e./zidana primir-
ni strukturou proteinu. Vzpomelime si na to, kdyz. budc;:mc v d'ﬂls.nm textu popi-
sovat, jakym zplisobem se zjednotl’ivy’ch polypeptidovych podjednotek sestavu-
je oligomerni protein a nadmolekularni struktury.

podjednotka podjednotka
{protomer, monomer) (protomer, monomer)

Spojenim padjednotek, napf. vodikovymi vazbami,
vznika dimer.
Stabilita vysledného proteinu zavisi
ha poétu vodikovych vazeb.

Qbr. 15
Schéma vzniku kvartérni struktury proteinu
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C-terminalnf doména
(véZe se na DNA)

N-terminaini doména
viZe cAMP)

br. 16

o
Prilklad proteinovych domén (CAP-protein)

1.1.4
Biologické funkece Proteint

RozrozNAvaci Funkcg PROTEING, v/ disledku toho, %e se protei -
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vyznaduji schopnosti tvofit nekovalentni interakce, jak Vy‘p])’rvé' z jejich
ny. Arni struktury, mohou pomoci téchto interakci rozezndvat nejriznéjsi mole-
prlm Terminem rozpoznavani rozumime proces specifického spojeni dvou bio-
kaly: kich makromolekul nebo biologické makromolekuly s malou molekulou,
2087 spocivd v nekovalentnich interakcich. Predeviim dilezité jsou vodikové
ktefg; pRozpoznévéni je zékladem funkce proteind jako enzymi vazajicich
vaf;str'éty, receptorti vazajicich hormony, imunoglobulini vézajicich antigeny a
o tavebnich podjednotek pii vystavbé buné€nych struktur, kde se

také jako s . ‘ : ar,
roteiny musi navzjem pospojovat v souladu s architektonikou stavéné struktu-
P

ry' 1 3 { M 7N . r
Rozpoznavaci funkce proteini neni omezena jen na vyse vyjmenovanc
pif—fpady. Biologicky vyznamné je zv143t€ rozpoznavéni nukleovych kyselin pro-

teinty.:

PROTEINY VE FUNKCI ENZYMU. Enzymovou funkci proteint lze
ovaZovat za kli€ovou, nebot’ proteiny maji tuto funkei ve viech Zivych sousta-
vach. Jako enzymy se oznaduji proteiny, které urychlyji (katalyzyfi) chemické
rectkece v £ivé soustavé a uréyji jejich smér a specificnosi. Specifi¢nosti zde ro -
Zuimime to, ¥e kazdy enzym preméiiuje zcela urcité ldtky. Latky, kieré se ucin-
Fee rrz enzymii méni, se oznacuji jako substrity. Poet substrat, mezi néZ poditd-
me 1 intermedidrni produkty biochemickych reakci v burice, je znalny. Proto
znadny je i podet enzymil, kterymi jsou tyto substraty premétiovany. Odhaduje
se, Ze Zivoliina builka obsahuje primérng 4 000 enzymd, z nichZ kazdy kataly-
zuje jednu chemickou reakci nebo pfibuzné chemické reakce. Nékteréd enzymy
se machazeji ve vét§ing bunék, nebot’ katalyzuji syntézu zakladnich produkti
buriky, jiné enzymy se nachézeji jen ve specializovanych butikach (napt. jaterni
buriky, nervové buiiky atd.), v nichZ katalyzuji specifické biochemické reakce
daného organu.

Interakce mezi enzymem a molekulami substratd je vysoce specificka a
pErisluiny enzym piisobi jen na urdité substraty. Podstata této specifitnosti
SPodc&iviv trojrozmérné konformaci enzymu. Polypeptidovy fetézec nebo fetézee
enzymové molekuly jsou vzijemn& poskladiny takovym zpiisobem, Ze se
V¥ tvoii v enzymu tzv. aktivni misto (centrum), které ma svym tvarem a sloZe-
nNim  afinitu k urditému substratu. Aktivai misto enzymu si lze zjednodueng
Predstavit jako zimek, do n&hoZ zapada zcela urdity kli¢ (substrat). Sestava ze
dvou funkénich oblasti. Jedna oblast rozeznavd a vdzZe substrdt a druhd po
VQzbe substritu katalyzuje chemickou reakei. Substrat se va¥e k enzymu vétsi-
nou vodikovymi vazbami, van der Waalsovymi silami nebo hydrofobnimi inte-
Is‘i‘:t:‘ifmvl Amin.okyseliny, lfteré tvofi aktivni misto, obvykle nejsou v primarni

. HWkKture proteinu sousedni. Teprve sbalovdnim proteinové molekuly do tercidr-
7L Struktury se pribli#i i vaddlené aminokyseliny do postaveni, které je stericky
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vhodné pro vazbu. Vymény aminokyselin v tomto misté pii mutacich vedou pay

k tomu, Ze enzym ztrati svoji katalytickou aktivity, coz se Projevi ztrdioy i
slusné biochemické reakce v organizmu,

Vztah substrétu k aktivnimu mistu je vysvétlen na obr., 17, kde jako
priklad je uvedena RNA jako substrat, kters v misté, kde se v ni nachdz uracil,
ma byt §t€pena enzymem ribonukledzou, Nazvy enzymy maji koncovky -dza,
kterd se pfidava k ndzvu pro substrt pfemé&iiovany enzymem (napt. jiz uvedens
ribonukledza) nebo podle povahy chemické reakce (napf. dehydrogenéza, tj.
enzym dehydrogenujici substrat).

Ne vSechny enzymy piisobi tak, e v aktivnim misté molekuly enzymy dochazi
jednak k vazbé substratu, jednak té% k vlastnimu katalytickému Ucinku, tj, k pie-
méné substrdtu. Mnohé enzymy potiebuji ke katalytickému G&inky Jjest& nepro-
teinovou slozku nazyvanou jako kofaktor. Funkce kofaktord v enzymovych
reakcich spodivé v prenosu atomii nebo elektront z jednoho substrétu na dalg
Kofaktor pevné vizany na proteinovou slo#y enzymu se oznacuje jako proste-
tickd skupina. P¥ikladem prostetické skupiny je hemin v katalaze nebo pero-
xiddze. Je-li kofaktor vdzdn slabé o miZe se od proteinové slozky enzymy
snadno oddélovat (disociovay), oznacyje se jako koenzym, pricems Dproteinovd
sloZka enzymuy se nazyvd apoenzym. Komplex apoenzymu a koenzymu se ozng-
Cuje jako holoenzym, Apoenzym musi mit specifické vazebné misto Jjak pro
substrat, tak i pro koenzym. Vazebné misto apoenzymu je viak vidy specifické
Pro zeela urdity substrét, zatimeo lentyz koenzym se mise vizat na riizné apo-
enzymy. Viasmi katalytickou reakei uskute’riuje koenzym, ktery obvykle slousi

=

_ribon’ukleéza :

Thr-45'

Dva aminokyselinové zhytky
enzymu ribonukleazy vizou
H

uracil tfemi vody-

kovymi vazbami.

Substraty bez CO-

a NH-skupin

v uréitém postaveni by ne-

: : S byly schopny vazby.
e RNA , Ostatni oblasti enzymu,

— e R které zde nejsou vyznadeny,

Se véZouy vodikovymi vazbamj na jiné &dsti RNA Jako substratu,

Obr. 17
Vazba substrity enzymem vysvétlena
na $tépenl RNA ribonukledzoy
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nefunkéni funké&ni
tivni misto aktivni misto
aktiv “ aktivétor

alosterické misto

neaktivni

aktivni

produkt

substrat

Obr. 18
Viiv aktivatord na konformaci a aktivitu enzymu

deoxyhemoglobin
@ - 02

G———

oxyhemoglobin

Vazba prvni molekuly  Prenos konformaénich

0, indukuje lokalnf zmén na dal§i
konformaéni zmény monomery,
v jednom monomeruy,

Obr. 19

Zmény konformace hemoglobinu pii pfechodu na oxyhemoglobin

vano 2 000 riznych enzymd. Klasifi
nemiZeme uvadét. Uvedeme Jen charakteristiku esti tfid (EC 1 a% 6):

1. Oxidoreduktszy. Katalyzuji prostrednictvim koenzymii intermole-
kularni oxidagng redukéni pfemény podle schématu:

kaci takového rozsahu zde pochopitelng

Area * Box<'""""'> Ay t B

2. Transferszy. Katalyzuj{ pomoci koenzymit prenos skupin z jedné
molekuly na druhou podle schématy:
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AweB + C <ommmmme> A + B---C.

3. Hydrolazy. Katalyzuji pfenos skupin na molekulu vody jako akcepto-

ru podle schématu (§t€pi hydrolyticky vazby vzniklé kondenzaci):

A-wB + H,0 <wcnn-> A-—H + B---OH.

4. Lyazy neboli syntazy katalyzuji nehydrolytické Stépeni nebo tvorbu
chemickych vazeb podle schématu:

5, Izomerazy. Katalyzuji intramolekulirnf piesuny atomil a jejich sku-
pin, tedy vzdjemné pfemény izomeri podle schématu:

6. Ligazy neboli syntetdzy katalyzuji tvorbu energeticky narotnych va-
zeb za soudasné hydrolyzy ATP podle schématu:

A+ B+ ATP <womerne > A=l + ADP + P

an’®

DALSi BIOLOGICKE FUNKCE PROTEINU, Vedle enzymové funkce
maji proteiny v Zivé soustavé jesté tyto dalsi funkce:
¢ 1. Tvofi strukturu zakladni cytoplazmy, ribozomii a jinych organel.
¢ 2. Zajistuji transport latek pfes bunééné membrany.
¢ 3. Jako regula¢ni proteiny i{df rist a diferenciaci bunék.
¢ 4, Ve funkei tzv. kontraktilnich proteinii plisobi pfi pohybovych mecha-
nizmech bun&énych struktur.

# 5. Fibrilarni elastické proteiny jsou soudasti podplirnych pletiv.

¢ 6. Uplatiiuji se jako prenaSedi specifickych signalli v ramci vnitro-
bunééné, mezibund&né a organizmalni komunikace.

¢ 7. Uplattiuji se jako protilatky (imunoglobuliny) v imunitn{ obrang.

¢ 8. Plisobi jako receptory v membran& buiiky.
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Zavérem lze fici, Ze viechny Zivotni projevy a vlastnosti Zivych Soustay
Jsou spojeny s &innosti proteind jako vykonnych nastrojii bunék. Proto takg
dédi¢né chemické defekty ve struktufe proteinti se v Zivych soustavéch proje.
vuji negativné.

1.1.5

Sestavovéni oligomernich proteini a nadmolekuldrnich
struktur

INTERAKCE PROTEINOVYCH PODJEDNOTEK. Oligomerni proteiny
a nadmolekuldrni struktury, jako jsou enzymové komplexy, ribozomy, protei-
nové filamenty, membrany aj., se sestavuji v buiice spojovanim mengich pod.
jednotek (polypeptidovych fetézetl, jejich terciarni struktura Jje globuldrni nebo
fibrildrnf) hlavng nekovalentnimi interakcemi. Vazba mezj podjednotkami
vytvafejicimi strukturu vy$giho typu se uskutediuje tiemi zplisoby (obr. 20):

@ 1. Vazbou povrchu jedné podjednotky na rozta%ené vidkno smy¢ky druhé
podjednotky.

¢ 2. Vzijemnym ovijenim dvoy a vice a-helixd, z nichs kazdy je soudasti

Jiné podjednotky; takovym vzdjemnym ovijenim se Vytvaif superhelixy a proto-
protofibrily kerating vlasti a kolagent kize.

roztazené
vidkno
smycéky

komplementarni
povrchy
podjednotek

dvojity helix

Typy vazebnych | k e
zebnych interakcl megzj podjednotkami tvafejicimi
nadmolekulsrni proteinovouy struktur‘fxy Teim

M

o+ e o Wl Sl
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jako prenasec funkcnich skupin z jednoho substrdtu na druhy. Apoenzym uréuje
vyhér substratu.

Nekteré funkéni skupiny aminokyselinovych zbytki, diileZité pro reakci,
nejsou v aktivnim mist€ v poloze optimani pro katalyzu do té doby, dokud se
molekula substratu nenavaze na enzym. Vazebna afinita k substratu nuti enzym
do konformace, v niZ katalytické skupiny nabyvaji pfiznivé geometrické polohy
za vzniku pfechodného aktivniho stavu enzym-substrat. Enzymova molekula je
v této aktivni konformaci nestabilni a ma tendenci piejit za nepiitomnosti
substratu do volné formy.

Nékteré enzymy jsou alosterické. Jsou to enzymy, které maji jednak
aktivni misto, na které se vaze substrdt a jednak alosterické misto, ke kterému
se vdze alostericky efektor. Alosterické efektory jsou malé molekuly, kieré
svou vazbou na alosterické misto proteinové molekuly vedou k tzv. alosterické-
mu efektu. Alostericky efekt je reverzibilni zména v konformaci proteinu, co?
znamend, Ze po uvolnéni efektoru nabyvd protein své pivodni konformace;
touto konformacni zménou se méni interakce proteinu s jinou molekulou. U pro-
teind, které jsou ve funkei enzymi, zplisobuji alostericky efekt tzv. aktivatory,
které vazbou na molekulu enzymu zvySuji aktivitu enzymu. Aktivitor indukuje
konformaéni zménu v terciarni struktuie enzymu, kterd zasahuje aZ k aktivnimu
mistu enzymu a usnadni vazbu k substratu. Po uvolnéni z alosterického mista
nabyva enzym své piivodni konformace projevujici se sniZenim aktivity enzy-
mu. Celkové Feceno, vazbou aktivatori k alosterickému mistu se enzym aktivuje
a jejich uvolnéni z tohoto mista vede opét k inaktivninmu stavu enzymur (obr. 18).
Alostericky efekt se viak nepozoruje jen u proteinti, které maji enzymovou
funkei, ale i u proteini, které maji i jiné biologické funkce (nap¥. hemoglobin).
V kapitole, kterd pojednava o regulaci cxprese prokaryotického genomu, se
budeme podrobngji zabyvat vztahy alosterickych efektort k reguladnim protei-
nim. Prikladem takovych proteinii je represor, ktery po vazb& alosterického
efektoru méni svou konformaci a tim i vztah k reguladni oblasti na DNA bakte-
i,

Alostericky efekt se Casto vyskytuje i u oligomernich proteint. V mole-
kule hemoglobinu se kyslik nejdifve navaZe na jednu podjednotku a zplsobi
konformaéni zménu, ktera se pak roziti do dalgich ¥ podjednotek (obr. 19).

KLASIFIKACE ENZYMU, Kazdy enzym je uveden v katalogu enzymi
pod Etyfmistnym EC-&islem (systémové &islo). Prvni &islo vyjadiuje piislug-
nost do jedné ze Sesti t¥id. Dal§i dvé &isla znamenaji podttidu a skupinu atd.
Napf. laktétdehydrogendza ma EC-&islo 1.1.1.27, co¥ znamena, ze patii do téidy
I (oxidoreduktazy), podtidy 1.1 (CH-OH-skupina jako donor elektrond), dali
podtfidy 1.1.1 (dehydrogendzy, akceptorem H je NAD") a koneé&ng zafazeni do
skupiny 27 ji specifikuje jako laktatdehydrogendzu. Takto je zhruba klasifiko-
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¢ 3. Spojenim komplementarnich pevnych povrchi dvou riznych podjed-
notek.

Vzdjemnou vazbou dvou podjednotek se obvykle zvysi afinita k teti pod-
Jjednotce. Komplex o tech podjednotkdch je pak stabilnéji neZ komplex sloZeny
ze dvou podjednotek. Jestlize jsou podjednotky navzajem v potiebnych pomé-
rech, vytvoi se kompletni vyslednd struktura ze viech podjednotek. V realitd
vnitiniho buné&ného prostiedi v8ak k tomu dochazi asi zfidka, a proto ziistava
&4st podjednotek volna. Tyto podjednotky jsou odbourany protedzami, k Semuz
slouzi v butice zvlastni systém, ktery je popsan déle.

TVORBA DIMERNICH PROTEINU. JestliZe se globularni podjednotka
vyznaluje vazebnym mistem, které je komplementarni k jinému mistu vlastniho
povrchu, mohou se pak spojit molekuly stejného druhu prostfednictvim téchto

mist za tvorby dimeru. Mnoho enzymi a jinych proteind tvofi timto zpiisobem
dimery (obr. 21). Dimery mohou pak ddle slouZit jako podjednotky k tvorbé jes-

vvr

té vys§ich proteinovych komplexit a nadmolekuldrnich struktur.

TvORBA FILAMENTU. Filamenty jsou vidknité proteiny, které se tvoii
vét§inou z podjednotek, jejichZ tercidrni struktura je globuldrni. Takovd pod-
Jednotka obsahuje vazebné misto, jeZ je komplementirni ke specifické oblasti
Jejtho viastniho povrchu. To umoZiiuje, aby se postupn& molekuly spojily za
tvorby helikdlnich filamentd nebo prstencii. Piikladem je aktinovy filament,

jehoz helikdlni strukturu tvofi fada polypeptidovych fetézcii. Aktinové filamen-
ty jsou hlavnimi sloZkami cytoskeletu eukaryotickych bunék (obr. 22).

podjednotka

e

vazebné misto

dimer

Obr. 21
Tvorba dimeru ze dvou stejnych
proteinovych podjednotek
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podjednotka

.vazebné misto

prstenec

Obr. 22

Tvorba helikalnich filament( a prstenct
ze stejnych vzajemné se vazajicich podjednotek

TVORBA PLATOVYCH A TUBULARNICH PROTEINOV YCH STRUK-
TUR. Nekteré proteiny se tvoii spojovanim podjednotek do plochych struktur,
které maji vzhled platd hexagonalni symetrie. Takto Jsou utvafeny napt. protei-
ny, které jsou soudasti lipidové dvojvrstvy v membranéch. Kapsidy nékterych
virli jsou proteinové komplexy tubulérniho tvaru (obr. 23).

SAMOSESTAVOVANi. VétSina nadmolekularnich proteinovych struktur
s¢ sestavuje ze svych monomerd bez Jakékoli vn&jsi instrukee. Déje se to proce-
Sem samosestavovani, tj. spontdnnim seskupovanim proteinovych podjednotek
(polypeptidovych retézcy globuldrnich nebo Sibrildrnich) a jejich spojovinim
nekovalentnimi interakcemi zq vzniku nadmolekuldrnich proteinovyich struktur.
Informace pro tvorbu t&chto struktur je obsaZena v jejich podjednotkéch, jelikoZ
Za vhodnych podminek se mohou spontanné in vitro spojit do piislugné sestavy.,
Prikladem nadmolekuldrnich proteinovych struktur, které se tvori procesem
samosestavovan{ je tubuldrni kapsid viru tabakové mozaiky nebo ribozom.
Kap51d.viru tabdkové mozaiky je vysledkem seskupovani stejnych podjednotek
k(?lem Jedné molekuly RNA, kdesto prokaryoticky ribozom je sestaven z riiz-
nych proteinovych podjednotek a 3 molekul rRNA . Tyto podjednotky se mohou
s molekulami RNA spojit do struktury aktivniho ribozomu téZ in vitro. Tento
proces samosestavovéni probih4 tak, Ze nejdiive se n&které proteiny vdZou na

RNA a teprve tento komplex Je rozezndvén dalsimi proteiny za tvorby celého
ribozomu,
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hexagonélné
poskladane
podjednotky

podjednotka

sbalovani

\ helikalni
tubule

Obr. 23
Tvorba plochych a tubularnich struktur

Avsak ne viechny bunééné struktury se tvoii timto zplisobem. To se tyké
napt. mitochondrii, cilif a myofibril. Tyto organely se nemohou spontinné utvo-
fit ze svych slozek, jelikoZ &ast informace pro jejich sestaveni je obsaZena ve
specifickych enzymech a bun&nych proteinech, které plisobi jako matrice pro
jejich sestavovani a nezabudovavaji se do vysledného produktu. Napf. hlavova
souddst kapsidu n&kterych bakterialnich vird, ktera se sklada ze stejnych protei-
novych podjednotek, se sestavuje na dofasné matrici z proteinu, ktery nevchazi
do konetné sestavy hlavy. 8

Je dosud zédhadou, jakym zplisobem je cely proces samosestavovani nad-
molekuldrnich struktur regulovan. U takovych struktur, jako je napf. obal viru
tabakové mozaiky, se zd4, Ze velikost obalu je uréena délkou RNA, kolem které
se obal tvofi (obr. 24).

PROTEAZOMY. Jednou z funkei intraceluldrnich proteolytickych
mechanizmd je rozpoznani a odstranéni nedokondenych proteinovych struktur,
poskozenych struktur nebo $patné sbalenych proteind. Musi byt také odbourany
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RNA

Virus je vldknity a déika jeho
obalu je uréena délkou RNA.

Obr. 24
Schéma nadmolekularni struktury viru tabakové mozaiky

stabilni
nadmolekularni struktura

Odbourani nadbyteénych
podjednotek zabrariuje tomu,
aby se hromadily v burice.

volné podjednotky

Obr. 25
Tvorba stabilnich nadmolekularnich struktur

a odbourani nadbyteénych podjednotek
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nadbyte€né proteiny, jejichZ koncentrace se méni v zavislosti na stavu buiiky
(obr. 25). Vét¥ina téchto proteinil se dopravuje do velkych proteinovych komp-
lexti nazyvanych proteazomy, které jsou v mnoha kopiich rozptyleny po celé
butice. Kazdy proteazom se sklada z centralniho vélce, vytvoreného z mnoha
odli¥nych protedz, jejichZ aktivni mista sméfuji do vnitfniho prostoru vélce.
Oba konce valce jsou tvofeny alespori 10 typy polypeptiddl, z nichZ ngkteré
hydrolyzuji ATP. Predpoklada se, Ze tyto polypeptidy vybiraji k odbourani
proteiny tak, Ze jimi naplni vnitfni prostor vélce, kde se protedzami rozloZi na
kratké peptidy, které jsou pak vylouCeny do prostoru mimo valec.

Proteazomy plsobi na proteiny, které byly specificky pro odbourani
oznaleny tim, Ze se na n& kovalentné pfipojil maly protein nazyvany ubikvitin.
Timto proteinem jsou rozezndvdny chybné posklddané proteiny nebo neipiné
sestavené nadmolekuldrni proteinové struktury. Ubikvitin v8ak musi byt nejd¥i-
ve aktivovén, coZ se d€je enzymem El. Druhy enzym, E2, pfenese aktivni ubik-
vitin na nadbytedny sbaleny protein, ktery je pak dopraven do proteazomu, kde
se rozloZi protedzami. Schéma cyklu ubikvitinu je uvedeno na obr. 26.

MOLEKULARNI CHAPERONY (&ti ve francouzské vyslovnosti "§apro-
ny"). Chaperon je plivodné francouzské slovo piejaté i s jeho vyznamem garde-
dama do anglitiny. Molekuldrni chaperon je protein, kterym je v buvice dopro-
vdzeno sbalovdni polypeptidového Fetézce a sestavovdni podjednotek (mono-
mer#) do oligomerit a nadmolekuldarnich struktur, a to tim zpisobem, Ze rozez-
navd povrchy interagujicich monomerti a zabrariyje jejich spojovdni do nefunk-
énich agregdty. Chaperon neni tedy souéasti vysledného oligomeru nebo nad-
molekularniho proteinového komplexu.

Na obr. 27 je schematicky zndzornén princip, jak chaperony umoziiuji,
aby se protein spravné sbalil do pfislugné tercidrni struktury. Uskuteéiiuje se to
nap¥. vazbou chaperonu hsp70 na hydrofobni oblasti jest€ nesbaleného poly-
peptidového fetézce uvolfiovaného z ribozomu. Chaperon se totiZ vyznaduje
afinitou k hydrofobnim asekfim polypeptidi. Touto vazbou se zabrani, aby se
sbalovany polypeptid spojil s jinym neZadoucim polypeptidem nebo Gsekem na
stejné molekule polypeptidu. Tim se umozZni, aby proces sbalovani mohl dale
pokraovat spravnou cestou. Pro plUsobeni chaperonu je zapotiebi energie ve
formé vazeb ATP.

Na rozdil od chaperonu hsp70, jiny chaperon, hsp60, pojme &erstvé syn-
tetizovany polypeptidovy fetézec jako "soudek", aby mu umoZnil ve chrang-
ném prostoru ukondit sbalovani, kterému pravdépodobné téZ n&jakym zphso-
bem napomaha. I tento chaperon vyZaduje energii ve form& ATP. Byl zji§tén
jak u prokaryot, tak i u eukaryot a elektronmikroskopicka studia ukazuji, Ze
skutedné ma tvar pfipominajici soudek.

Funkce a vyskyt dosud znamych chaperonii je stru¢né shrnut v tab. 1.
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E1 = enzym aktivujici
ubikvitin,

E2 = enzym prenasejici
aktivni ubikvitin

sbaleny protein na shaleny protein.

(= S

aktivni
ubikvitin

Oznaceni ubikvitinem
2a Gdasti Inzymu E2. Aktivace

ubikvitir ea

enzymemy £

198

208

198

Odboura’nl: proteinu

Protedzou. graqmenty
proteiQu

= \_
7N

Rozbaleni proteinu.

@
S&

__heaktivini
ubikvitin

_ Obr. 26
Schéma cyklu ubikvitinu
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Tab. 1
Nékteré funkee a vyskyt chaperonovych redin hsp70, hsp60 a hsp90
Rodina Vyskyt
chaperoni v organizmu Funkee
Hsp 70 Stabilizuje Eerstvé vytvorené proteiny
in vivo; stimuluje exportovani
proteint z buiiky; napomaha sesta-
E. coli vovat a rozkladat replikaéni komple-
xy; reaktivuje RNA-polymerazu inak-
tivovanou teplem; usnadiiuje
odbourdvan{ abnormalnich proteini.

Hsp 70 ER S. cerevisiae | Podporuje translokaci proteint do ER;

ER savel véZe se na nesestavené nebo $patné
poskladané protomery oligomernich
protein(i ER.

Hsp 70 Mitochondrie S. | Podporuje translokaci proteint do

cerevisiae mitochondrii a nasledné jejich
sbalovani.

Hsp 60 E. coli Podporuje in vivo sbalovani nadprodu-
kovanych proteinti a opétné sbalovéni
proteind in vitro, z(iGastiiuje se sesta-

vovani faigového virionu; usnadiiuje
export B-laktamazy; stabilizuje protei-
ny destabilizované teplem.

Hsp 60 Mitochondrie S. | Podporuje sbalovani a sestavovani

cerevisiae Cerstv€ importovanych proteinii; stabi-
N. crassa lizuje proteiny urdené k opétnému
exportu do mezimembranového pros-
toru; vdze mitochondriové proteiny
denaturované teplem a brénf jejich se-
skupovani (agregaci).
Hsp 60 Chloroplasty Je nutny k sestavovani ribul6zabis-
rostlin fosfatkarboxylazy a pravdépodobné
jinych proteini.

Hsp 90 ViZe se na steroidni receptory a stabi-

Savci lizuje vazbu ligandu; inhibuje aktivitu

tyrozinkinazy; vaZe kazeinkinazu II a
branf jeji agregaci.
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1.2
NUKLEOVE KYSELINY

Poznamka: V této kapitole se popisuje primarni struktura deoxyribonuk-
leové a ribonukleové kyseliny. Pak se pokraduje uZ jen v popisu a vykladu
sekundarni a terciarni struktury kyseliny deoxyribonukleové. Strukturu ribonuk-
leovych kyselin popisujeme jen obecné. Popis sekundarni a terciarni struktury
ribonukleovych kyselin by bez znalosti jejich funkci nezapadal vhodné do této
kapitoly. Proto se jim zabyvame aZ v kapitolach, kieré pojednavaji o funkcich
ribonukleovych kyselin pfi pfenosu genetické informace.

1.2.1
Primarni struktura nukleovych kyselin

STRUKTURNI TYPY NUKLEOVYCH KYSELIN. V %ivych soustavich
se vyskytuji tyto strukturni typy nukleovych kyselin:

¢ 1. Linearni molekuly. Vyskytuji se jako:

a) linedrni jednoretézcové molekuly DNA nebo RNA, tj. molekuly s volnymi

konci; ‘
b) linearni dvouietézcové molekuly DNA nebo RNA, tj. molekuly sestdvajici

ze dvou Fetézcit s volnymi konci.
¢ 2. Kruznicové molekuly nukleovych kyselin. Vyskytuji se jako:
a) jednoietézcové kruznicové DNA nebo RNA, {j. spojité jednotetézcové mo-
lekuly bez volnych koncil;
b) dvouretézcové kruznicové DNA, tj. spojité dvouretézcové molekuly bez vol-
nych koncii.
¢ 3, T¥i- aZ étyiFetézeové molekuly DNA.

Jednotetézcové molekuly budeme oznalovat zkratkou ss (z angl. single
stranded) a dvoufetézcové zkratkou ds (z angl. double stranded), tedy ssRNA,
ssDNA, dsRNA, dsDNA,

NUKLEOTIDY. Molekula nukleotidu sestava:

L4 z pétiuhlikového monosacharidu (pentézy), coZ je bud’ 2-deoxy-B-D-
-rib6za, nebo B-D-ribéza,

¢ zkyseliny trihydrogenfosforetné: H,PO,,
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6-aminopurin 2-amino-6-hydroxypurin
Obr, 28
Purinové baze
/
2
186
\N
pyrimidin
H
N > :
N ’ HN CH3 HN ’
) oA A
o/ N N N
H H H
cytozin tymin uracil
4-amino-2-hydroxypyrimidin 2,4-dihydroxy-5-metylpyrimidin 2,4-dihydroxypyrimidin

Obr. 29
Pyrimidinové baze

A4 Z purinové nebo pyrimidinové baze.

Purinové béze jsou (v zavorce je uvedena Jejich zkratka):
adenin (ade),
guanin (gua).

Pyrimidinové baze Jjsou:

cytozin (cyt),
tymin (thy),
uracil (ura).
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'CH_OH
5eh,

B-D-rib6za p-D-2-deoxyribéza
p-D-ribofuranéza 2-deoxy- [3-D-ribofuranéza

Obr. 30
Cukerné slozky nukleotidu

Nukleotid (zkr. N) je sloucenina nukleozidu s kyselinou fosforecnou. Jednotlivé
vzorce slozek nukleotiddi jsou uvedeny na obr. 28, 29, 30. Pfiklad vzorch
pyrimidinového a purinového nukleotidu je na obr. 31. Nukleotidy obsahujici
jako monosacharidovou sloZku ribozu se oznaluji jako ribonukleotidy, kdezto
1y, které obsahuji deoxyribozu, se nazyvaji deoxyribonukleotidy.

Sloudenina vznikla spojenim purinové nebo pyrimidinové baze N-glyko-
zidovou vazbou s ribdzou nebo deoxyribbzou se oznaduje jako nukleozid.
Spojenim baze s ribézou vzniké4 ribonukleozid, s deoxyribézou deoxyribonu-
kleozid. Uvadime jejich zkratky a ndzvy:

'1. Deoxyribonukleozidy
dAdo nebo dA = deoxyadenozin,
dGuo nebo dG = deoxyguanozin,
dCyd nebo dC = deoxycytidin,
dThd nebo dT = deoxytymidin.
2. Ribonukleozidy
Urd nebo U = uridin,
Cyd nebo C = eytidin,
Ado nebo A = adenozin,
Guo nebo G = guanozin.

V textu i v sekvencich budeme vEak baze a nukleotidy vyjadfovat jejich poca-
te¢nimi pismeny bazi.

PROTONACE BAZi. Protonace bdzi probiha v urditém rozsahu hodnot
PK, (poznamka: pK, = -log K, kde K je disociani konstanta). Ovliviiuje
parovéani bazi, na coZ v konkrétnich souvislostech upozornime. V tab. 2 jsou
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Tab. 2
Hodnoty pK, pro bize v nukleozidech a nukleotidech
Protonovany
Béze atom dusiku | Nukleozid |3'-nukleotid | 5'-nukleotid
Adenin (N-1) 3,52 3,7 3,88
Cytozin (N-3) 4,17 4,43 4,56
Guanin (N-7) 3,3 (3,5) (3.6)
Guanin (N-1) 9,42 9,84 10
Tymin (N-3) 9,93 - 10,47
Uracil (N-3) 9,38 9,96 10,06

uvedeny hodnoty pK_ pro béze v nukleozidech a nukleotidech pti 20 °C a nulo
vé koncentraci soli. Tyto hodnoty odpovidaji

ztraté protonu pfi p¥i PK, > 9 a pfijeti protonu pfi pK, > 5.

KonrormAcE NUKLEOZIDU. Péti¢lenny ribofuranézovy kruh s

vyznacuje tzv. pseudorotaci, tj. mige Plynule prechdzet v Fady konformact. Ve
stavu krystalickém jsou z nich pfedevdim vyznamné konformace endp a exo
Cukern slozka nukleozidd se v DNA vyskytuje v konformaci C3'-endo neby
C2'-endo (obr. 32). Konformace C3'-endo znamena, ze C3'je na téze strand ro-
viny jako atom C5' a atom dusiky N PFipojujici bdzi k ribéze. Konformace C2-

NH, NH,
oviS e
o Jo
I Ny N ?H o/ N
HO—p—0 —CHZ HO—p—0—CH
| 0 | 2 o
OH 0 ‘
H\T H/y H\H H/y §
OH H OH H

2'- deoxyadenozin-5'-monofosfét 2'- deoxycytidin-5'-monofosfat

Obr. 31
Pfiklady dvouy nukleotid
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Cc5'

koplanarni atomy

P
& 2

C3'-endo C2'-endo
Mimo rovinu. Mimo rovinu.

Obr. 32
Endo- konformace nukleozid

endo pak znamend, Ze na stejné strané, jako je atom C5' a N, je C2' U obou
konformaci vybo&uje bud” atom C2', nebo atom C3' z roviny, ktera je tvofena
atomy O, C1'a C4'. Konformace C2'-endo a C3-endo jsou preferovany, jeliko?
nekovalentni interakce mezi substituenty ribofuranézového kruhu jsou v téchto
konformacich nukleozidi minimalni.

KONFORMACE GLYKOZIDOVE VAZBY. Na celkovou konformaci nu-

anti

Obr. 33a
Konformace glykozidové vazby u pyrimidinovych nukleotid(
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Syn-guanozin

anti-guanozin

Obr. 33b
€ vazby u purinovych nukleotidy

Konformace glykozidov
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,o UU

o——p— 0—CH,

NH .,
} N
N /LO
I °
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H\H H/u
L}
3
OH H
o
NH
2
T\/E‘KN
H OH OH k /'
ror N
HO—p— r—o —0 ‘CH
| | 0
o 0
H\H H/y
OH H
. Obr, 34a
Syntéza polydeoxyribonukleotidového fetézce
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5'-konec
OH
HO-—P~—— O—CH
[ |2 o
0 5 \
HOHH HCS NH
" N0
HO—P— O—CH
[ 2 o
H\H H H N
H . o
HO——P-— 0—CH,
o
u 2

fosfodiesterova vazba HO—P —0O — CH2
| °

3'-konec OQH H

+

Obr. 34b
Syntéza polydeoxyribonukleotidového Fetézce
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ANTI
118
+90° 90" —+90°
-60
¢/ SYN
60°az 80°

lo
0 Obr. 33¢ 0°
Konformaéni rozpéti anti a syn pro glykozidové vazby

u pyrimidinovych a purinovych nukleozidt

vazba v konformaci antiklindln{ neboli anti, JestliZe tyto skupiny lesi nad ribo-
furandzovym kruhem, je konformace glykozidové vazby synklindlni &i syn (obr.
33a, 33b, 33c). C3"-endo upFednostituje antiklindlni konformaci, kdezto C2"-en-
do synklindlni. P¥iblizna poloha baze v konformaci anti a syn je pro pyrimidino-
vé a purinové nukleozidy zndzornéna na obr. 33c. Pyrimidinové nukleozidy za-
ujimaji vSak uzsi rozmezi (-115° az +180°) anti-konformaci, zatimco purinové

se vyznacwji  Sir§im rozmezim anti-konformaci (-60°az 180°). Rozmezi konfor-

maci syn pro purinové nukleozidy je uzké (+ 60° az 80°).

POLYNUKLEOTIDOVY RETEZEC. V polynukleotidovém Fetézci jsou
nukleotidy navzijem spojeny 3', 5' - fosfodiesterovou vazbou, kterd se tvori
mezi C3"-deoxyribdzy (nebo ribozy) jednoho nukleotidu a C5'-deoxyribozy (ne-
bo ribdzy) ndasledujiciho nukleotidu. V duisledku toho jeden konec fetézce,
oznaovany jako 3'-konec, je tvoren OH-skupinou (na C3'-uhliku) a druhy, o-
znafovany jako 5'-konec, je rvoren fosfatovou skupinou (ma C5'-uhliku). Kaz-
dé prodlouzeni polynukleotidu se déje kondenzacni reakci mezi C3' koncového
nukleotidu a C5' nukleozidtrifosfdtu. Vyslednym produktem této kondenzaéni
reakee je o jeden nukleotid prodlouzeny (pfipojeny fosfodiesterovou vazbou)
polynukleotid s 5'- a 3'- koncem (obr. 34a, 34b). Timto zpisobem prodluZovani
(syntézy polynukleotidovych, tj. polydeoxyribonukleotidovych i polyribonuk-
leotidovych Fetézcll) se vyznaduji viechny Zivé soustavy. Z obr. 34a a 34b je
také ziejmé, Ze strukturni osnovou polynukleotidového fetdzce jsou zbytky
pentozy (ribdzy nebo deoxyribozy), které jsou spojeny fosfodiesterovymi
vazbami. Z této struktury boéné vystupuji baze jednotlivych nukleotidii vazajici
se prostfednictvim atom® N1 u pyrimidinovych bézi a N9 u purinovych bazi na
C1' pentézy. Tato struktura polynukleotidu se oznaduje jako patef polynukleo-
tidu nebo té2 pentozafosfatova kostra.
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|
adenin N—H ------ @) tymin
(aminoforma) (ketoforma)
K / (8] N
N N H
H
|
adenin N—H -----~ 0 uracil

(aminoforma)

N N
H H
H
guanin ' cytozin
(ketoforma) @ — — —~— — — — H (aminoforma)
N BUNH — — — — — Ng 4 ’
'L Z Lz
N—H— -0
N N N
H ] H
H
Obr. 35

Watsonovo-Crickovo parovani bazi

1.2.2
Parovani bazi mezi DNA-fetdzci

Parovinim bazi se rozumi spojeni dvou bdzi vodikovyni vazbami. Pdro- |
vdnim bdzi mezi dvéma DNA-Fetézci, Y. polydeoxyribonukleotidovymi Fetézei
vznikd dvoufetézcova DNA neboli duplex, mezi tFemi DNA-Fetézci t¥ivetér |

cova DNA neboli triplex a mezi ctyfmi DNA-fetézci Etyi¥etézeov DNA neho- |
li kvadruplex. |

WATSONOVO-CRICKOVO PAROVANI BAZE. Podle tohoto pravidla
S€ prostfednictvim vodikovych vazeb adenin (v aminoformé) pdaruje s tyminem
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(v ketoformé) a guanin (v ketoformé) s cytozinem (v aminoformé). Kromé toho
v RNA a pii interakcich RNA s DNA se adenin (v aminoformé) pdruje s uraci-
lem, jestlize uracil je v ketoformé, Mezi adeninem a tyminem (uracilem) se tvori
dvé vodikové vazby a mezi guaninem a cytozinem i (obr. 35). Podle tohoto
pravidla se mohou parovat i sekvence v jednotetézcové RNA za tvorby jeji
sekundarni struktury. Stejnym zplisobem se mohou vytvofit vztahy mezi dvéma
riznymi polydeoxyribonukleotidonmi fetézci, coz je charakteristické pro
dsDNA s antiparalelnimi fetézci. Nukleotidové sekvence, kieré se spojuji Wat-
sonovym-Crickovym zpiisobem vodikovymi vazbami, se oznaluji jako komple-
mentarni. Postaveni bdzi, které umoZiiuje toto pdrovdni, se oznaluje jako cis-
konfigurace paru bazi.

Watsonovo-Crickovo parovani bazi je zakladni. Uplatiiuje se obecng ve
dvoutetdzcovych DNA, bshem tranksripce pii tvorbé RNA na matricovém
DNA-fetézci a v dvouietézcovych RNA (napf. u reovirdl). Pfi vysvétlovani tvor-
by trojfetézcovych a Styiietézcovych DNA je nutno v8ak uvaZovat téZ jiné
moznosti parovani bazi. V nasledujicich odstavcich je podan jejich informativni
ptehled. (Poznamka: VSechny dal8i a téZ predchozi obrazky, které zZnazoriiuji

phrovani bzi, pfedstavuji schémata, kterd maji jen zdlraznit, mezi kterymi ato-
my se v ptisludnych parech tvofi vodikové vazby).

H
N N

_\
-/

N————"_ g 2N HN3 CH,
adenin 6/
T“WH ___________ — 2 1
fymin
H H
|
2770 H—N
e
__________ H&
cytozin
|2
________ o_.._..v
N~ cytozin
H
Obr. 36a

Obracené Watsonovo-Crickovo parovani bazi
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guanin

Obr. 36b
Obracené Watsonovo-Crickovo parovani bazi

OBRACENE WATSONOVO-CRICKOVO PAROVANI BAZI. Bylo
zjit€no, Ze dvoufetézcovd DNA miZe sestavat té¥ z paralelnich DNA-fetézci,
které se vyznaduji stejnou orientaci fosfodiesterovych vazeb. V takovych DNA
se uplatfiuje obracené Watsonovo-Crickovo pérovani bézi, které Jje charakteris-
tické tim, Ze bdze tvorici v dvousroubovici par jsou navzdjem v postavent, kieré
Je opacné vzhledem k postaveni cis a oznaduje se jako trans-konfigurace paru
bazi. Toto postaveni umoZiiuje napt., Ze 6-aminoskupina adeninu se vé¥e na

OC2 tyminu misto na OC4 tyminu, jak by tomu bylo v postaveni cis (obr. 36a).
Obrécenym zplisobem se tvoi{ téZ pary mezi: C - C, G - G,A-A,T-T.
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Obracené Watsonovo-Crickovo parovani bazi

Varianty t&chto moZnych parovani jsou uvedeny na obr. 36a, 36b a 36c.

HOOGSTEENOVO PAROVANI BAZI. Za urgitych fyzikalnéchemickych
podminek se adenin paruje Watsonovym-Crickovym zpiisobem s tyminem a
guanin s cytozinem a soudasn& Hoogsteenovym zplsobem, 4. prostiednictvim
N7 a N6 tvofi adenin pdr s tyminem a guanin prostiednictvim N7 a OC6 s cyto-
zinem. Takto se vytvoli tzv. triady, tj. trojice bdzi spdrovanych tak, e tatds
purinovd bdze tvofi jednak Hoogsteenitv pdr s pyrimidinovou bdzi na jedné
strané a Watsontv-Crickiv pdr s pyrimidinovou bdzi na strané druhé (obr. 37):
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tymin CH3 CH
—N 4=0------ H H - - 0=
R 3 ~Nop
2 N 3
N n_ . _-H N—R
0 N 6 N-~
1
0]
" /
Hoogsteen(v par T N Watsontv-Crickav par
R
cytozin
’ H H
R N\/
i+ H.. H
‘\ guanin S H
Hoogsteentiv par —N
g 4
R Watsontiv-Crickav par

Zde i ve vzorcich uvedenych v dalgich obrazcich R = zbytek deoxyribézy.

Obr. 37
Hoogsteenovo péarovani bazi

Y R*Y,
kde Y = pyrimidinové baze, R = purinova baze, * = symbol znamenajici obecné
odchylku od Watsonova-Crickova pérovani. V tomto ptipadé je odchylkou
Hoogsteenovo parovéni, které miZe byt typu:
TA*T nebo CG*C.
Hoogsteeniv pdr guanin - cytozin je viak stabilni pouze pri nizkém pH, jelikoi
Jeden dusik v cytozinu musi byt protonovdn, tj. musi se na néj vdzat vodik, aby
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Obr. 38

Obracené Hoogsteenovo parovani bazi TA*A

se takovy pdr mohl vytvorit. Stiedni hodnota pro protonaci je pH 5 nebo o néco
kyselejsi, neZ je pH 7 az 8 v butice. To je také hlavni divod, pro¢ molekuly
dvousroubovicové DNA obsahuji Watsonovy-Crickovy pary a nikoli Hoogstee-
novy. Hoogsteentiv par G-C neni stabilnf pfi neutralnim pH.

Hoogsteenovo parovani bazi umoziiuje tvorbu trojSroubovicovych DNA.
Samoziejmé, ze i zde tvorba triady CG*C vyzZaduje protonaci N3 cytozinu ve
tFetim Fetézci trojsroubovicové DNA. Proto tvorba takovych trojsroubovic je
mozna v kyselém prostiedi. Na druhé strané TA*T nevyZzaduji protonaci.

TRIADY TYPU YR*R. Parovani dvou purinovych bazi neni obvyklé a
uskutediiuje se v trojroubovicovych DNA uréitého typu (viz dale). Konkrétni
formy triad pak jsou (obr. 38, 39, 40): TA*A a CG*G oznacované jako obra-
cené Hoogsteenovo parovani bazi a tridda CG*A.

TETRADY. Takto oznadujeme pdrovdni mezi ctyimi bdzemi, kieré se
uskutecriuje mezi molekulami guaninu a cytozinu a mezi molekulami adeninu a
tyminu (obr. 41). Timto parovanim se zatim hypoteticky vysvétluje spojovani
DNA-fetézcl ve Styifetézcovych DNA vznikajicich pii rekombinaci. Tetrady se
viak mohou vytvofit i mezi &tyFmi molekulami guaninu (obr. 42). Timto
parovanim se vysvétluje tvorba Styitetézcové G4-DNA (obr, 43).
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guanin guanin
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Obr. 39

Obréacené Hoogsteenovo parovani bazi CG*G

s =N e
guanmN /*7 III
R— N-—H
+ adenin
N 6~=0----HN7 6
Ve | 1 |
W
H—N" H NN
R

Obr. 40
Pérovani v triade cytozin-guanin-adenin
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Obr. 41 R

Tetrada vznikajici parovanim adeninu s tyminem
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Obr. 42

Tetrada vznikajici parovanim guaninu s cytozinem

65
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Obr. 43

Tetrady guaninu spojujici paralelni fetézce v G4-DNA

1.2.3
Sekund4rni struktura DNA

DvVoOU$ROUBOVICE. Nejéastsjsi podoba sekundarni struktury DNA je
tzv. dvousroubovice, kters ma nasledujic charakteristické rysy (obr. 44):

¢ 1. Sestava ze dvou polydeoxyribonukleotidovych fetézell Sroubovicovité
ovijejicich spolednou osu nebol; osu dvousroubovice,

A4 2. Oba fet&zce jsou navzijem komplementsrni, tj. jejich nukleotidové
sekvence jsou ve vziahy, ktery vyhovuje pravidlu o pdrovdnt bdzi (obr. 45).

A4 3. Na jeden zavit dvousroubovice piipada 10,5 part bazi (10,5 bp), coi
odpovida fiseku o délce 3,4 nm. Vzdalenost mezi dvéma pary je 0,34 nm. Pary
bazi se vytvateji uvnity dvousroubovice. Béze Jsou tedy orientovany smérem
dovnitt dvousroubovice, kdesto Jeji vn&jsi &ast rvory opornou strukturu dvou-
§roubovicové DNA neboli patei: DNA,

¢ 4. Nejvétsi vzdélenost patefe DNA od osy dvousroubovice je 1 nm,

¢ 5. Oba komplementarni fetézce Jsou antiparalelni, tj. /isf se smeérem fos-
Jodliesterové vazby, Upozoriiujeme viak, % tento Jev neni omezen jen na DNA.
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Obr. 44
Schéma dvousroubovicové DNA

Setkdvame se s nim u viech dvouietézcovych molekul nukleovych kyselin. O-
znaluje se jako antiparalelizmus a rozumi se jim orientace komplementdrnich
polynukleotidovych Fetézcit ve dvouretézcovych molekuldch nukleovych kyselin,
kterd je charakteristickd smérem fosfodiesterovych vazeb 3' --> §' na jednom
Fetézci a 5'-->3' na Fetézei druhém. O antiparalelnich fetézcich budeme tedy
hovofit jen ve vztahu ke komplementarnim fetdzclim dvoufetézcovych nukleo-
vych kyselin.

¢ 6. Plati pro ni Chargaffovo pravidlo, podle kterého se stechiometrické
mnoZstvi adeninu v dvouretézcové molekule DNA rovnd stechiometrickému
mnoZstvi tyminu, stechiometrické mnoZstvi guaninu se rovnd stechiometrickému
mnoZstvi eytozinu a tedy pomér purinil a pyrimidinii se rovand 1.

¢ 7.V kazdém ze &tyi moZnych parti AT, TA, GC, CG se véaZe purinova
baze s pyrimidinovou, takZe pro viechny pary bazi je vzdalenost pfislu$nych
CI'- atom v protilehlych fetézcich ptiblizné stejna.

¢ 8. Baze jsou aromatické sloudeniny a maji proto rovinny (planarni) cha-
rakter (obr. 46). B&hem otadeni kolem osy dvousroubovice nabyvaji viak u-
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Béze se véZou na uhlik C1' deoxyribézy (D) , jejis zbytky jsou spojeny
fosfodiesterovymi vazbami (-P- )
3 D-P-D-P-D-P

51

c1'
_ pateFDNA

Obr. 45
Watsonovo-Crickovo parovani bazi uvniti dsDNA

il

Obr. 46
Znazornéni planarity bazi
uvniti molekuly dsDNA
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vnitf jednotlivych pard riiznych poloh, které jsou ureny soustavou soufadnic
X, ¥, Z (viz déle). Napf. cely par bazi nelezi vidy v jedné roving. Roviny prolo-
yené pary bézi jsou navzajem ponékud pootoleny, takZe pfipominajf listy vrtu-
le. Tato poloha bazi uvniti: daného paru se oznacuje jako vrtulovy zkrut. Uhel,
o ktery jsou bdze daného pdru pootoleny, se nazyva tihel vrtulového zkrutu.
O tento ahel jsou posunuty smérem nahoru nebo dolii C1'- atomy, kterymi se
k patefi DNA vaZou baze (obr. 47). Bliz8i vysvétleni viz na str. 74.

¢ 9. JelikoZ pary bézi jsou od osy Sroubovice posunuty o vzdalenost D, a
spojnice atomil Cl'-komplementarnich nukleotidit neprochazi obvykle osou
dvousroubovice a nebyva na ni kolma (obr. 47), neni vzhled dvousroubovice
hladky, ale vyznaduje se dvéma zlabky riizné §ife a hloubky (obr. 44, 48);

a) mensi Zlabek, ktery obsahuje OC2 pyrimidinovou a N9 purinovou
strany pdru bazi;

vr v

b) vétsi Zlabek, ktery se tvori na opaéng strané a zahrnuje OC4 pyrimidi-
novou a OC6-purinovou stranu pdaru bdzi,

wro v

VeEtsi zlabek je Siroky 1,2 nm, mensi 0,6 nm. V&t3i zlabek je hlubsi nez
mensi zlabek. Oba Zldbky se vyznacuji pritomnosti atomi schopnych vytvdret
vodikové vazby s proteiny, véisi Zlabek ve vét§i mire nes Zldbek mensi (obr. 48).
Konkrétné v mensim Zlabku N3 adeninu a guaninu a OC2 tyminu a cytozinu
mohou byt akceptory vodiku a aminoskupina vizana na C2 guaninu miZe byt
donorem vodiku. Na druhé strané ve vét§im Zldbku N7 guaninu a adeninu, OC4
tyminu a OC6 guaninu mohou byt potencidlnimi akceptory vodiku, zatimco
aminoskupina vazana na C6 adeninu a C4 cytozinu miiZe byt donorem vodiku,
coZ ma znaény vyznam pro interakci DNA s proteiny.

osa dvousroubovice
A

/Z“'\/

pyrim;dinové

thel vrtulového zkrutuk,‘

Obr. 47
Vrtulovy zkrut
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vétsi zlabek

guanin
N7 6 ‘NH — — — — N 4
s Iy
L4 | cytozin \3
C1' : H C1'

Donory a akeceptory vodiku Jjsou
ocislovény.

Obr. 48
Potencialni donory a akceptory vodiku
ve vétsSim a mengim 3labku

® 10. Vinutim fetézeti v dvousroubovici (dvouSroubovicové vinuti) se
rozumi nékolikandsobné vzdjemné otdcent Jednoho DNA-retézce kolem druhé-
ho; miZe byt pravoto&ivé nebo levotodivé. Jako pravototivou oznadujeme
dvousrouboevici podle pravidla pravé ruky: Umistime-li palec pravé ruky ve
sméru osy dvousroubovice, ukazuji ostatni prsty smeér jejiho Stoupdni. Levoto-
¢ivd dvousroubovice odpovids obdobnému pravidlu levé ruky (obr. 49),

POSUNY JEDNOTLIVYCH PARD BAZI. Jak jiZ bylo uvedeno v bodé& 8
na str. 69, zaujimaji béaze navzijem uvnitt dvousroubovice riizné polohy. Vza-
Jjemna poloha bazi uvnit¥ daného péru je urdena osami x, y, z, které jsou defino-
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levotoéiva pravotoéiva
Sroubovice Sroubovice

Obr.49
Levotodivé a pravotoéivé vinuti Sroubovice

vény na obr. 50. MiZe se zmé&nit napf. vrtulovym zkrutem, tj. odklonem od
roviny pdru bdzi kolem osy y (obr. 47).

Kromé této zmé&ny polohy bazi uvnitt daného paru bazi se vzhledem k ose
dvousroubovice mige zménit i umisténi celého pdru tim, Ze se horizontdlné pre-
misti. To se v podstaté déje:

¢ horizontilnim posunem (dx), tj. posunem roviny daného pdru bdzi
podél osy x o vzddlenost dx smérem k men§imu nebo vét§imu Zlabku (obr. 51);

¢ horizontilnim posunem (dy), tj posunem roviny prislusného pdru bdzi
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v o

+———mensi Zlabek .. >
patef

Osax : Sméfuje od mensiho #libku k vétdimu tak, Ze prochdzf
stiedem pard bazi v roviné vodikovych vazeb.

robihd od pétere 5'- 3'k pateii 3'- 5", .
Je kolma k ose x, s ni# tvoii rovinu, ve které se dany pér
nachazi. Prochazi C6 pyrimidiny a C8 purinu,

Osaz : Je kolmé k roviné x - Y a protind ji v praseéiku obou os,
Jeji smér je uréen smérem péteie 5°- 3°.

Takto definovany smér os Jje kladléy.
Zaporny smér jé definovan opacnd,

Obr. 50
Definice os pro jednotlivé pary bazi v dvousroubovicové DNA

Osay :

0 vzddlenost dy podél osy Y smérem k jedné nebo druhé pateri dvousrouboviy
(obr. 52).

VZAJEMNA POLOHA DVOU SOUSEDNICH PARU BAZI. Vzdjemi
poloha dvou sousednich pari bazi v dvousroubovici Je wurcena tzy. Jokalnimi
sami dvousroubovice (obr. 53), které je nutno rozliSovat od globdlnich para
metrdl vziahujicich se k ose celé dvousroubovice, Rotaci parti bazi se vzajen

na poloha dvouy sousednich par bazi miiZze zménit dvéma zplsoby. Jsou to (obr,
54):

i (?bl:. 51 Obr. 52
Horizontaini posun {dx) Horizontalni posun (dy)
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z
Tosa zkrutu v roviné

osa vykrutu z roviny
y&—

osa posunu o dy

osa spojujici predni
a zadni stranu

X

, Obr. 53
Lokaini soustava souiadnic pro zkrut v roviné,
vykrut z roviny a posun péru bazi

¢  Zkrut v roviné odpovidajici rotaci dvou sousednich pdri bazi zaujimayi-
cich paralelni roviny kolem lokdlni osy zkrutu, kterd probihd vertikdlné pres
stied nebo blizko stiedu kterychkoli dvou pdri bdzi,

¢ Vykrut z roviny, kfery je vyjddien rozevienim pdri bdzi kolem osy y.
Béhem rotace kolisaji tthly vykrutdi z roviny v rozmezi +20 ° aZ -10 °. Podle
konvence je vwkrut z roviny kladny, oteviraji-li se pary bdzi smérem k mensi-
mu Zldbku. V opacném pripadé je zaporny.

Tyto proménné veliiny prakticky staéi k popisu poloh sousednich par(
bazi béhem jejich rotace. Dalsi velidiny charakterizuji polohy sousednich parii
bazi pFi jejich premisténi. Jsou to (obr. 55):

zkrut
v roviné

vykrut
Z roviny

Obr. 54
Zkrut a vykrut z roviny
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priény posun (dx) podélny posun (dy)
z z

Obr. 55
Posuny v sousednich pérech bazi

¢ svisly posun (D2), tj. vzdjemny posun rovin dvou sousednich pérs bdzi
nad nebo pod rovinoy Dbdrovdni ve sméry 08y z, pFicemz roviny pdri bdzi Jsou
paralelni;

¢ pfiény posun (Dx), 4. vzdjemny posun rovin dvou sousednich pard; bdzt
0 vzddlenost Dx ve smery osy x;

¢ podélny posun (Dy), Y. vzdjemny posun rovin dyoy sousednich pdrit bg-
zi 0 vzddlenost Dy podél osy y smérem ke Zldbkim.
Poznédmka: PouZivaji se symboly Dx a Dy, aby se odlidily od symbolir dx a dy
pouZivanych pti charakterizaci posuni jednotlivych pari bazi (str. 71).

Posun part bazi se povaZuje za zdporny, uskuteciiuje-li se nalevo od ni-
Ze poloZeného pdru bizi za piedpokladu, e nas pohled je upien na okraje men-
Siho Zlabku. B&sné hodnoty posunu Jjsou +0,3 a% -0,2 nm.

O vyznamy VRTULOVEHO ZKRUTU. Vrtulovy zkrut je velidina,
kterd charakterizuje vzdjemnou polohu bazi ve stejném paru. Proto nebyl uva-
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vykrut z roviny = 0° vrtulovy zkrut = 20°

Viivem vrtulového zkrutu se - NH a O dostanou
do vzdéalenosti umoziiujici vznik vodikové vazby,
ktera zvysuje vrtulovy zkrut.

Virtulovy zkrut véak nema vliv na vykrut z roviny.

) Obr. 56
U¢inky vrtulového zkrutu v parech AT

25°. Na asecich obsahujicich GC-péry je niz8i; je zde v rozmezi 5° - 15°. Ke
zvySeni vrtulového zkrutu mezi sousednimi pdary AT prFispiva kiiZové spojeni
vodikovou vazbou mezi -NH adeninu a OC4 tyminu (obr. 56). Tato vodikova
vazba pravdépodobné zvyiuje vrtulovy zkrut. Zjistilo se, ze DNA, ktera obsahu-
je jen pary AT, ma na rozdil od jinych sekvenci znadny vrtulovy zkrut (20° -

4——posun = +0,2 nm

G nebo A

vykrut z roviny = 0°

Vyznaéuje-li se par bézl vrtulovym zkrutem, je nutny kladny posun
k vyhnuti se sterické sraZce purinovych bézi v misté*

i Obr. 57
Uginek vrtulového zkrutu na podéiny posun paru bazi




76

posun
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=-02nm —__,

{]
=

vykrut z roviny +200

Zéporny posun je zplisoben elektrostatick;’rmi interakcemi mezi
prekryvajicimi se povrehy dvou puring,

Obr. 58

Posun paru hazj zpusobeny elektrostatickymi interakcemi

mezi povrchy puri

novych bazi

-30°). V jinych sekvencich Je vrtulovy zkrut 10° a3 20°. Z obr. 56 je téz ziejmé,
Ze vrtulovy zkrut zde nevede k vykrutu z roviny, nebot’ v tomto pfipadé ma vy-
krut z roviny hodnotu 0°, agkol; vrtulovy zkrut je 20°. Viimnéme si viak, Ze obé
vychylené roviny zlistavaji pFitom paralelni, takZe vykrut z roviny musi byt

nulovy,

Na obr. 57 se uvadi piiklad podéiného posunu (Dy), ktery je nutny k to-

Hydrofobni interakce,

Obr. 59
Schematicks Znazornéni
hydrofobniho Géinku bize

mu, aby nedoslo k pfili§ t&snému
kontaktu obou purinovych bézi. Ten-
to kontakt by neptedstavoval prob-
1ém, kdyby nepisobil vrtulovy zkrut,
Ten by totiz vedl ke sterické srazce
mezi obéma velkymi purinovymi ba-
zemi, které se v tomto ptipadé zabra-
ni podélnym posunem o +0,2 nm.

Na obr. 58 je znazornén posun
paru purinovych bazi o -0,2 nm. Pu-
rinové béze se zde posouvaji- po
hornim povrchy Jjiné purinové baze.
V tomto piipads je vykrut z roviny
120° jeliko¥ malé pyrimidinové
bize musi byt vzhledem Kk velkym
purinovym bazim v kasdém fetézci
odklonény o +20°, aby se zachoval
vriulovy zkrut +2¢°, Podélnym posu-
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nem se doséhne toho, Ze se ob& purinové baze pfekryvaji Casti svych povrchi.
Takové skladani &i vrstveni jedné baze na druhou je udrZovano interakcemi
typu van der Waalsovych sil, pripadné jinymi elektrostatickymi interakcemi.
Zejména hydrofobni interakce vedou k pfekryvu kterychkoli dvou bazi. Plsobi
stejnou silou u viech bazi a piispivaji tak ke zvySeni vrtulového zkrutu. Kromé
toho pary AT a GC se vyznaluji parcidlnim elektrickym nabojem, ktery je
rozptylen po jejich plochém povrchu.

VRSTVENI BAZL. Vrstvenim bdzi rozumime jejich uspordddani v para-
lelnich rovindeh v wréitém vihlu k ose dvousroubovice. O tomto jevu jsme se jiz
ngkolikrat zminili. Nyni vysvétlime, které interakce mezi pary bazi jej zptiso-
buji. Jsou to zhruba tyto tii druhy interakei:

¢ 1. Hydrofobni interakee. Lze Fici, Z¢ pary bizi maji tendenci vrstvit s
navzajem, aby se vyloutil jejich kontakt s molekulami vody, jak jsme Jiz vyse
naznadili. To se uskutedituje hydrofobnimi uinky bézi, kterymi se naruSuji
vodikové vazby H-----O mezi molekulami vody (obr. 59). Tésny kontakt
sousednich part bazi pak zpiisobuje, Ze se vylou&i molekuly vody mezi nimi.
Proto je optimaln{ vrstveni bazi takové, Ze se jedna baze vrstvi t€sné na druhou
za vyloudeni molekul vody.

¢ 2. Distribuce elektrickych ndboji v bazi nebo v pdrech bazi. Horni a
spodn{ povrch baze nebo paru bézi se vyznaluje slabym elektrickym nabojem.
Jak je z obr, 60 ziejmé, elektrony, které se uplatiiuji mezi atomy kterékoli baze,
lezi nad hlavni &sti kruhu nebo pod nim. Kladny néboj jader atomii (uhlik,

elektrony
kiadné naboje |

jadra ‘
elektrony

------------------

podéiny posun <0 podéiny psun > 0
Obr. 60

Rozlozeni elektrickych naboji v bazi nebo paru bézi
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Tab. 3
Pramérné parametry A-, B-a Z-konformaci dsDNA

79

Charakteristika dvouSroubovice

Konformace A

Konformace B

Konformace Z

Vinuti pravotogivé pravoto&ivé levotolivé
Celkovy tvar kratka a Sirokd | dlouhd a tenkd | podlouhld a tenkd
Umisténi osy pres v&tii zlabek | pies pary bazi | pres men3i Zlabek

dvousroubovice
Vétsi Zlabek velmiuzky a | Siroky a hluboky zplodtély na
hluboky povrchu
§ifka 0,27 nm 1,17 nm 0,88 nm
hloubka 1,35 nm 0,88 nm 0,37 nm
Mengi Zlabek velmi diroky uzky a hluboky velmi tzky
a mélky a hluboky
§irka 1,1 nm 0,57 nm 0,2 nm
hloubka 0,28 nm 0,75 nm 1,38 nm
Zvy¥eni na par bazi ~ 0,23 nm ~ 0,34 nm ~ 0,38 nm
Zvy¥eni na jeden
zavit (otacku) ~2,5 nm ~ 3,4 nm ~4, 6 nm
Podet part bdzi na jeden ~11 ~10,5 ~12
zavit
Konformace anti anti antiuC
glykozidové vazby synuG
C2-endo u dC
Kenformace deoxyribozy C3"endo C2'-endo C3"-endo u dG

part bazi kolem osy dvousroubovice pfipomina todité schodiité, v némz jedno-
tlivé schody by predstavovaly pary bazi. Obr. 63 schematicky znazoriiuje rotaci
parti bazi v A-DNA. Tento obrazek Vam pomiize predstavit si, jak se promita
pravé v A-DNA vykrut z roviny a posun paru bazi do jejich polohy pii otadeni.
Dilezity je obr. 64, ve kterém je zndzornéno umisténi os v dvougroubovicich
A-DNA, B-DNA a Z-DNA. Molekularni model DNA v konformaci A je uve-
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dusik, kyslik), které tvoF molekulu béze, le3{ blizko stfedu kruhu. Kdyz dwg

béze nebo dva péry bézi se dostanou do kontaktu svymi spodnimi a hornim
povrchy, musi se navzajem do uréité miry svymi zapornymi naboji odpuzovat,
Idedlniho vertikalniho vrstveni dvou parii bazi se doséhne pii posunu paru baz |
rovném nule. Zde dochazime na prvni pohled k ur&itému rozporu s tim, co bylo |

fefeno vyse, a to Ze Uplné vrstveni bézi je vhodné z toho divodu, Ze pii ném

dochézi k vyloudeni molekul vody mezi bazemi. Nyni viak vidime, Ze se jevi
Jako velmi nepfiznivé, kdy? ho uvazujeme v souvislosti se silnym odpuzovanim
zapornych néboji mezi pary bazi s Uplnym vrstvenim. Kdyby nebyly pfitomny
molekuly vody, dva sousedni pary bézi by se odpuzovaly Jjako severni pdly
dvou magnetd. Obecné pary bézi v DNA se navzijem posouvaji zleva dopra-
va a naopak, aby unikly tomuto odpuzovani. Proto pary béazi musi mit zaporny
nebo kladny posun. V obou ptipadech odpuzovéni zépornych nabojli se zmensi
tim, Ze se zvétsi vzdalenost mezi pary bézi a pak mtZe nastat urdité ptitahovani
kladnych a zdpornych naboji mezi Jadry jednoho paru bézi a elektrony druhého
(obr. 60).

Je tedy ztejmé, Ze uvedeny Gdinek nabojt na povrchu bézi je piesné o-
patny vzhledem k hydrofobnimu ainku, pokud se tyké vrstveni sousednich pa-
rlt béazi. Ktery z obou aginké Je vak siln&jsi? To zavisi na mnogstvi vody, kterd
obklopuje baze. U DN4 s vysokou relativni vihkosti previddne hydrofobni 1di-
nek. Ucinek ndbojit previdds u DNA s nizZsi relativni vihkosti. Proto v konfor-
maci B sé DNA (str. 83) vyznacuje podéinym posunem padri bézi blizkym nude,
kdezto DNA v konformaci A, u niZ jsou hydrofobni sily slabsi, se vyznacuje zd-
pornym podélnym posunem a DNA v konformaci C posunem kladnym. V kon-
Jormaci C, které nabyva DPFi nizké relativni vibkosti o vysokych koncentracich
soli, md 9,3 nukleotidsy na Jednu otdcku,

Zavérem je tieba zdlraznit, e viechny uvedené interakce je nutno
u'v?v'zov'at veelku, v jejich souvislosti. V8echny také ovliviiuji konformaci DNA.
Klitové postaveni ma viak vitulovy zkrut, ktery urluje za dangch podminek
mozné konformace DNA a posun paru bazi.

DNA-KONFORMACE A a B. V zavislosti predeviim na nukleotidové
sekvenci, obsahu vody a iontové sile té3 DNA, podobné jako proteiny, nabyva
za dany‘ch podminek takové konformace, kters je v danych podml’nkéch, pro ni
energeticky nejvyhodnéjsi, Zakladni druhy konformace DNA jsou A, B a Z.
DNA’ v ko?f?rmaci AaBje pravotocivd, kdezto v konformaci 7, levodiva,
Rozdlly' uvadi tab. 3 a obr, 61, 62, a 63. Doporudujeme prostudovat viechny
‘uvedenfe obrazky véetng tab. 3, nebot’ jsou v nich zékladni idaje, co se tyde
je’dnothvych konformaci DNA, které nejsou uvedeny v textu. Obr él poskytuje
zékladni schéma viech konformaci. Na obr. 62 je prbmftnut.a B-DNA c{o
pomysiného vilce ajei zdiraznéna rotace pérd bazi rovinnymi zkruty. Ota&eni

4
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A-DNA B-DNA

mensi
%labek

Z-DNA

Obr. 61
Tii konformace DNA
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=d L
) eoxyribdza

= fosfodiesterova
vazba

} Baze jednoho
| zévitu jsou
 Cislovany.

Sedym zbarvenim
této strany je
vyjadien mensi Zlabek.

E

4+————— 053 dvousroubovice

e

AR S04 DN Mensi zlabek je vyznaden Sedé.

I ] Sousedni pary bazi jsou
ve svych rovinéch
[ I ] presné navzéajem paralelni.

Vykrut z roviny = 0°
Zkrut v roviné = 360
Posun = 00

Na jednu otacku (zévit)
pripadd pramérné 10,5 para bézi.

Obr. 62
Pohled na otaéeni pari bazi v dvousroubovici B-DNA
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:

Vykrut z roviny = 12°
PodéInv posun = - 0,2 hm

Obr. 63
Pohled na ota&eni péri bazi ve dvousroubovicové A-DNA

VEt3[ Ztabek

guanin e .\'\H: cytozin
%H .
deoxyribéza /,'/ 4 - € deoxyriboza

mensi Zlabek

Obr. 64
Umisténf os DNA v konformaci A, B, Z

den na obr. 65, v konformaci B na obr. 66 a v konformaci Z na obr, 67. Nyni
budeme pokradovat v popisu jednotlivych konformaci DNA. B-DNA je stabilni
pfi relativni vihkosti 95 %. Je to dvousroubovice, kterou popsali Watson a
Crick v roce 1953. Prededlé stranky obsahuji jeji popis. P¥i relativni vihkosti
kolem 75 % je DNA v konformac A. Zdiraznime jen n&které rozdily, jinak
odkazujeme na tab. 3. U B-DNA Je véti Zlabek hluboky a Siroky, kdeZto mensi
Zlabek je hluboky a tzky. A-DNA ma v&t§i zlabek izky a velmi hluboky a men-
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QObr. 65
Molekularni model A-DNA

¥ je diroky a mélky. Co se tySe celkového tvaru molekuly, A-DNA je molekula
krdtka a plochd, B-DNA je tenSi a vys&i. Osa dvousroubovice u B-DNA prochd-
zi pdry bdzi, u A-DNA prochdzi vétsim Zldbkem. B-DNA se vyznauje konfor-
maci C2-endo a A-DNA konformaci C3'-endo. Konformace glykozidovych va-
2¢b v A- i B-DNA je anti jak u purinovych, tak i pyrimidinovych nukleotidd.
Pyrimidinové nukleotidy preferuji v B- i A-DNA komformaci anti z toho divo-
du, %e v této konformaci u nich dochdzi k odstranéni sterické zdbrany, kterd
venikd, jestlize se nachdzeji v konformaci syn. Viimnéte si v8ak v tab. 3 dalsich
parametrd, které charakterizuji jednotlivé konformace dvouSroubovicové DNA.

PH vysoké relativni vihkosti je B-DNA stabilizovdna molekulami vody
témef u kazdého atomu schopného vytvafet s nimi vodikové vazby. Takto se
vytvoti kolem dvougroubovice vodni obal. Po odstranéni molekul vody (dehyd-
ratact) prechdz! B-forma na A-formu. Jaky je biologicky vyznam konformaci A
a B? B-konformace je zdkladni. Vyskytuje se ve viech prokaryotickych a euka-
ryotickych busikdch a také v DNA-virech. Do jaké miry jsou rozsifeny v Zivych
soustavach ostatni konformace DNA, neni zatim znamo. A-DNA se vyskytuje
ve sporach bacili.
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Obr. 66
Molekuldrni model B-DNA

Obr. 67
Molekularni model Z-DNA
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DNA-KONFORMACE Z. Z-DNA je, co se ty&e celkového tvaru, podlou-
hi4. Je to levotodiva dvouSroubovice, jejiZ osa prochazi mensim Zlabkem, ktery
je viak velmi zky a hluboky, kdeZto vétsi zlabek je plochy. Konformace glyko-
zidovych vazeb je v Z-DNA u cytozinu anti a u guaninu syn (tab. 3). Konforma-
ce syn u cytozinu neni moZna z diivodu sterické srazky jeho O2-atomu s ribofu-
randzovym kruhem. Néazev Z pochazi z toho, Ze konformace anti-syn se podél
08y dvousroubovice pravidelné stiidaji a zpisobuji lokalni obrat DNA-fetézce,
coz ma za ndsledek klikatost a levotoCivost pateie DNA. Konformace nukleozi-
dd je C2"-endo u dC a C3'-endo u dG. Z-DNA se vyznaduje zkrutem v roving
-50,6° pro GC s posunem -0,11 nm. AvSak pro CG je zkrut v rovin€ -9° s posu-
nem 0,54 nm (tab. 3), coZ jsou pro osu posunu krajni hodnoty, které jsou neslu-
titelné s pravotodivou dvousroubovici B-DNA, u niz je zkrut v roviné 36° a
posun 0,04 nm. Na druhé strang ve svém celku vyhovuji tyto extrémn{ hodnoty
levototivé dvoudroubovici typu Z. Bylo to i experimentdlné potvrzeno na
dvousroubovicovych polymerech

(dG - dT),. (dA - dC),.
Vysledkem t8chto zmén je, Ze mensi Zlabek Z-DNA je tak hluboky, ze

obsahuje v podstaté osu dvouSroubovice, zatimco vétsi zlabek Z-DNA ma vy-
poukly povreh s odkrytym CS5 cytozinu a N7 a C8 guaninu (obr. 67).
Z-konformace byla poprvé pozorovana u syntetického oligomeru
(dCpGdCpGdCpG)

ve vodném roztoku s 2,5 M NaCl. Purinovy kruh v N-glykozidovych vazbdch to-
hoto kopolymeru se vyskytoval v konformaci syn, kdezto pyrimidinovy kruh byl
v konformaci anti. Sekvence stiidajicich se purinfi-pyrimidinG byla pak kli¢em
k pochopeni strukturélnich zvlastnosti Z-DNA. Jestlize B-DNA obsahuje tseky,
v nich? se za sebou stiidaji pary GC, pak pii vysokém obsahu soli dochazi na
takovych tsecich k prechodu z B - DNA na Z - DNA. PFi tomto pFechodu se
méni konformace glykozidové vazby z anti na syn u guaninu, zatimco konfor-
mace anti ziistdvd u cytozinu (obr. 68).

Segmenty levoto&ivé Z-DNA mohou existovat vedle segmentit pravoto-
tivé B-DNA. Bylo to experimentalné potvrzeno in vivo i in vitro. V takovych
molekulsch B-DNA je pak orientace antiparalelnich fetézcl v segmentech
B-DNA opa&n4 vzhledem k antiparalelnim fetézclim v Z-DNA, tj.

(ta ti.

Prechodnd oblast mezi takovymi dvéma tseky se oznaluje jako spoj B-
-Z a je dlouhy 3 bp. Konformaci zména dvousroubovicovych pravotocivych
tisekit na levotoéivé se oznaduje jako p¥echod B - Z. Pfesny mechanizmus
téchto zmén neni znamy.
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Segment o Sesti parech bazi B-DNA pfechézi v Z.DNA, jak
Je naznaceno &ernymi Sipkami. Zékladem tohoto prfechodu
Je rotace purinovyeh kruhi deoxyguanozinu za konformacni
zmény glykozidové vazb Y z anti na syn, ani? se méni
konformace glykozidovych vazeb v deoxycytidinu. St¥idani
konformace syn-anti Zplisobufe klikatost (cikcak) patere
Z-DNA a jeji levotogivost.

Obr. 68
Schematické znazornéni pfechodu tseku B-DNA v Z-DNA

Rada experimentélnich Gdaji nasvéduje, Ze Z-DNA se pravdépodobné

uplatiiuje v rekombinagnich d&jich, v regulaci genové exprese a v interakcich
DNA-DNA, DNA-RNA a DNA-protein.

DENATURACE DVOUSROUBOVICOVE DNA. Pfi zvysené teplots se
preruduji vodikové vazby, kterymi jsou k sobé poutany komplementarni DNA-
tetézee. Prechod dvousroubovicové struktury v samostatné polynukleotidové fe-
tézce se nazyva denaturace DNA. K denaturaci DNA dochézi t&3 i pisobenim
Jinych vlivi (nap¥. za alkalickych podminek). Zde budeme uvaZovat denaturaci
DNA vlivem vy$sich teplot. Teplota, pti které dochazi k denaturaci DNA zavisi
na obsahu guaninu a cytozinu v DNA. Cim vice obsahuje GC-pdri, tim vyssi
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teploty je zapot‘ebi k jeji denaturaci. Rozmezi denaturatnich teplot je zhruba
30 - 100 °C. Denaturaci DNA provdzi hyperchromni efekt, tj. dochazi ke zvy-
Seni absorbance ultrafialového svétla. Hyperchromni efekt je zplsoben rozpa-
dem dvoutetdzcovych molekul DNA na molekuly jednotetézcové, které absor-
buji UV-zéfeni siln&ji nez molekuly dvoufet€zcové. Zavislost absorbance UV-
svétla o vinové délce 260 nm roztoku dvousroubovicové DNA na teploté mé
tvar sigmoidalni k¥ivky (obr. 69). Teplota, pFi nif zdenaturovalo 50 % dvou-
sroubovicovych molekul DNA, se oznacuje jako teplota tdni a vyjadiuje se sym-
bolem T,. Tato teplota odpovidd inflexnimu bodu denaturacni kfivky. Teplota
tani je linearné zavisla na procentudlnim obsahu guaninu a cytozinu dvoufetéz-
cové DNA, nebot’ &im vice obsahuje DNA partt GC, tim vy$3i teploty k jeji de-
naturaci je tieba.

f
Atx 1.4] AX = absorbance roztoku DNA p#i
260§ 260 . o50c,
t
260 13 A22650 = absorbance roztoku DNA pii ,;
t=25°C.
Absorbance se stanovi pii 260 nm. 5
1,2
50 % molekul DNA —
zdenaturovano. j
11 /
J
1 v teplota roztoku DNA
i
50 60 70 80 Tm90 100 (°C)

V definovaném roztoku napfr. plati, Ze

T, =69,3+0,41(GC).

Odtud T
m - 69,3

0,41

GC=

GC = moldrni podil guaninu a cytozinu v DNA
a 0,41 jsou empiricky stanovené koeficienty;
pro poly(AT) T = 69,3.

Obr. 69
Denaturaéni kfivka
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trojietézcovy usek
trojita $roubovice
~(krojité Sroubovice JN.
5 AccC’TTTnTnn;nu|||||l|l|||_’//A\ |
"3t TGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A‘?T
A

/TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT'QT/T/

TAAA

GGcf\ A /
3'—-GTAG GCC A A
5'—~GTACC AAAAAAAAAAAAAAAI\A/

Obr. 70
Intramolekulami trojéroubovice

A4 2. Mitze byt tvofena DNA- nebo RNA-fetézei nebo jejich kombinacemi.

¢ 3. MigZe byt typu intramolekuldrniho, ij. sestdvat jen z jednoho polynu-
kleotidu, nebo typu intermolekuldrniho, i. tvoii ji rizné polynukleotidy (obr,
71). Triplex intramolekularniho typu se vytvoii, kdyz. vétsi Zlabek dvousroubo-
vicové DNA je obsazen pyrimidinovymi nebo purinovymi bazemi, které tvoii
Hoogsteenovy pary s puriny Watsonovych-Crickovych part, Je charakteristicky
pro jiZ zminénou H-DNA, jejiz tvorba in vitro je podminéna pnutim #es homao-
purin - homopyrimidinovych tisecich dsDNA, kieré se uvolni vznikem zdpornyeh
nadsroubovicovych zavitit. Triplexy intermolekularniho typu vznikaji mezi jed-
notlivymi oligonukleotidy (TFO-oligonukleotidy = oligonukleotidy tvorici
triplex) a cilovymi sekvencemi na dvousroubovicové DNA.

¢ 4. Jestlize se homopurinové a homopyrimidinové tseky vyskytuji na stej-
ném polydeoxyribonukleotidovém fetézei, miize sc tento fetézee (na obr. 72 o-
znadeny jako tieti fetzec) sparovat v sekvencich, které jsou k jeho homopuri-
novym a homopyrimidinovym Gsekiim komplementarni a vyskytuji se na obou
fetdzcich dsDNA. Takto se tieti fetdzec piesune z jednoho fetézee dsDNA na
druhy (obr, 72).

Polynukleotidové Fetdzce, vytvatejici trojiroubovicovou DNA, mohou
byt homopolymerni nebo heteropolymerni (kopolymerni). Na obr. 70 je uveden
piiklad troj§roubovice sloZené ze dvou homopolymerti poly (dT) a jednoho ho-



90

1 INFORMACNI MAKROMOLEKULy ||

Parovani typu YR*Y Péarovani typu YR*R

1 >

)
=3

i,

W

Vv
Qe fis s fe
.*‘

1. Intermolekulérni triplexy sestévajici ze t#i purinovy fetézec
nezavislych oligonukleotidovych fetézed, R

Pyrimidinovy fetézec
2. Intramolekularni triplexy charakteristické ARSI
dvéma smyckami.

Watsonovo-Crickovo parovani
3. Intermolekularni triplexy tvorené jednim

{

DNA-fetézcem ohybajicim se do vidsenkové P P
dvofité struktury na komplementarnich Usecich i

a druhym DNA-fetézcem, ktery se na tuto Hoogsteenovo parovani

strukturu véze Hoogsteenovym pdrovéanim,

Tty
4. Intermolekulérni triplexy podobné predchozim,

od nichZ se li§i toliko v tom, Ze vidsenka

obsahuje homopurinovy nebo homopyrimidinovy

oligonukleotid parujici se v triplexu

Hoogsteenovym a Watsonovym-Crickovym
zplisobem.

5. Intermolekutdrni triplex obsahujici misto
vidsenkové struktury krétky kruZnicovy
oligonukleotid,

Obr. 71
Typy intra- a intermolekularnich trojSroubovic {triplexu)
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Treti Fetézec obsahuje homopurinové a homopyrimidinové useky, které tvoff

Hoogsteenovy vodikové vazby s puriny alternativnich fetézcu cilové
dvousroubovice,

tieti fetézec ~— i
> q*”‘ [

8 4 | ?%

B

Dy

e

/@llﬂllll?

Ji T

T
g;:&‘ P"/

) /’@ -
AP' // A4 ]
Obr. 72

Typy alternativnich intramolekularnich a intermolekularnich triplexi
vznikajici pfesunem tietiho Fetdzce

mopolymeru poly (dA). V kopolymerech se mohou stiidat viechny purinové a
pyrimidinové baze. Trojsroubovicové DNA byly syntetizovdny in vitro.Trojsrou-
bovicova DNA, tzv. H-DNA (obr. 70) byla zjisténa téz in vivo, a to uvnitf sek-
vence d(4-G),, rekombinantniho plazmidu pEJ4. Polovina zbytki cytozinu této
DNA je protonovana. To znamena, Ze piechod uvedené sekvence plazmidu do
trojéroubovicové struktury H-DNA probiha v kyselém prostfedi a za podminek,
se tato sekvence je v zdporném nadsroubovicovém stavu.

G4-DNA. G4-DNA je étyitetdzcova DNA neboli kvadruplex. Je cha-
rakteristicka tim, Ze vSechny jeji Fetézce maji vysoky obsah guaninu a mohou
mit paralelni nebo antiparalelni orientaci. Guanozinové zbytky v paralelnich
Fetézcich maji konformaci syn, zatimco v antiparalelnich konformaci anti. Ke
spojeni paralelnich Fetézci v kvadruplexu dochazi tetradami mezi zbytky
guanozinu jednotlivych fetézcl. G4-DNA byla dokézana v telomerickych sek-
vencich trypanozom (viz kapitolu o struktufe eukaryotického genomu). Sekven-
ce analogické této DNA nachézejici se v telomerach byly studovany na oligo-
nukleotidech in vitro. Bylo zjist&no, Ze za definovanych podminek dochézi mezi
souvislymi Gseky guaninu neboli G-motivy, které se podobaji makronuklearni
DNA prvokii Oxytricha, na 3'-koncich oligonukleotidd k t¥mto interakeim (obr.
73, 74):
¢  Intramolekuldrni interakce. Témito interakcemi se vytvéaii vldsenka
vlivem parovéni mezi guaniny (obr. 73). Parovani guanind ve vlasence pii téch-
to interakeich Ize vysvétlit obracenym Watsonovym-Crickovym parovanim bazi
podle obr. 36b nebo podle obr. 36¢.
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RENATURACE DVOUSROUBOVICOVE DNA. Pochod, ktery je opadny
denaturaci, se oznaCuje jako renaturace, tj. obnoveni pivodni dvousroubovi-
cové struktury z Fetézeil uvolnénych denaturaci, Renaturace se provadi pozvol-
nym sniZovanim teploty roztoku obsahujiciho denaturovanou DNA. Renaturo-
vat lze i roztoky smési DNA z rdznych zdrojii. P¥i této renaturaci dochazi ke
spojovani sekvenén& pribuznych polynukleotidovych Fetézcii. Tento proces se
nazyvéa hybridizace molekul DNA a rozumi se jim proces spojovdni &dstecné
nebo iiplné komplementdrnich Fetézcit pochdzejicich z riiznych molekul dsDNA
za vzniku hybridnich molekul DNA. Pravdépodobnost tvorby hybridnich mo-
neboli cim vys$¥i je jejich sekvendni homologie. Stupeii homologie je riizny.
Zcela homologické nukleové kyseliny se vyzna&uji stejnou nukleotidovou sek-
venci, a tim 1 stejnym obsahem guaninu a cytozinu (viz vy$e). Aviak obecné
neplati, Ze nukleové kyseliny o stejném obsahu guaninu a cytozinu musi byt
sekvencné homologické. Napi. nasledujici sekvence 1) a 2):

N5...AGAGAGAGAGAG.Z
3. TCTCTCTC TCTC.....5
2)5""..AAAAAAGGGGGG...3
J..ITTTTTC C CCCC...5

maji stejny obsah GC (guanin + cytozin), ale v sekvenci se podstatné ligi.

TROISROUBOVICOVA DNA (DNA-TRIPLEX). Jeden z piikladd takové
struktury nachézime v isecich dvoufetézcové DNA, v nich jeden fetézec obsa-
huje isek kolem 30 purinovych nukleotidi (polypurinovy fetézec) a jemu kom-
plementdrni fetézec obsahuje pyrimidinové nukleotidy (polypyrimidinovy feté-
zec). Jsou to napf'. dvoufetdzcové useky:

poly(dA)/poly(U), poly(dA)/poly(dT), poly(dAG)/poly(dCT).

V zépornych nad§roubovicovych zavitech p¥i niz§im pH se polypyrimidinovy
retézec sbaluje nazpét a umistuje se ve vét§im Zlabku, kde se Hoogsteenovym
zpiisobem paruje s polypurinovym Fetézcem za tvorby trojSroubovicového (se-
ku (obr. 70). Toto je ptiklad intramolekularniho triplexu, kterym se vyznaduje
tzv. H-DNA (viz dale). Neni to viak jediny typ triplexu. Celkové lze fici, Ze
struktura troj$roubovic je nékolikerého typu:

¢ 1. MiiZe sestavat ze dvou pyrimidinovych a jednoho purinového fetézce
(parovani bazi je typu C G*C nebo T A*T ) nebo ze dvou purinovych a jedno-
ho pyrimidinového ¥Fetézce (parovani bézi je typu Y R*R).
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Intramolekulérnl interakce G-motivii v telomerickych sekvencich.

ST G
dsDNA

BuATAY

Obr. 73
Schéma G4-DNA s antiparalelnimi fetézci

¢ Intermolekuldrni interakee. Tyto se uskutediuji spojenim dvou vidsen-
kovych struktur, kterymi se vytvéteji ctyffetézcové diseky DNA neboli G-kvar-
tety. Orientace fosfodiesterovych vazeb v G-kvartetu miZe byt antiparalelni,
CoZ je situace znazorn&n4 na obr. 73 nebo paralelni (obr. 74). N&ktera zjistsni
ukazuji, ¥e v telomerickych sekvencich na 3-koncich makronukledrni DNA
existuji Styffetézcové Useky té% in vivo u rodu Oxytricha. Helixy v G4-DNA
(G-kvartet), v ni2 viechny retézce Jsou paralelni, jsou pravotocivé a vSechny
nukleotidy jsou v konformaci 2"endo, a co se tyde glykozidové vazby v konfor-
maci anti. Parovéni guanind mezi paralelnimi fet8zci je uvedeno na obr. 43.

PARALELNE DVOURETEZCOVA DEOXYRIBONUKLEOVA KYSELI-
NA. Paraleln& dvoutetdzcova deoxyribonukleova kyselina se vyznacuje v obou
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DNA se souvislymi mativy guaninu se oznaéuje jako G-DNA. MiiZe byt
jednofetézcové (G1-DNA), dvouretézcovd (G2-DNA) aZ étyifetézcova (G4-DNA).
G4-DNA s paralelnim uspofadanim Fetézci se in vitro
mdze vytvofit z G1-DNA.

Obr. 74
G4-DNA s paralelnimi fetézci

komplementdrnich Fetézcich stejnou orientact fosfodiesterovych vazeb.Parovani
bazi v ni probiha podle obr. 36b, 36¢. Za fyziologickych podminek je stabilni, a
proto se uvazuje o jejim biologickém vyznamu. Ten v§ak zatim neni jasny, ale
je mozZné, Ze tato forma DNA se uplatfiuje v rekombina&nich dgjich.

OHNUTA DNA. DNA neni tuhé linearni struktura, ale dochézi k jejimu
ohybu na riznych mistech, a to ze dvou divodi:
¢ 1. Vlivem specifickych protein(, kieré se na ni vazou.
¢ 2. Nékteré DNA maji inherentni schopnost k ohybani. Jsou to takové,
které obsahuji souvislé iseky sestavené z blokd dT - dA neboli poly (dT)-poly
(dA). Ohnuta DNA se vyskytuje zvla¥té na podatku replikace DNA.

1.2.4
Terciarni struktura DNA

NADSROUBOVICE. Zavede-li se do dvousroubovicové DNA dalsi
vinuti, vytvofi se jeji tercidri struktura, kterd se oznaduje jako nad¥roubovice
neboli superhelix. Vinuti, kterym vznikd z dvousroubovicové DNA jeji nadsrou-
bovice, budeme oznaovat jako mad¥roubovicové vinuti. NadSroubovice je
tedy DNA vyznacujici se nadsroubovicovym vinutim. DNA nevyznadujici se
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nadsroubovicovym vinutim md jen primdrni a sekunddrni strukiuru a oznaduje
se jako relaxovan4, jestlize vznikla zruSenim nadsroubovicového vinutl. Nad-
Sroubovice se miZe vytvofit jak z linearni, tak i z kruZnicové dsDNA. KruZni-
covéa molekula dsDNA se proto vyskytuje jako (obr. 75):

¢ a) kovalentné uzaviend kruZnice (zkr. CCC), coZ je dsDNA, kterd
nemd volné konce ani zlom (1. preruseni fosfodiesterové vazby) v Fetézcich,
miZe se vyskytovat v nadroubovicové nebo relaxované formé;

¢ b)oteviena kruinice (zkr. OC), ktera piedstavuje relaxovanou dvou-
Sroubavicovou kruznicovou DNA se zlomem alespori v jednom z Fetézci,

Linearni molekula DNA miiZe piejit do nad$roubovicové konformace,
jsou-li oba jeji konce pripevnény k n&jakému substrétu, jako napt. eukaryoticki
DNA, kterd se v chromozomu vé¥e k proteinovému leseni. Nadiroubovicové
zavity v linedrni DNA maji tvar solenoidovych smygek. Samoziejme i tato
DNA mize ptechédzet do relaxovaného stavu (obr. 76).

NADSROUBOVICOVE VINUTL. Pfedpokladejme, Ze nadSroubovice v B-

-konformaci je v relaxovaném stavu. Z toho stavu miie pfejit do nadsroubovi-
cové formy dvojim zplisobem (obr. 77);

kovalentn$ uzaviené krusnicové molekuly
(CCC-kruznice)

relaxovana nadsroubovice

/

oteviena kruznicova molekula
(OC-kruznice)

Zlom v jednom fet&zci

relaxovana

Obr. 75
Konformace dvoufetdzcovych
kruZnicovych molekul DNA
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zavity solenoidové relaxovana
nad$roubovice smyéky oblast

{ proteinové leseni

Eukaryoticka DNA,
které je linearni a dvoufetézcové
se vaie K proteinovému leseni.

Tvofi se v nf zavity nad$roubovice,
solenoidové smyéky a také relaxované oblasti.

Obr. 76
Nad&roubovicové a relaxované oblasti
v linearni dvoufetézcové DNA

¢ 1. Zapornym nadSroubovicovym vinutim, které se uskutedni odvijenim
Fetézctl spojenych vodikovymi vazbami a vede ke snifeni poctu dvousroubovi-
covych zavitd, jelikoZ odvijenim se polet vodikovych vazeb mezi Fetézci snizi,
Odvijen{ vyvola v dvouSroubovici pnuti, které se uvolni vytvofenim nad$roubo-
vicovych zavitl. Zdvity nadiroubovice, které se vytvorily zdpornym vinutim, se

Zavedeni zéporného
nads§roubovicového
vinutl,

pravotodiva levotodivé solenoidové

nadéroubovlce smytky
—
relaxovana pravotoéiva
kruZnicova dsDNA

Zavedeni kladného . .
nad$roubovicového levototiva pravotodéivé solenoidové
vinuti, nad&roubovice smy&ky
Obr. 77

Pfechod relaxované DNA do nad$roubovicové
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oznaduji jako nad§roubovicové zavity ziporné. SniZeni podtu zévi‘tfl v dvoy.
Sroubovici, které je jen dotasné, je tedy kompenzovano tvorbou zavitd nadsrop.
bovicovych. Z relaxované kruznicové B-dsDNA, kterd je pravotodivd, vanikg
takto pravotodivi nadSroubovice nebo kruZnicova B-dsDNA s levoto&ivy.
mi solenoidovymi smy&kami. Obé formy dsDNA jsou také topologicky ekvivg-
lentni a miiZe jedna v druhou prechdzet.

¢ 2. Kladnym nadSroubovicovym vinutim, které se uskutedni svinovdniy
Fetézcil spojenyich vodikovymi vazbami a vede ke zvy$ent poctu dvousroubovi.
covych zaviti. I zde dochézi k pnuti, které se uvolni tvorbou nad§roubovicovych
zavith za vzniku levotodivé nadSroubovice nebo kruznicové B-dsDNA s pra-
votolivymi solenoidovymi zavity. Obé formy dsDNA Jsou topologicky ekvive-
lentni. Zavity nadsroubovice, kieré se vytvofily Kladnym vinutim, se oznaduji
Jako zévity nad§roubovicové kladné.

U levotocivé relaxované dvousroubovice vede zdporné vinuti k levotodivé
nadsroubovici a k pravotocivym solenoidovym smyckdam, zatimco kladné vinui
vede k pravotocivé nadsroubovici a k levotocivym solenoidovym smyckdam.

NadSroubovice, kterd vznikd zdpornym nadSroubovicovym vinutim, se o-
znatuje jako zdporna nadiroubovice na rozdil od kladné nadSroubovice, kie-
ra vznikd vinutim kladnym.

TOPOLOGICKE PARAMETRY NADSROUBOVICE. Parametry charak-
terizujici nadSroubovici jsou (obr. 78):

L = T + w
!

celkové &islo vinuti dvou§roub1vicové tislo nad&roubovicové &islo

Celkovy podet zdvi- Podet zévita ¢i prekfi-  Po&et nadsroubovico.
tr ¢i prekiizenijed-  zenf Jednoho fetézce vych zavit &i prekii-

noho retézce druhym druhym - i
O aezce druh 17 i \\// ic‘f:\{ou§roubo Zeni dvousroubovice

()

v nads$roubovici.

Jsou tyto varianty po dosazeni do uvedené rovnice: il

42 = 42 + 0 = relaxovang molekula,
36 =42 - 6= zéporné nad$roubovice,
48 = 42 + 8 =kladng nadsroubovice,

Obr. 78
Parametry nad$roubovice
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a) celkové &isle vinuti L,

r

b) dvousroubovicove &islo T,

¢) nadsroubovicové &islo W.

Dvoudroubovicové &islo T a celkové &islo vinuti L jsou kladna &isla pro
pravotoCivou dvoudroubovici, zatimco W je zaporné &islo, jestlize vyjadiuje
potet zdpornych nad§roubovicovych zaviti, anebo kladné Cislo, vyjadiuje-li
podet kladnych nadgroubovicovych zavitli. Jako piiklad vysvétlujici vyéisleni
parametri nadSroubovice je na obr. 79 schematicky zndzornéna nasledujici
Gvaha, kterou miZeme konkrétné doprovazet manipulaci s tenkymi gumovymi
haditkami pom&mné& vhodné napodobujicimi dvousroubovici i nadsroubovici.

volné linedrni dsDNA volné
konce L =16; T=16; W=0 konce
200’6 'S 9000000

" 234 56 78 910111213141516 podet zavitd
Spojeni
relaxovana kruznicova dsDNA<+—volnych

konc1.

Upevnéni
volnych
koncu.

upevnény
konec

dasteéné odvinutd Odvinutl
kruin dsDNA Sosti zavita,
~ ™\ Spojeni ohou koncil.
=10
1 4,_,/
; Uvoinéni
12¢ 4  pnutl

nadérhovice
I.=10
T=16

9 8 7 W= 6

Obr. 79
Vysvétieni vztahu mezi veli¢inami L, Ta W
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Zatndéme s linedrni dvousroubovici, pro kterou pochopitelné plati, Ze
L=T.

Jestlize volné konce linedrni dvousroubovice spojime, obdrzime relaxovangy
kruZnicovou dsDNA, pro kterou plati téZ vy$e uvedeny vztah. Upevnime-li viak
piivodné volné konce linedrni dvousroubovicové DNA, miZeme z ni ubirat
nebo k ni ptidavat zavity. Na obr. 79 je uveden piiklad s ubiranim Sesti zavity,
Toho dosdhneme zapornym nad§roubovicovym vinutim, tj. odvinovanim (ruge-
nim vodikovych vazeb v parech bazi) dvousroubovice. Disledkem toho je, %e
dvousroubovicové &islo T je o Sest zavith niZsi a o stejny podet zaviti je nixi
celkové &islo vinuti L. To je v8ak jen velmi pfechodny stav, jelikoZ proces odvi-
novani dvousroubovicovych zaviti zavadi do odvinované dvousroubovicové
DNA pnuti (napéti v torzi), které se uvolni pfechodem dvousroubovice do nad-
Sroubovice, tedy vytvofenim Sesti nadSroubovicovych zavitl, kterymi je kom-
penzovdn docasny ubytek Sesti dvousroubovicovych zdvitil. Proces odvinovéni
se nemiiZze uskuteditovat neomezens, jelikoZ dvousroubovice DNA md tendenci
zachovavat B-konformaci, pro kterou je charakteristické, Ze na jeden dvousrou-
bovicovy zdvit pfipadd asi 10,5 pdrir bdzi. Nelze tedy pocet dvousroubovi-
covych zavitit libovolné ménit. V realité to znamen4, Ze zmény v DNA vyvolané
pnutim se rozsifi po celé molekule, aniZ se dvouSroubovicové vinuti snizi. Jak
nyni dosadime do rovnice

L=T+WwW?
Za T nebudeme dosazovat &islo 10, ale 16, coZ je v disledku tendence
zachovani piivodni struktury v B-konformaci. Vytvotilo se viak 6 nadiroubovi-
covych zavitd, které maji zapornou hodnotu, jelikoZ vznikly odvinovanim
dvouroubovicové DNA. Do vyse uvedené rovnice tedy konkrétné dosadime:
10=16-6.
Toto vygisleni rovnice vyjadiuje, Ze celkové ¢islo vinuti se proti Edsteéné
a pfechodné odvinuté kruinicové DNA nezménilo, zachoval se pivodni poget
dvouSroubovicovych zavitl a vytvotilo se est zaviti nadSroubovicovych.

Pro pfipad, kdy budeme u stejné molekuly DNA uvaZovat kladné nad-
Sroubovicové vinuti, tj. jeji svinovani (pfekrucovan{) za dosaZeni esti dvou-
Sroubovicovych zavitii navic proti 16, bychom do uvedené rovnice dosadili:

22=16+6.

Celkové &islo vinuti L se zde rovnd tomu, které plati pro Castené svinutou
kruZnicovou dsDNA.

Prakticky pfi hodnocen stupng relaxace molekuly DNA nebo miry jejiho
nadroubovicového vinuti se porovnava jeji celkové &islo vinuti L s celkovym
Cislem vinuti L, pro DNA dpIn& relaxovanou za danych podminek, coZ v naich
pfedchozich Gvahéch byla relaxovana DNA pfed svinovdnim a odvinovanim
(obr. 79). Potom plati, e L je nizsi nes L, u zdporné nadsroubovice a u kladné

wavr

nadSroubovice je vys§i (obr. 80). Molekuly DNA, které se od relaxované DNA

12NL

(a

LI
P

PN -V

- s -t



12 NUKLEOVE KYSELINY 99

uzaviena relaxovan
pravotodiva dsDNA

ho Zavedeni kladného
nadéargzg%%ggegisgévinuﬂ. nadsroubovicového vinut.
Ubirdni zéviti Pfid&vani zaviti
(odvinovani). (svinovéni, pfekrucovéni).
zaporna kladna
nad$roubovice nad$roubovice
Ma zdporné vinuti, Mé kladné vinuti,
Je pravotodiva. Je levotociva.
Proti relaxované dsDNA Proti relaxované dsDNA
mé niz$i hodnotu L. maé vy$§i hodnotu L.
L<ly, L>Lo.
levototiva pravotodiva
toroidni (solenoidni) dsDNA toroidni (solenoidni) dsDNA
Obr. 80

Piechod relaxované uzaviené ds DNA do nad$roubovice nebo
toroidni (solenoidni) dsDNA

(a také navzdjem) 1isi celkovym Cislem vinuti, se oznaduji jako topologickeé izo-
mery DNA.

TOPOIZOMERAZY. Topoizomerdzy jsou enzymy, které katalyzuji zmé-
ny v celkovém disle vinuti dsDNA. Jejich charakteristika a G€inek na vinuti
nad¥roubovice jsou uvedeny v tab. 4. Existuji dva typy téchto enzymi:

¢ 1. Topoizomerazy L. Premistyji jeden neporuseny Fetézec pres zlom
protilehlého Fetézce v dvousroubovici (obr. 81).
¢ 2. Topoizomerazy IL. Premistuji neporuienou dsDNA pres zlomy obou
Fetézcii protilehlé dvousroubovice (obr. 82).

Topoizomerazy mohou relaxovat kladnou i zapornou nad$rouboviei, coZ
je diileZité pii transkripei nebo replikaci. Kromé& toho vedou k tvorb& uzll a
katenandi. Vlivem topoizomerazy I miZe jednofetézcova kruznicova DNA piejit
do konformace nazyvané uzel, tj. strukiura, kierd vznikla proviecenim nastépe-
nych koncii jednoretézcové krutnicové DNA. Tento pochod se nazyvi zauzleni
(obr. 83). Vzdjemnym proviecenim dvou nebo vice dvoufetézcovych kruznico-
veh molekul DNA katalyzovanym topoizomerdzou Il vznikd kateman. Pochod
se oznacuje jako katenace (obr. 83).
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Tab. 4
Zikladni vlastnosti DNA-tepoizomeraz
Enzym Viivna L Cinnost
Prokaryoticka zvySuje L relaxuje zapornou
topoizomeraza nadSroubovici
I
sniZzuje L navozuje zaporné vinuti
Prokaryoticka v z&vislosti na ATP
topoizomeraza zvySuje L relaxuje zapornou nadsroubovi-
I ci nezévisle na ATP
zvysuje L relaxuje zapornou
Eukaryoticka nad§roubovici
topoizomeraza
I snizuje L relaxuje kladnou nadSroubovici
zvySuje L relaxuje zapornou
Eukaryoticka nadgroubovici
topoizomeraza [1
snizuje L relaxuje kladnou nadsroubovici

topoizomerazal

DNA

. Obr. 81
Uginek topoizomerazy |
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Obr. 82
Katenace

katenan

Obr. 83
Zauzleni

+———— DNA ve stavu nad$roubovice ——— |

kladné vinuti\ zaporné vinuti

Obr. 84
Pfevedeni kladného vinuti nad$roubovice na zadporné Gcinkem bakteridlni gyrazy

Na obr. 84 se vysvétluje, jak konkrétn& jedna z topoizomeraz II oznado-
vand jako DNA-gyraza pfevede v bakteridlni DNA kladné vinuti na zdporné.
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1.2.5
Organizace nukleotidovych sekvenci na DNA
izolované ze zivych soustav

Nukleotidové sekvence DNA jsou bud’ jedinetné, nebo repetitivni. Pod
pojmem jedineénd DNA-sekvence se rozumi sekvence, kierd se v haploidnim
genomu prislusného drubu organizmu vyskytuje pouze jedenkrdtr. Z valné $4sti
odpovidaji jedinetné sekvence strukturnim geniim (viz kapitolu o genetickém
k6du). Jako repetitivni sekvence nebo repetice se oznaduje DNA-sekvence,
kterd se v haploidnim genomu mnohondsobné opakuje. Je to napt. v centrome-
fe chromozomu 2 D. melanogaster opakovani kratké sekvence ATAAT, tedy:

ATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAAT.....

Opakovand sekvence se oznaduje jako jednotka repetice. Jeji délka je vyjéadfe-
na poctem nukleotidi, které ji tvori. Pocet jednotek dané repetice v haploidnim
genomu buriky se oznatuje jako Eetnost repetice. Repetice jsou zvIa$ts charak-
teristické pro DNA izolovanou z jader eukaryotickych organizmii. V néasle-
dujicich odstavcich jsou popsany jednotlivé typy.

TANDEMOVE REPETICE. Jako tandemova se oznacCuje takova repeti-
ce, v niZ se urcitd jednotka opakuje v tandemu, §j. bezprostiedné za sebou.
Délkfl jednotek je vétSinou 5 a% 10 bp, ale u obratloved a rostlin je 20 a% 200
bp. Cetnost téchto repetici je 10° a2z 10", Tvo primémé S az 15 % DNA
haploidniho genomu eukaryot a jsou oznafovany té7 jako "vysoce opakujici se
sekvence". Vyskytuji se téméF vyhradng v heterochromatinové oblasti centro-
mery a do RNA se nepfepisuji.

OBRACENE REPETICE. Jako obricend repetice se oznaluje nukleoti-
dovd sekvence opakovand na stejném DNA-fetézci ve své komplementdrni
podobé a na komplementdrnim DNA-Fetézci v protisméru, Piiklad;

3" ATGC......GCAT......3'
3'..TACG.....CGTA......5'

.‘!e.‘s{liz'e- Jsou obrdcené repetice DFilehlé, 1j. bezprostredné spolu sousedi, ozna-
Cuji se jako palindrom. P¥iklad:

VI
i
n
ke

R/

dl
k
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5..... ATGC|GCAT......3'
3"..... TACG|CGTA......5'

Vyskyt obracenych repetici vede k tvorbé vlasenek a kiiZovych struktur.
Vlasenka je dvouSroubovicovd struktura vznikld pdrovdanim komplementdrnich
nukleotidovych sekvenci na témze DNA- nebo RNA-Fetézci. Jestlize obé komple-
mentdrni sekvence na témze Fetézci spolu nesousedi, tvoti se vidsenka se smy¢-
kou v DNA (obr. 85). K¥iZova struktura vznikd spdrovdnim obrdcenych repe-
tict na obou komplementdrnich Fetézcich dsDNA (obr. 86).

PRIMA REPETICE. Tou se rozumi sekvence opakovand ve stejném
sméru na témze DNA-Fetézci, napt.:

5'....ATGC...........ATGC......3'
3....TACG..........TACG......5'

DLOUHA KONCOVA REPETICE NEBOLI LTR-SEKVENCE. Je to
dlouhd primd repetice na obou koncich téhoz DNA-fetézce, pricemz konce
kazdé sekvence LTR jsou navzdjem ve vztahu obrdcenych repetici:

Al—IT
vidsenka T A
C G
T A
Al—T
TCT TAGAT] sy

Y

obraceng repetice vidsenka  Al|—]

se smyékou 1)
Cll—
T JE—

e ATCTATCCAGTAGAT) w5 . A]

Vidsenkové struktury se vytvoli v jednom fetézci DNA
v mistech, kde se vyskytuji obrdcené repetice.

—i>m>—lb->

Obr. 85
Schéma vidsenkovych struktur DNA




104 1 INFORMACNI MAKROMOLER 1 y

kiizova struktura bez smycky

D)

=>0>» -+

> =0 ~>

—————
e

LIITITTTT
TAGATATCTA

ATCTATAGAT =

palindrom

>—H0-4>
—“>0> -

Ll

A
(9]
/

kfizova struktura se smyékou

ATCTATCCAGTAGAT .
I —

>—lO—!>,—i'
4> Q0P - O

RN

CHo-H>
NN

=B ~

/
0
S

Obr. 86
Schéma kfizovych struktur DNA

3'-ATGC.....GCAT.uune..... «.ATGC.....GCAT-3'
3 TACG..... CGT Ao +TACG.....GCAT-5'

Sekvence LTR jsou podtrzeny a tekami jsou vyjadieny jedine&né sekvence.

ROZPTYLENE REPETICE, Jsou to DNA-sekvence, jejichs jednotlivé
kopie se vyskytuji na riznych mistech haploidniho genomu. Vechny maj
vlastnosti transpozond, jejich# premisténg kopie se vyskytuji na rliznych
mistech DNA (o transpozonech se piSe ve &tvrtém dilu této ucebnice). Co do
délky se rozlifuji:

a) kratké rozptylené repetice, které jsou dlouhé pfiblizné 300 bp. Patfi
sem napf. sekvence Aly (viz kapitolu o genomu eukaryot),

b) dlouhé rozptylené repetice, jejichz délka je v&tsi nex 300 bp.
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1.2.6
Obecna charakteristika struktury
ribonukleovych kyselin

STRUKTURNI PRVKY SEKUNDARN{ STRUKTURY RNA. Ribonuk-
leova kyselina se vyznaCuje mnohem v&t3i strukturdlni rozmanitosti nez DNA.
Tato strukturalni rozmanitost je siln€ spjata se specifickymi funkcemi riznych
funkéich typt RNA. KaZdd RNA uréitého funkéniho typu se vyznafuje struk-
turnimi zvlastnostmi pfizplisobenymi ke specifické funkei, kterou RNA v butice
vykondva. V téchto zvlaStnostech se viak uplatiiuji v rizné mife a v riznych
kombinacich n&které zdkladni strukturni prvky, které jsou zachyceny ve sché-
matu na obr, 87. Jsou to pfedevsim:

¢  Vlasenkova smy&ka v RNA. Vznika tak, Ze se RNA-Fetézec spoji v kom-
plementdrnich tsecich Watsonovym-Crickovym zpiisobem za vzniku nespdro-
vaného tiseku ve formé smycky. Za smy&kou nasleduje sparovany usek, ktery
jsme jiz v predchozi stati oznagili jako vlasenku (obr. 85). Smycky se rozliduji
podle podtu bézi, které je tvofi. V n&kterych RNA ma vétSina smytek &tyri
nespdrované bdze, coZ jsou tzv. &tyibazové smy€ky. Smycky sestavajici ze iF
nesparovanych bdzi se oznaduji jako t¥ibazové smycky.

Ve smylkéch, napt. &tyFbazovych, se vyskytuji téZ neobvyklé vodikové

vnitfni
smyéka
U- vydut’

V4 N\ Vd
£YAuU-c-c-A-AUUU- 8 U-AC-G-AAC C-G-G-

A W ,U-A-A-G-G-li(U-A-A—/\ 9-A-U-G~C-U-U-G\ }3-G-U-
vlasenkové A u-u C
smyéka vidut kvnitfni_/
smycka
R o -
oty /
—)
y et \

RNA-fetézec
dvousroubovicové

useky

Obr. 87
Strukturnf prvky sekundarni struktury RNA
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vazby mezi bazemi. Napf. smy¢ka sestavend z UUCG ma Watsonfiv-Crickgy
kolisavy par US-G8 (obr. 91b), ktery smy&ku uzavira (obr. 88). Dalsi zvlay.
nosti této smycky je, Ze C7 se vaze vodikovou vazbou ke kysliku fosfatovéhg
zbytku pitefe smycky. Obéma vazbami, a také vrstvenim bazi (str. 77) se smyg-
ka stabilizuje. Toliko U6 netvo¥{ vodikovou vazbu. Vimnéte si také riznych
konformaci glykozidovych vazeb a nukleozidi! U G8 je napf. na rozdil od G9
konformace syn a C7 ma jako jediny v této sestavé konformaci C2"endo. T yto
rozdily jsou pii¢inou prudkeé otasky paru U5-G8 do tvaru smycky.

® Vydut’. Tato struktura se tvolf v pFipadech, kdy je na jedné strané duple.
xu prebytecné mmoZsivi nukleotids, kieré pak nemaji komplementdrni protéjsek,
Vyduté tvofené jednim nebo vice nukleotidy maji na strukturu RNA tento vliv:

1. Naruduji vrstven{ bazi v duplexu.

2. Indukuji ohyb RNA.

3. SniZuji stabilitu duplexu.

¢ Vnitini smy€ky. Vznikaji v pripadech, kdy chybi v daném dvouretézco-
vém useku Waisonovo-Crickovo parovdni. Mohou zahrnovat jeden nebo dvé
pyrimidinové baze nebo pary purin-purin, pyrimidin-pyrimidin.

¢ DvouSroubovicové oblasti RNA. Molekuly RNA vytvéteji v riznych -

Vlasenka se &tyfbazovou Schéma konformace étyfbazové
smycékou smyéky

Vysvétlivky:
Tento pér je uz soucssti vidsenky.
O C3-endo u konformace anti ® rosrat
O C2'endo konformace syn “~~— vodikové vazba
Pismen Zcich
Jjadreny nukleozidy, U G, C, A jsou bize.
Obr. 88

C‘tyl"'bézové smycka
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secich dvousroubovicové struktury, jejichZ zdkladem je vétsinou pdrovdni bdzi
Watsonovym-Crickovym zpiisobem.

PSEUDOUZLY. Pseudouzly jsou piikladem strukturnich prvkd terciarni
struktury RNA. Vznikaji Watsonovym-Crickovym zpiisobem pdrovdni bdzi me-
zi nékterym tsekem vnitfni smycky nebo smycky ve vldsence a komplemenidr-
nim jednoretézcovym isekem, ktery se nachdzi mimo smycku vidsenkovou a
wnitini (obr. 89).Pseudouzel je vzdy vymezen sekvencemi umoziiujicimi vytvo-
fit dvé stopky (dvé komplementarni sekvence pro stopku S1 a dv& pro stopku
S2) a smy&kovymi oblastmi (tj. sekvence tvofici smy¢ky L1, L2 a L.3).

U zevieobecnéného pseudouzlu na obr. 90a jsou znazornény viechny tii
smy&kové oblasti (L1, L2, L3). Jestlife jedna z téchto oblasti chybi, vznikaji

stopkové sekvence
S1

‘ [ 82 T
@ AUU Y Q.!,J Q ]- YUy L@QEX@]

smgckové o smyckova
. oblast

stopkové sekvence

- smyéka 2

; L3 stopka1f
\ S1 L3
' —
: stopka 2
Z s2
v L1 smyéka 1 ‘ Chybi L2, takZe se
5, e L1 ., 3 vylvofitento typ
pseudouziu.
Prevod do terciérni struktury.
Schéma tercidrni struktury je zvétseno. *
smyéka 1
‘ L1
5 Vs

mensi

“ Zlabek
Zlabek

smytka 2
L3

Obr. 89
Znazornénf tvorby pseudouzlu a jeho pfevedeni do terciarni struktury
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§2

L1 L2 L3

Vyznam jednotli|?7ch symboli . ‘ Zde v obr. 90b, c, d nejsou
Jje uveden v fextu. : respektovény vzdjemné po-
L2 . méry v délkach Jednotlivych
i usek. Jde spise o to, aby si
Ctenar uvédomil, jak tyto
useky ovlivriuji tvorby
pseudouzlu. Proto se fidte
oznacenim dsekii a jejich
E zbarvenim,
5" el

Obr. 90a
Vznik a popis zev§sobecnéného pseudouziu

['%“— S1 l ] s2 l
5" exmmmamn B
L1

mensi Zlahek
(L3)

Obr. 90b

Vznik pseudouzlu za podminky, Ze chybi L2

I S1
5’ oy C e
L1
L1
5 B
‘ vétsi Zlabek
S1 - {L2)

Obr. 90
Vznik pseudouziu za podminky, Ze chybi L3




—

1.2 NUKLEOVE KYSELINY 109

viemé typy pseudouzli. V takovém pifpad€ parujici se smy¢kova oblast pfiléha
k jiné stopce a umoZni pak, aby nastalo souosé vrstveni dvou stopek. Takto
vznikaji nap¥. nasledujici tfi typy pseudouzli:

¢  pseudouzel bez smy&kové oblasti L2 (obr. 90b),
¢  pseudouzel bez smy&kové oblasti L3 (obr. 90¢),
¢  pseudouzel bez smy&kové oblasti L1 (obr. 90d).

Yr v

Obg vysledné smyky pokryvaji men3i a vét8f Zldbek dseku podobného
dvougroubovici (jedna kif%{ v iseku podobném dvousroubovici mensi Zlabek a
druhd vétsi).

Poznémka: P¥i odvozovani struktury jednotlivych typd pseudouzli vy-
chazejte ze struktury uvedené pied Sipkou na obr. 90b, 90c a 90d, resp. si poma-
hejte schématem na obr. 89.

Viechny uvedené typy pseudouzld jsou pseudouzly typu H, tj. pseu-
douzly odvozené z vidsenkové smycky. Existuji téZ pseudouzly typu B, tj. od-
vozené z vyduté a pseudouzly typu I, tj. odvozené z vnitini smycky.

Znalost pseudouzll je dileZitd pro pochopeni terciarni struktury RNA.

~ PAROVANI BAZi V SEKUNDARNICH STRUKTURACH RNA A V IN-
TERAKCICH MEZI RNA RETEZCL V sekundérnich strukturach RNA, jejichZ
strukturni prvky jsme pravé popsali, a také mezi RNA-fetézci pii riznych mole-
kularnich dgjich v buiice, se kromé b&zného Watsonova-Crickova parovani bazi
uplatiiujf té% rizné odchylky od tohoto parovéni. PopiSeme jen ty, které byly
prokazany na krystalickych strukturach kvasinkové tRNA™ nebo ve &tyibazo-
vych smy&kach (teoreticky jsou viak mozné i dal3i zplisoby parovéni bézi, které
zde viak neuvadime). Jsou to:

¢  obracené Watsonovo-Crickovo parovani guaninu s cytozinem a obracené
Hoogsteenovo parovani adeninu s cytozinem (obr. 91a);

¢  obracené kolisavé parovani guaninu s uracilem a adeninu s cytozinem
{obr. 91b);

¢ parovani adeninu s adeninem a guaninu s guaninem (obr. 91c);

¢ parovani adeninu s guaninem (obr. 91d);
4

péarovani uracilu s cytozinem (91e).

7

Poznamka: Obracené kolisavé parovani bazi je "obracené" vzhledem ke
kolisavému pérovani, které bude vysvétleno aZ v kapitole pojednavajici o gene--
tickém kodu, jelikoZ se uplatiiuje v interakcich mRNA s tRNA.
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S1 1

L2 _ L3

mensi Zlabek
(L2)

Obr. 90d
Vznik pseudouziu za podminky, Ze chybi smyékova oblast L1

Obrécené Watsonovo-Crickovo parovéni guaninu s cytozinem.
o]

R
N
N TN—H---0=—
u\ 2—N—H ---- NJ
N N |
H
R NH,

Obrécené Hoogsteenovo parovani adeninu s cytozinem.

0O

Obr. 91a
Odchylky od Watsonova-Crickova parovani bazi
v RNA se sekundarni strukturou
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Obrécené kolisavé parovani Obrécené kolisavé parovani
guaninu s uracilem. R adeninu s cytozinem.
N
R
N

£

Obr. 91b
Odchylky od Watsonova-Crickova parovani bazi
v RNA se sekundarni strukturou a mezi RNA-Fetdzci

Parovéni adeninu s adeninem a guaninu
s guaninem.

Obr. 91¢
Odchylky od Watsonova-Crickova parovani bazi

v RNA se sekundarni strukturou a mezi RNA-Fetézci
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Parovani bazi mezi guaninem
a adeninem.

Obr. 91d
Odchylky od Watsonova-Crickova parovani bazi
v RNA se sekundérni strukturou a mezi RNA-fetézci

Parovani bazi mezi uracilem a cytozinem. T
------------------- H—N
4 4
e |
U | (%@
N 0 N
R R

Obr. 91e
Odchylky od Watsonova-Crickova péarovani bazi
v RNA se sekundarni strukturou a mezi RNA-fetézci
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1.3

VAZEBNE INTERAKCE PROTEINU
S DNA

1.3.1
Obecna charakteristika vazebnych interakei
DNA s proteiny

VYZNAM O-HELIXU (O-SROUBOVIC). V pfenosu genetické informa-
ce vyznamnou {ilohu sehrava vazba proteindi na specifické tiseky DNA, coZ jsou
hlavnd tzv. reguladni oblasti, tj. promotory, operatory atd. Jakmile se totiZ
urdity specificky protein navaze na regulaéni oblast, aktivuje nebo zastavi se
molekulérni dgj, ktery je touto oblasti Fizen. Nap¥. jestliZe se protein oznaco-
vany jako represor navaZe na regulaéni oblast, kterd ma funkei operatoru (coZ je
jedna z regulagnich oblasti u prokaryot), zastavi se transkripce gent, kter¢ s ni
sousedi. Po uvolnéni represoru z operdtoru sc opét zahaji transkripce téchto
gentl, Aviak aby k transkripci doglo, je Gasto nutnd jeSte Fada dalgich proteini,
tzv. transkripénich faktord, vzajicich se na specificka mista DNA. A nesmime
t6% zapomenout na enzymy, které procesy transkripce a replikace DNA kataly-
zuji. I ty se vazou k regulagnim oblastem na DNA. Jakym zplsobem viak speci-
ficky protein, napf. transkrip&ni faktor, enzym, represor aj. "poznia misto, ke
kterému se mé& navazat?" Jinymi slovy, jaka je molekularni podstata rozpozna-
véani specifickyeh mist na DNA, napf. regulaénich oblasti, proteiny? Vétsina
dobie charakterizovanych proteinii, schopnych se vdzat nu DNA, vyuzivda k vaz-
bé na DNA interakei oi— helixii s vétgim Zldbkem. Ziejmd tvar a rozméry or-heli-
xi umoztiuji, 7e dobte zapadaji do vétsiho Zldbku. Rada Gidajii nasvédéuje tomu,
%e oblasti proteinit kolem rozpozndvacich helixi napomdhaji 162 k tomu, jak se
md ve ldbku o-helix umistit. Vyznamnou roli zde sehravaji nukleotidy a jejich
sekvence ve vazebném misté pro protein a tomu odpovidajici vhodna sckvence
aminokyselin v mist&, kterym se protein vaZe k DNA.

INTERAKCE PROTEINU § BAZEMI DNA. Jsou to pfedeviim:
piimé vodikové vazby mezi aminokyselinami proteinu a bazemi,
plilezitostné vodikové vazby mezi polypeptidovou kostrou a bazemi;

vodikové vazby zprosttedkované molckulami vody;

¢ & & o

hydrofobn| interakce.
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Pfestoze k nekterym interakeim téZ dochézi v men3im zlabku (napt.
N-termindlni rameno homeodomény), je v&tsi Zlabek nejlépe rozeznavanym
mistem. Tato skute&nost neni pFekvapujici, jelikoz vétsi Zldbek je vzhledem ke
své velikosti pristupnéjsi a poskytuje vice moznosti pro tvorbu vodikovych va-
zeb a hydrofobnich kontakti nez zldbek mensi. Neexistuje viak stroha kores-
pondence mezi bizemi a aminokyselinami, na n& se baze vazou. Nékteré bize
tvofi vodikové vazby s riznymi aminokyselinami, co? se vysvétluje tim, Ze do
znacné mivy sekunddrni struktura proteinu uréuje, které aminokyseliny se bu-
dou s bazemi vdzat. Celkové plati, ze

¢ guanin mé zna¢ny vyznam pii tvorb& vodikovych vazeb mezi bazemi a
aminokyselinami (obr. 92);

g nekteré aminokyseliny u p¥ibuznych rozpoznévacich proteinli se zicast-
fiuji rozpoznavani stejnym zptisobem. Napf. glutamin na zagdtku rozpoznévaji-
ciho helixu tvori vodikové vazby s adeninem a asparagin na konci tvofi vazbu
s patefi DNA.

VAZBY S PATERI DNA. Polovina vodikovych vazeb zahrnutych do
kontaktdi proteind s DNA se tyk4 interakei s patefi DNA. X jejich tvorbé se
ver§inou vvuiiva kysliku Josfodiesterovych vazeb. Vyznam t&chto vazeb spodivé
v tom, Ze se jimi upravuje pozice rozpoznavajictho proteinu vzhledem k bdzim.

1.3.2
Sekundirni struktura proteind rozeznavajicich
regulalni oblasti na DNA

Celkove lze fici, ze tGseky proteind, kterymi jsou rozeznavéany reguladni
oblasti na DNA, se vyznaduji sekundarni strukturou, pomoci které vhodn& Zapa-
daji do vétsiho Zlabku v regulaénich oblastech (jsou k nim komplementarni
svym povrchem), v nich? se prostiednictvim vodikovych vazeb va¥ou na nékte-
_ré bize. Tyto useky proteinii jsou pomérn& krétké a zaujimaji pouze malou &ast
Jejich molekuly. Komplex obecnych znaki primdrni a sekunddrni struktury, pFi-
padné i vyisich struktur proteini, kterymi je charakteristicky urcity isek protei-
nz”ii se oznacuje jako motiv, Skupina proteini vdzajicich se na prislusnou regu-
lacni oblast je charakteristickd spolecnym motivem, ktery se oznaduje jako mo-

tiv vazajici se na DNA, Podle téchto motivi rozeznavame pak nasledujici sku-
piny proteini;

¢ proteiny s motivem helix-otéa&ka-helix;
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Obr. 92

Interakce nékterych aminokyselin se sparovanym
guaninem a adeninem

¢  proteiny s motivem homeodomén;

proteiny s motivem zinkovych prstii;

¢ proteiny s motivem leucinového zipu.
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PROTEINY S MOTIVEM HELIX-OTACKA-HELIX. Protein s motivem
helix-otdcka-helix md dva o- helixy, mezi nimiz je jedna B-otdacka.

Prvni helix (1) sestédva ze sedmi aminokyselin, druhy (2) z deviti a B-o-
tatka mezi nimi ze &tyf. Tato sestava se téZ oznaluje jako HTH-jednotka,
kterd byva v komplexu s dal§imi helixy téze proteinové molekuly, aviak ve
vztahu k DNA md rozpozndvaci funkei. V takovém komplexu ma téZ jiné ozna-
teni, nez jaké uvadime zde. Napf,

¢ v komplexu helixii represoru faga A odpovida helix 1 helixu 2 a helix 2
helixu 3,

& represor operatoru B-galaktoziddzy méa shodné oznadeni helixd, které y-
vadime zde,

¢ aktivator CAP ma pro helix 1 oznadeni E a pro helix 2 oznaceni F.

Helix 1 je poloZen napii¢ vét§iho Zlabku a helix 2 je k n&mu p¥iblizng
kolmo a rozezndvd ve Zdbku cilové nukleotidové sekvence, a proto se oznacuje
Jako rozpoznavaci helix. Aminokyseliny tvorici HTH-jednotku nebyvaji stejné
v rliznych proteinech vazajicich se na DNA. Aviak témé&F standardn& aminoky-
selinou 9 je glycin a aminokyselinou 5 je obvykle alanin. V mistech 4, 8, 10, 16

a 18 byvaji aminokyseliny hydrofobni (obr. 93).

Helix 1 je mimo
dvousroubovici.

Helix 2 leZi ve vétgim
#l5

bk
HTH - jednotka vaze se na pétef
helix B -otatka helix a urcéité baze.
1234546 12131415 16 17 18 19 20 Témér ve v§ech pripadech
w Jje helix 1 a 2 spojen s dal-
$im helixem. Tento trojity
helix je soudésti prokaryo-
pofadi aminokyselin tickych represord.
Obr. 93

Schéma motivu helix-otadka-helix
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PROTEINY § MOTIVEM HOMEODOMEN. Motivy homeodomén se
vyskytuji v proteinech, které jsou kédovdny homeotickymi geny (viz kapitolu po-
jednvajici o regulaci exprese eukaryotického genomu). Prostiednictvim ho-
meodomén jsou rozeznavany specifické sekvence na DNA piisobici jako re-
gulaéni oblasti. Homeodoména obsahuje HTH-jednotku a sestava ze t helixi
(helixy 1, 2, 3). Helix 3 je k obéma (1 a 2) poloZen kolmo. Kontakty s DNA
jsou zprostfedkovany helixem 3, ktery zapada do vétstho Zidbku. Strana helixu
3, ktera je vystavena proti v€tSimu Zlabku, obsahuje bocni fetézce aminokyse-
lin, které reaguji pomoci vodikovych vazeb s bazemi a kyslikem fosfodieste-
rovych vazeb. Helixy 1 a 2, které jsou poloZeny napfi¢ Zlabku, jsou od DNA
vzdalen&j¥i (obr. 94). V helixu 1 se obecné vyskytuji za sebou na stejném mists
aminokyseliny leucin, fenylalanin a kys. glutamovd, v helixu 3 tryptofan, feny-
lalanin a lyzin. Homeodoménou se vyznaCuje napf. transkripéni faktor OCT-2 a
produkty homeotickych gent fiz a ubx, které se podileji na morfogenezi a dife-
renciaci u drozofily.

PROTEINY S MOTIVEM ZINKOVYCH PRSTU. Motiv proteinti oznago-
vany jako zinkovy prst je charakteristicky dvéma az deviti tandemovymi repe-
ticemi sekvence sestdavajici pribliZné z tFiceti aminokyselin (29 aZ 31):

(Phe, Tyr)-Xaa-Cys-(Xaa), -Cys-(Xaa) -Phe-(Xaa) ~Leu-(Xaa) ;-
-His-(Xaa) ~-His-(Xaa) ,

kde Xaa je zastoupeno libovolnou aminokyselinou. Talo sekvence je sloZena do
varu smycky (pripominajici prst) a driena v tomto tvaru iontem zinku, na ktery

Helixy 1 a 2 j[sou mimo
dvousroubovici.

Helix 3 leZf ve vétsim
Zlabku.
Viédie se na pitef
a urdité baze.

Obr. 94
Schéma vazby homeodomény na DNA
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se vdZou dva zbytky cysteinu a histidinu (obr. 95). Kazdy prst obsahuje antipa-
ralelni B-strukturu a jeden o-helix, kterym se ve vetSim 2zlabku vaZe na DNA
(obr. 96). Vodikové vazby se v tomto pripadé tvors prostrednictvim aminoky-
selin s dvéma pdry bdzi, cof jsou védy pdry GC. Rozlozeni zinkovych prsti ve
vétsim Zlabku DNA je zndzornéno na obr. 97, Ze schématu na obr, 98 Je ziejmé,
mezi kterymi aminokyselinami zinkovych prstil a bazemi ve vétsim Zabky se

Obr. 95
Schéma tfi zinkovych prstu

Struktura
Zinkového prstu
Se vyznacuje (-strukturou
a helixem,
i
B

Obr, 96
Schéma struktury zinkového prstu
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druhy prst
o -helix—*
B-struktura —

prvni prst

Obr. 97
Schéma interakce zinkovych prstiu s DNA

119

tvoii vodikové vazby. Zinkové prsty 1 a 3 rozezndvaji baze v sekvenci GCG
tim, ¥e zbytky argininu 1 a 7 vytvoif vodikové vazby s guaninem. Zadny zin-
kovy prst nerozezndva cytozin. Prstem 2 je guanin v sekvenci TGG rozeznavan
prostiednictvim histidinu a argininu. V8echny tii prsty dohromady rozeznavaji
tedy sekvenci GCGTGGGCG.

Obr. 98
Schéma rozpoznavani sekvenci zinkovymi prsty ve vétSim Zlabku
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Pocet zinkovych prstii Cys, His, je u rdznych trapskripém’ch .fakton",
rozdilny. Nejvys8i dosud zji§tény podet zinkovych prstii je u transkripénihg
faktoru Xfin, ktery se tvofi v embryu #iby Xenopus. U &lovéka faktor TDF,
ktery reguluje vyvoj testes, md 13 zinkovych prsti.

PROTEINY § MOTIVEM LEUCINOVEHO bZIPU. Motiv proteinu nazy.
vany leucinovy bZIP je oblast sestdvajici ze dvou o-helixi: o tFiceti aminokyse-
linovych zbytcich s pravidelnym opakovdnim zbytkit leucinu. Oba helixy nemy-
si byt v bZIPu zcela identické. Takto spojené helixy tvofi tedy dimer, v ngms
se vazou navzijem pomoci hydrofobnich interakei leucintl, které se vzajemns
prolinaji. Izobutylové fetézce jednoho helixu zapadaji mezi leucinové fetézce
druhého helixu jako zip. Dal$i dva o-helixy, které jsou zasadité, se vaZou na
DNA; odtud nazev bZIP (basic zip = zasadity zip) (obr. 99).

V prvnim piiblizen si lze helixy v dimeru zipu pfedstavit podle obr, 99
Jako by byly poloZeny vedle sebe. Ve skuteénosti se viak oba o- helixy navzi-
Jem levoto&ivé ovijeji a tvoi tak konformaci nazyvanou svinuty helix (obr,
100). Leucinové zbytky jsou obraceny dovnitt dimeru. Na jednu ot4&ku helixy
piipada 3,5 leucinovych zbytkd. Ze svinutého helixu bZIPu vy¢nivaji jedno-

duché helixy, které zapadaji do vétitho Zlabku DNA. Zde se vyznacuji tiemi
druhy interakei ( 100):

¢ Pozitivng nabité aminokyselinové zbytky na obou stranach #[4bku (napt,

hydrofobni strana helix

Na hydrofobni strané
leuciny spolu in teraguji.

Zasaditd oblast se vaze k DNA.

Obr. 99
Schéma vzniku leucinového Zipu s DNA
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svinuté helixy

DNA

Obr. 100
Schéma svinutého helixu a jeho viozeni do vétsiho Zziabku

Obr.101
Schéma svinutého helixu s bazemi ve vétsim Zlabku
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Arg0,7a 11 na levé strang a Arg 2, 6 a 9 na strané pravé interaguji s negativng
nabitymi fosfaty patefe DNA).

A Hydrofobnimi interakcemi (napF. Ala 4 tvofi hydrofobni kontakt s T, za-
timco Asn 1 s Ta C atd.).

* Tvofi vodikové vazby s komplementérnimi sekvencemi TGAC (na jed-
nom DNA-fetézci) a GTCA (na druhém DNA-fetézci).

Oba helixy, které jsou dreny pohromadg leucinovym zipem, si lze tedy
predstavit jako pismeno Y se zasaditymi iseky v ramenech obepinajicich DNA
Z obou stran jako kle§ts (obr. 100). Oblasti, na které se vdZou proteiny vyznadu-
Jict se motivem leucinového zipu, jsou obvykle palindromového typu, co% u-
moZiuje, Ze se oba proteiny dimeru (svinuty helix) mohou symetricky vloZit do
dvou vétsich zlabky, mezi nimis se nachazi mensi Zlabek.

Motivy typu leucinového zipu se vyznacyji napr. transkripcni faktory k-
dované protoonkogeny c-myc, c-fos a c-jun. Leucinovy zip umoZriuje dimeriza-
<i stejnych nebo riznych proteing s ruznymi aktivitami a_funkcemi, coz vede ke
Kkombinaci transkripcnich Jaktord. Napk. transkrip&ni faktor Jun se Jjako homo-
dimer véaze k rozpoznavaci sekvenci TGAGCAG, na kterou se viak nevade
transkripéni faktor Fos samotny, ale véZe se k ni jako dimer s Jun. Tento hetero-
dimer zvysi (&innost transkripce a% tficetindsobné,
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1.4
GENETICKA INFORMACE
1.4.1

Vzijemnd podminénost
nukleovych kyselin a proteint

JAKE DRUHY INFORMACI JSOU OBSAZENY V NUKLEOTIDOVYCH
SEKVENCICH? Nukleotidova sekvence pfedstavuje v urditych funkenich ty-
pech nukleovych kyselin v ¥ivé_ soustavé konkrétni formu zépisu uréité gene-
tické informace, kterd se v DNA-fet8zcich zapisuje pomoci &étyF deoxyribonu-
kleotidi:

AT, G,C
av RNA-fetdzcich pomoci &tyf ribonukleotidi:
AU, G, C.

Lze tedy Fici, Ze genetickd informace se zapisuje v organizmu ve formé
sekvence nukleotidi; a obecnd se chape jako informace, kierd je primdrné obsa-
sena v nukleotidové sekvenci. Primarné proto, Ze jinde takové informace neni.
Genetickou se nazyva proto, Ze se d&di. Je to obvykle informace o priméarni
struktufe polypeptidd, primérn{ struktufe urdité DNA nebo RNA. To znamena,
se v nukleotidovych sekvencich mohou byt obsaZeny konkrétné tyto informace:

¢ v DNA- nebo RNA-sekvenci miiZe byt obsaZena informace o primdrni
struktuie proteinu,

¢  DNA-sekvence mie také obsahovat informaci o primdrni strukture bio-
logicky funkéni RNA (tRNA, ¥RNA qj. )

&  RNA-sekvence mize obsahovat informaci o primdrni struktuie DNA,

¢ DNA- i RNA-sekvence mohou také obsahovat informace o vazbé speci-
fickych proteinti k témto sekvencim. Takové vazba davé signal k zahajeni nebo
zastaveni transkripce.

VZAJEMNA PODMINENOST PROTEINU A NUKLEOVYCH KYSE -
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DNA«— replikace—p DNA— transkripoe—»>RNA

transiooe

enzymy< proteiny

Enzymové aktivni proteiny &ill enzymy
katalyzuji syntézu DNA | RNA. Pfenos
genetické informace (replikace, trans-
kripce a translace) by se nemohl usku-
teCnit bez katalytické &innosti proteind.

stavebni slozky
organel a
struktur buriky

Obr.102
Schéma funkénich vztahti mezi
nukleovymi kyselinami a proteiny

LIN V ZIVE SOUSTAVE. Proteiny a nukleové kyseliny jsou zakladni sloZky
viech Zivych soustay. Jejich dileZitost pro Zivé soustavy vyplyva z toho, Ze se
mezi nimi vyvinuly vztahy, kterymi jsou zajigtovény zékladni funkee Zivych
soustav, a to pfeména latek a energie (metabolizmus) a reprodukce. Vyznam
nukleovych kyselin v téchio vztazich spocivd v tom, #e zajiStuji presny pienos
genetické informace z rodics na potomstvo a jeji prenos na proteiny. Geneticki
informace se potomstvem dédi Jen prost¥ednictvim nukleovych kyselin. Podle
ni se tvoi primarni struktura proteind, které maji v Zivych soustavach zakladni
funkce, 2 nichZ p¥edeviim Jsou to funkee stavebnj a funkee katalytickd. Obg
Jsou urCeny primarni strukturoy proteind. Jako biokatalyzdtory ve funkci
enzymi pisobi proteiny katalyticky jednak na svou viasmi syntézu, jednak na
syntézu nukleovych kyselin, Celkové lze fici, e v $ivé soustavé (obr. 102):

0. biosyntéza nukleovych kyselin a proteinii Je zvisla na proteinech jako
biokatalyzitorech (enzymech);

® biosyntéza proteint a nukleovych kyselin

] : Jje zavisla na nukleovych kyse-
lindch jako nositelich genetické informace.
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transkripce
DNA —» RNA translace protein
zpétna
transkripce
replikace replikace
DNA RNA

Sipkou je znazornén smér pfenosu genetické informace,
U véech eukaryotickych organizmi a DNA-virt
probihd pfenos genetické informace v piném rozsahu.
U RNA-vird probihajen v rozsahu vyznaéeném obdélnikem.

Obr. 103
Schéma tGstfedniho dogmatu molekularni biologie

PRENOS GENETICKE INFORMACE. Proces pienosu genetické infor-
mace je zformulovan v ustfednim dogmatu molekularni biologie, coZ je
postulat, podle kterého je moZny prenos genetické informace z nukleové kyseli-
ny do nukleové kyseliny nebo z nukleové kyseliny do proteinu, ale jeji zpétny
prenos z proteinu do nukleové kyseliny mozny neni. (Poznamka: Toto je formu-
lace, jak ji zvefejnil Crick v roce 1957 - 1958. Predpokladd se v ni zpétny
pfenos genetické informace z RNA do DNA. Objevem zpétné transkriptizy
nebylo tedy toto dogma vyvréceno, nebot’ Crick predpoklddal jednosmérny
prenos genetické informace jen z nukleovych kyselin do proteinit a obousmérny
mezi hukleovymi kyselinami) (obr.103).

Ustredni dogma molekuldrni biologie zdsadné odmitd prenos genetické
informace z proteinu do proteinu, z proteinu do DNA a z proteinu do RNA.
Takovy pienos genetické informace experimentalné nebyl prokdzén. Na rozdil
od toho jsou stale presngj¥imi postupy prokazovény tyto zpiisoby pfenosu gene-
tické informace:

¢ 1. Replikace, 4. tvorba kopii molekul nukleovych kyselin zajistujict
prrenos genetické informace z DNA do DNA nebo z RNA do RNA. Pii replikaci
se genetickd informace pfend$i z jedné molekuly nukleové kyseliny do jiné
molekuly stejného typu. Kopie molekuly nukleové kyseliny vznikld replikaci se
oznaduje jako replika. Replikace dvoufetdzcové DNA probihd semikonzerva-
tivnim zpiisobem, pro ktery je charakteristické, Ze se molekula DNA rozplétd a
oba jeji Fetézce slousi jako matrice pro syntézu komplementdrnich Fetézci,
takse v obou vyslednych molekuldch DNA se zachovd jeden Fetézec z vychozi
molekuly. Tento zpisob replikace dsDNA zajistuje, Ze dcefiné molekuly DNA
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plvodni
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uvolfiovéni vodikovych

vazeb mezi péry bazi
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matricovy fetézec matricovy fetézec

DNA-polymeraza

Volné deoxyribonukleotidy (N)
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Obr. 104
Schéma semikonzervativnj replikace DNA
zachovavaji stejnou genetickou informaci
nebot’ se p¥i ném neméni primérn{ struktur:
vazby mezi ob&ma matricovymi fet&zci se
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(templat), 1. makromolekula, podle které se komplementdrné syntetizuji jiné
makromolekuly. Takovad syntéza na matrici umoziiuje, Ze obsah prendsené gene-
lické informace ziistavd nezménén (obr. 104).

Na matricovém zpisobu syntézy je zaloZena i replikace jednofetézcové
RNA, kterd tvori genom RNA-viri.. Tato RNA slouZi jako matrice pro syntézu
komplementérni RNA, jeZ pak piechodné tvoi{ s matricovou RNA dvoufetézco-
vou molekulu. Jednotlivé RNA- fetézce se vSak z dvouietézcové molekuly
uvolni a jsou matricemi pro dali, coZ se mnohokrdte opakuje za tvorby novych
molekul RNA. Fosfodiesterové vazby mezi ribonukleotidy jsou katalyzovdny
enzymem RNA-replikazou.

¢ 2. Transkripce, tj. piepisovdni genetické informace z DNA do RNA.
Opaény pochod, tj. pfepisovdni genetické informace z RNA do DNA, se oznadu-
je jako zpétna transkripce.Transkripei (a také zpétnou transkripci) se gene-
ticka informace pfevadi z formy zapisu v nukleotidové sekvenci ur€itého typu
do formy zépisu v nukleotidové sekvenci jiného typu, tj. z DNA-sekvence do
RNA-sekvence nebo z RNA-sekvence do DNA-sekvence. Ob& sekvence jsou
navzdjem komplementarni. Transkripci vznikld sekvence se oznacuje jako
transkript. Rozliduje se RNA-transkript, ktery je komplementdrni matricové
DNA-sekvenci a DNA-transkript, ktery je komplementdrni RNA-sekvenci pFi
zpétné transkripci. RNA-transkript miize po svém vzniku podléhat riznym
chemickym modifikacim. Proto je nutno rozliSovat tzv. primarni transkript
piedstavyjici bezprostredni produkt transkripce od transkriptu, ktery byl po
transkripci modifikovan. Chemické modifikace primdrnich RNA-transkriptit se
oznacyji jako posttranskrip&ni dipravy. Jedna z nejdileZitéj8ich Gprav primar-
niho RNA-transkriptu je jeho §t&peni, kterym vznikaji molekuly rRNA, tRNA
(u.prokaryot a eukaryot) a u eukaryot také mRNA. Zakladni strategie, podle
které se uskutedfiuje transkripce u prokaryot a eukaryot, je uvedena na obr.
105. U DNA-virll zavisi strategie transkripce na typu jejich hostitelskych
bungk, tj. v zasadé na tom, zda probih4 v buiice prokaryotické nebo eukaryo-
tické.

¢ 3. Translace, tj. pfeklddani genetické informace z RNA do primdrni
struktury proteinu. Translaci se vlastng geneticka informace zapsana v jednom
jazyku (v jazyku priméarni struktury nukleové kyseliny) preklada podle uréitého
kédu (geneticky kéd) do jiného jazyka (jazyk primérni struktury proteinu).
Nukleotidovd sekvence, kterd obsahuje informaci o primdrni strukture proteinu,
se nazyva kodujici nukleotidova sekvence.

REPLIKON. In vivo je semikonzervativni replikace DNA fizena. To
znamend, ¥e v daném Zase probghne od uréitého mista az k mistu, kde presné
skon&i. Touto vlastnosti in vivo se vyznauji jen ty molekuly DNA, které maji
charakter replikonu. Takto se oznacuje molekula nukleové kyseliny nebo ddst
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RNA Primérni transkript se tvori tim,
' Ze se na usek matricového
5 fetézce uréeného k transkrip-
RNA-polymeraza ci \;(7i°# dkomplementame ribo-
(katalyzuje syntézu fosfodiests: nukieotiay.
rovych vazeb mezi ribonukleo-

tidy)

v
primarni transkript
UG c A G

g

hnRNA pre-tRNA  pre-rRNA mRNA
l posttranskripéni $t&peni translace
mRNA tRNA rRNA
translace
eukaryota prokaryota prokaryota
eukaryota

Primérni transkript ptisobi Jako mRNA toliko u prokaryot. U euka-
ryot se mRNA vét§inou vytvoii $tépenim primérniho transkriptu (sestfihem).
VSechny funkéni RNA, kieré nepodiéhaji translaci, vznikaji $tépe-
nim primérniho transkriptu.

Proces $tépeni primérniho transkriptu jako soudasti posttranskripéni upra_vy
sestiihem bude upfesnén az na str. 147 a 199,

Obr, 105
Zakladni strategie transkripce u prokaryot a eukaryot

této molekuly, kterd obsahyje pocitek replikace. Poédtkem replikace se rozu-
mi specifickda nukleotidovd sekvence, na které zacing replikace a kterd je rozez-
navdna specifickym komplexem replikaénich proteint, 4. souborem proteini
Fidicich replikaci replikonu, Predstavime si to asi tak, Ze na po&atek replikace
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se navarou specifické proteiny vSetné DNA-polymerdzy, kterymi je replikace
DNA zahajena a ¥izena a% k jejimu zakongeni. Cely tento proces bude konkreti-
zovan v kapitoldch pojednavajicich o replikaci prokaryotické a eukaryoticke
DNA.

1.4.2
Geneticky kod

Preklad na ribozomu se d&je podle uritého kodu, v némz kazdd aminoky-
selina v polypeptidovém Fetézci je vyjddiena i kbdovdna trojici nukleotidii o-
znadovanou jako triplet. Terminem kédovani se v molekularni biologii rozumi
wréovani primdrni struktury polypeptidu nukleotidovou sekvenci podle pravidel
genetického kédu, které se uskutechuje translaci. Je to tedy genetické kédova-
ni, Zakladni jednotkou genetického kodu je kodonm, tj. pofadi tFi nukleotidu
kédujici v polypeptidu urcitou aminokyselinu nebo signalizujici zaddtek, pri-
padné konec jeho syntézy na ribozomu. Geneticky kod je pak systém pravidel,
podle kterych jednotlivé kodony urcuji zaFazeni standardnich aminokyselin do

polypeptidu.

CTENI GENETICKEHO KODU. Cteni genetického kédu probihd na ri-
bozomech. Je to proces, ktery je soucdsti translace a spocivd v Jednosmérném
rozezndvani kodonit v mRNA antikodony (RNA. Antikodomem se rozumi speci-
ficky triplet, jehoZ prostiednictvim se tRNA pFechodné vize ke komplementdrni-
mu kodonu na mRNA. Rozeznavani kodonii na mRNA se déje pfechodnou
vazbou antikodon® tRNA k nim, pfitem? kazda tRNA je obsazena zcela ur€itou
aminokyselinou (obr. 106). P¥itom se geneticky kéd Ste postupné po tripletech.
Ctent tripletd pak zavisf na tom, kterym nukleotidem za&ina Cteni. Jedna ze tFi
mosnosti zpiisobu dteni tripletii v nukleotidové sekvenci zaloZend na pevné

ACG CAU GCC =kodony na mRNA
AGC GUACGG =antikodony tRNA

_Ser GQ @ = aminokyseliny nesené tRNA
Transferova RNA rozeznava svym antikodonem

na mRNA kodon pro aminokyselinu, kterou nese. Jinymi

slovy éte genetickou informaci na mRNA a preklada jido
pofadi aminokyselin v polypeptidovém Fetézci.

Obr. 106

Gteni genetického kédu a pieklad genetické informace do
aminokyselinové sekvence polypeptidu
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stanoveném poddtku tohoto Cteni se oznacuje jako Cteci ramec (obr. 107).
Rozli§uji se dva typy &tecich ramei:

¢  otevieny Cteci ramec, tj. Cteci rdmec vymezeny iniciacnim a termingg.

nim kodonem tak, Ze miiZe kédovat souvisly a dostatecné dlouhy polypeptidovy

Fetézec,

¢ uzavieny &teci ramec, tj. Creci rdmec pFeruSovany terminacnimi kodony

tak, Ze nemitze kddovat souvisly a dostatecné dlouhy polypeptidovy rerézec.

ZAKLADNI VLASTNOSTI GENETICKEHO KODU. Lze je shrnout do
téchto bodi (tab. 5):

¢ 1. Geneticky kéd je tripletovy (t¥ipismenovy), tj. kazdd aminokyseling
Je kédovana trojici nukleotidii v nukleové kyseliné neboli tripletem.

L 4 2. Je sestaven ze 64 kodonl.

¢ 3. Je degenerovany. Degeneraci genetického kodu se rozumi kddovdni
Jednotlivich aminokyselin nékolika riznymi kodony. Neexistuje nedegenerova-
ny kod, tj. Ze kazda aminokyselina by byla kédovana jen jednim kodonem. Ta-
kovy kéd by sestéval z 21 kodont a alespoti z jednoho nesmysIného kodonu.

¢ 4 Z celkového pottu kodond kéduje aminokyseliny pouze 61 kodont,

Schopnost kodonu kédovat wréitou aminokyselinu se oznacuje jako.smysl ko-
donu,

¢ 5. VétSina kodond je synonymnich. Jako synonymni se oznaluji odlisné
kodony stejného smysiu.

¢ 6. Vétdina kodond, které maji smysl, je rozdé&lena do kodonovych rodin a
dvoukodonovych sad. Kodonov4 rodina Je skupina &ty synonymnich kodoni,

Cteni tripletis zévisf na tom,
u kterého nukleotidu stanovime
poddtek &tent,

ATGATGATGATG

!

ATGATGATGAT
TGATGATGATG ¢éteci rAimce
GATGATGAT

Obr. 107
Zpusoby &teni genetického kédu
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weré se lisi jen nukleotidem ve tretl pozici a koduji stejnou aminokyselinu.
Dvoukodonovi sada jsou dva synonymni kodony kondici ve tfeti pozici jeden
na A a druhy na G nebo jedenna Ua druhy na C.

o 7. Nekteré kodony jsou nesmysiné. To znamena, Ze nekdduji Zddnou
aminokyselinu. Jsou to :

UAA nazyvany ochre,
UAG nazyvany aruber.
Tab. 5
Standardni geneticky kod
Kodony
Druhy nukleotid
Prvnf Treti
nukleotid U C A G nukleotid
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser N N nebo Secys| A
Leu Ser N Trp G
Leu Pro His Arg U
c Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gin Arg G
Ile Thr Asn Ser U
A [le Thr Asn Ser C ;
Ile Thr Lys Arg A
Met nebo I Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
Kodonové rodiny jsou vyznaceny polotucné; N = nesmyslny kodon,I =
iniciacni kodon; Secys = kodon pro selenocystein.
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Funkce téchto kodont spodiva v tom, Ze signalizuji zakonCeni syntézy polypep-
tidu na ribozomu. Proto se té% oznaluji jako terminaéni.

4 8. Kodon UGA nazgvany té7 opal je bifunkéni. Jedna jeho funkce
spotiva v tom, Ze miize vystupovat Jjako nesmysiny (terminacni) a druh4 v tom,
ye mise kédovat aminokyselinu selenocystein, kterd md svou viastni tRNA. Ve
vét§ing piipadi pisobi jako kodon pro selenocystein. Tato aminokyselina se
na ribozomu zafazuje do polypeptidového fetézce.

L 4 9. Kodon AUG je také bifunkéni. Miize kédovat aminokyselinu metionin
nebo signalizovat zacdtek syntézy polypeptidového Fetézce na ribozomy, tedy
plisobit jako kodon iniciatni. Jestlize se nachdzi na zalatku nukleotidové
sekvence kodujici primarni strukturu polypeptidového fetézce, vaze se na ngj
antikodonem UAC tzv. iniciaéni tRNA piendlejici u bakterii aminokyseliny
N-formylmetionin a u eukaryot metionin, takZe u bakterii zacind syntéza poly-
peptidového Fetézce na ribozomu formylmetioninem a u eukaryot metioninem,
Jestlize se kodon AUG nachazi v nukleotidové sekvenci kédujici primarni
strukturu polypeptidového fetdzce v intervalu mezi iniciaénim a terminacnim
kodonem, pak se na néj vaZze tRNA také s antikodonem UAC, které jak u proka-
ryot, tak i eukaryot pfenasi aminokyselinu metionin.

¢ 10. Naprostd vét§ina kodonil je univerzalni, coZ znamend, Ze md u viech
Zivyich soustav smysl stejny, jak je uvedeno v tab. 5. Tato vlastnost genetického
kédu se oznaduje jako univerzalita genetického kédu. U nékterych organizmi
maji v8ak nékteré kodony jiny smysl, a proto musime rozliSovat standardni
geneticky kod a kody ligici se od tohoto standardu, Standardnim nazyvime
kéd, ktery je pouzivdn v plném znéni vét§inou organizmii. VétSina jeho kodont
je univerzélni, jelikoZ je pouZivana ve stejném smyslu i organizmy, u nichz
nékteré jeho kodony maji smysl jiny. Celkové tedy standardni geneticky kéd

obsahuje:
8 kodonovych rodin tj. 32 kodont
8 dvoukodonovych sad UC tj. 16 kodonii
5 dvoukodonovych sad AG tj. 10 kodoni
1 iniciadni a bifunké&ni tj. 1 kodon
kodon AUG
3 termina&ni kodony tj. 3 kodony
(z toho 1 bifunk¥ni)
1 kodon Ile AUA tj. 1 kodon
__1 kodon Trp UGG tj. 1 kodon
‘ Celkem 64 kodond
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UGA JAKO SELENOCYSTEINOVY KODON. Jedna z pozoruhodnych
vlastnosti genetického kédovani je inkorporace selenocysteinu (Secys) do
proteinit jak u prokaryot, tak i u obratlovcil. Secys se oznaduje jako 21. stan-
dardni aminokyselina. Vyskytuje se v aktivnim mist& n&kolika enzymi, do
kterého se vklada specifickou tRNA tim, Ze se jeji antikodon paruje s UGA,
ktery je také terminacnim kodonem. Selenocystein se nachézi v polypepti-
dovych fetézcich glycinreduktazy, formidtdehydrogenazy a hydrogendzy bakte-
rif a v glutationperoxidaze savell atd. Enzymy obsahujici selenocystein nebyly
nalezeny u rostlin.

PAROVANI{ KODON - ANTIKODON. Pravidlo pdrovdni bdzi, podle kte-
+ého se adenin pdruje s tyminem nebo s uracilem a guanin toliko s cytozinem,
se obvykle nazyvd Watsonovo-Crickovo. Strikinim uplatn&nim tohoto pravidla
bychom dospéli k pottu 61 molekuldrnich druhi tRNA schopnych Cist 61
kodond majicich smysl (vSetng iniciani tRNA), budeme-li pogitat se tfemi
terminaénimi kodony (vynechame-li selenocystein). K takovému parovani viak
tasto nedochazi mezi tfetim nukleotidem kodonu a prvnim nukleotidem antiko-
donu. Zde se uplatiiuji pravidla kolisavého parovani bazi, kterd teoreticky
vedou k redukei po¢tu molekularnich druhi tRNA na 31 schopnych Eist 61
kodond majicich smysl + 1 iniciatni (neuvazujeme-li selenocystein). Tato
pravidla byla navrZena Crickem v roce 1966. Lze je zformulovat schematicky
podle obr. 108. Béhem dalgich let do soudasnosti se ukazalo, Ze je nutno tato
pravidla roz&ffit o daldi moZnosti parovani bazi na 5’-konci antikodonu. Tyka se
to zvladté uracilu a také chemicky modifikovanych bézi, které byly zjiStény na
5.konci antikodonu v tRNA n&kterych organizmi (obr. 109).

Soutasny stav kolisavého parovéni bazi je uveden v tab. 6. Pary bazi, jez

Obsahuje-li prvni nukleotid antikodonu guanin, miZe se

pdrovat s tietim nukleotidem kodonu obsahujicim uracil

nebo cytozin, obsahuje-Ii uracil, miZe se pérovat s ade-

ninem nebo guaninem tfetiho nukleotidu a obsahuje-li

hypoxantin, pak se muZe parovat s adeninem, uracilem
nebo cytozinem tfetiho nukleotidu kodonu.

Prvni nukleotid antikodonu
(5-konec antikodonu): U HX
Treti nukleotid kodonu f\ /\4 A

- (3-konec kodonu). u c A G AUC

Obr. 108
Pravidla kolisavého parovani bazi podle Cricka
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uracil-5-oxyoctova kyselina 5-metyl-2-tiouracil
CH COOH
H—N 2 H—N H,
0~ s
H H
5-metoxykarbonylmetyluracil hypoxantin
metylester uracil-5-octové kyseliny 6-hydroxypurin
O
CH _COOCH N
Y U
0” N N
| H
H
kveozin

7-((18,2R,3S)-dihydroxy-4-cyklopenten-3-yl)aminometyl-7-deazaguanozin

H |
R

Obr. 109
Neobvyklé baze vyskytujici se v prvnim nukleotidu
(na 5°-mist&) antikodonu
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Tab. 6
Soudasny stav pravidel kolisavého parovani bazi
prvni nukleotid | Treti nukleotid MoZnost Organizmy
antikodonu kodonu $tend
Mitochondrie,
U U,C, A G Kodonové rodiny Mycoplasma,
chloroplasty
Kodonoveé rodiny
x0'U U,A,G (Ser UCN, Val, Bakterie
Thr, Ala)
cmnm’U, mem®U A G Dvoukodonové Mitochondrie,
sady bakterie, eukaryota
m*S*U A, (G) Dvoukodonové Bakterie,
sady eukaryota
G U,C Dvoukodonové Viechny
sady
G U,C Kodonové rodiny Bakterie
Q U,C Dvoukodonové Bakterie,
sady eukaryota
Hyp U CA Arg CGN Bakterie
Hyp U,CA Kodonové rodiny Eukaryota
kromé& Gly GGN
Thr ACU, Arg Mycoplasma,
A U,C, (A),G CGN mitochondrie
C G Viude Viechny
Bakterie,
L A lle AUA rostlinné
mitochondrie

Vysvétleni zkratek chemicky modifi

x0°U = derivat 5-hydroxyuridinu (5-metoxyuridin, 5
mem®U = 5-metoxykarbonylmetyluridin

emnm®U = 5-karboxymetylaminometyluridin

xm’S™U = 5-metyl-2-tiouridin
Q = kveozin, L= lyzidin

kovanych nukleozidi
“karboxymetoxyuridin)

.
il
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H
guanin lll uracil
(o)
N \’2/ 3
/
H
T
N—H--~~--- 0
adenin hypoxantin
L
H H
|
N—H-----eemmeeme oo 0
eytozin hypoxantin
_____________ 6
SYy
N 0 \N
H H
H---~--coce . _ 0

uracil ,L hypoxantin
S 6
O\C/\zfo HN 1 QN
w o
\ N N

hypoxantin = 6-hydroxypurin

Obr. 110a
Odchylky od Watsonova-Crickova zplsobu parovani bazi
pfi kolisavém parovani
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uracil
2 cytozm
3NH """""""""" [0}
\ uracil N —H-e
2 4 uracil
N O----HN 3 )
oL YT
0
N
H 0
H
NH
cytozin 2 H
____________ |
\ 3l H—p
2 adenin
+ 7
N No.-- HN f 6 N
" | |
AN
AN N H
adenin
(syn) //
6)—N—H
\ Tento pér neni stabilni.
H.
HN )
N7
——N o _
guanin
HN 6 ——N
1 /H
NH N
2 H
Obr. 110b
Odchylky od Watsonova-Crickova zplsobu parovani bazi :
pfi kolisavém parovani
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1
H lyzidin
l 2-(Nrulyzyl)-2-deoxycytidin

3 e}
uridin

1 = prvni nukleotid + .
antikodonu. TH kveozin

(anti)

3 = tfeti nukleotid
kodonu.

NH+ !
I kveozin o - ______. H—
THz(anti)
N I N
|k A/ZJ-\N——H R
N | o~
R R H

Obr. 110¢
Odchylky od Watsonova-Crickova zpiisobu parovani bazi
pii kolisavém péarovani
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se_pii uziti pravidel Kolisavého parovani odchyluji od Watsonovych-Cricko-
vych, jsou chemicky vyjadieny na obr. 110a, 110b, 110c. Celkovd Ize ¥ici, Ze
podle pravidel kolisani v parovani bazi se u skupin organizmi uvedenych v :cab.
6 redukuje potet druhi tRNA ¢&toucich geneticky kéd. U gramnegativnich
bakterii predte geneticky kéd 40 molekulérnich druhi transferové RNA, u euka-
ryot 45, v chloroplastech 30, v mitochondriich obratloved 22.

GENETICKY KOD MITOCHONDRIL Geneticky kéd rostlinnych mito -
chondrii se neli§i od standardniho kédu. Avsak mitochondrie obratloved,
bezobratlych Zivotichh a hub se vyznaduji odchylkami od tohoto kodu (tab. 7).
Té% geneticky kod mitochondrif obratloved vykazuje nékteré odchylky, které
jsou podrobnéji vyloZeny v textu o translaci v mitochondriich a chloroplastech.

Tab. 7

Odchylky v genetickém kédu mitochondrii obratlovcii, bezobratlych
yivodichd@ a hub od genetického kédu standardniho

AA

‘Met | Lys | Arg | Thr | Trm '
Il | oLys | ZA‘rg‘ | Lew | Trm

Qe | ILys | Arg | Leum ' o Trm

N=A,C,GneboU
R=Anebo G
1.4.3

Pojem genu

Gen se chape jako jednotka genetické informace nebo jako 2dkladni funk-
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¢éni genetickd jednotka. Jako jednotka informadni a funkén{ se jevi v tom, Ze
obsahuje genetickou informaci o primarni struktufe bud’ funkgni molekuly
translatniho produktu (polypeptidu, proteinu), nebo funkéni molekuly produk-
tu transkripce (tRNA, rRNA aj.), ktery nepodléh translaci. Definici genu viak
pochopime snadnéji, kdyZ vyloZime nésledujici konkrétni formy genu (obr,
H1).

STRUKTURNI GEN. Strukturnim genem je dsek DNA-Fetézce (u DNA
-virll, prokaryot a eukaryot) nebo RNA-fetézce (jen u RNA-vire), jeho? informa-
ce se vyjadiuje v primdrni struktue polypeptidu (proteinu) jako translacniho
produktu. Jinymi slovy kdduje primdrni strukturu polypeptidu (proteinu) jako
translacniho produktu. Translaéni produkt je vidy molekula polypeptidu
vytvorend na ribozomu translaci mRNA-sekvence vymezené iniciacnim a termi-
nacnim kodonem. Na inicianim kodonu translace mRNA sekvence, obsahujici
informaci o primarn{ struktufe polypeptidu, zadind a na termina&nim kodonu
koné&i. U DNA-virt, prokaryot a eukaryot se strukturni gen prepisuje do primér-
niho transkriptu a vyjadfuje se v medidtorové RNA, kterd se na ribozomu pre-
kiada do primérni struktury polypeptidu. o '

5'ATG TA 3

STRUKTURNI GEN  |GEN PRO FUNKGNI RNAI REGULACNI OBLAST DNA
3TAC | ATC | 0 5
tranIkrIpce transkripce interakce s proteiny

EAUQ_mRNA UAG tRNA"TbOrRNA
L] 3!

""“"I'“" DNA-VIRY, PROKARYOTA, EUKARYOTA

primarni struktura
polypepticdu (proteinu)

AUG UAG
1 STRUKTURNIGEN | REGULAGNI OBLAST | RNA

T N

tranIlace interakce s proteiny neex';'lsZ%Ag;:Zf/ pro
primarni struktura tRNA nebo rRNA.
polypeptidu (proteinu) RNA-VIRY
Obr. 111

Vztah mezi geny a jejich produkty
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U RNA-virt se strukturni geny prekladaji bud’ piimo, nebo nepiimo
prostfednictvim jejich komplementarnich fet€zci vzniklych replikaci.
Existuji dva druhy strukturnich geni:

¢ 1. SloZené strukturni geny neboli geny pieruSené introny. Charakteris-
tickou vlastnosti slozeného genu je to, Ze se sklddd z exoni a intront, a Ze jeho
primdrni transkript podléha posttranskripcni dpravé sestfihem. Cely sloZeny
gen, viechny jeho introny a exony se prepisi do jedné molekuly primarniho
transkriptu, ze kterého se pak vyStépi pfepisy intrond a pFepisy exonil se spoji.
Vysledkem takového Stépeni je mRNA, kter4 se pfeklada na ribozomu. Vystépe-
ni prepisit intronit z primdrniho transkriptu a spojent prepisit exonii se oznacuje
jako posttranskripéni diprava sestiihem neboli zkracené sestiih. Introny pak
nazyvame takové DNA-sekvence slofeného genu, jejichi prepisy se pri posi-
transkripéni dpravé sestfihem z primdratho transkriptu vyStépuji a neprechd-
zeji tedy do vysledné mRNA. Naproti tomu exony se pfi této upravé nevyStépuyi,
ale spojuji a pFechdzeji do vysledné mRNA (obr. 112).

¢ 2. Jednoduché strukturni geny neboli geny nepreruSené intromy.
Jednoduchy gen neni sloZen ze sekvenci, kieré by mély charakter intronit a exo-
nit. Prepise se cely do primarniho transkriptu, ktery nepodléhd posttranskripcni
ipravé sestiihem (obr. 113).

Sesttih, ktery probiha na primérnim transkriptu sloenych strukturnich
gend, je bud’ konstitutivni, nebo alternativni. Jestlize vysledkem sestFihu pri-
mdrniho transkriptu je molekula mRNA vidy o stejné primdrni struktufe, ozna-

sloZeny gen

inwon

transkripce

priméarni transkript
hnRNA

seItFih

mRNA

P#i sestfihu se z primérniho transkriptu
vy$tépi piepis intronu a spoji se
prepisy exond,
Obr. 112
Schéma posttranskripéni upravy sestiihem
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jednoduchy strluk"tumif‘}
- o ‘ gen . .

transkripce transkripce

primérni transkript primarni transkript

mRNA hnRNA
(prokaryota) (eukaTota)
translace sestrih
mRNA
primarnf struktura
polypeptidu (proteinu) translace

Rozdil mezi jednoduchym a slozenym
strukturnim genem spoéivé v tom, e
sloZeny gen je sestaven z intronir a
exont a jeho primérni transkript podléhd
sestfihu, kdeZto jednoduchy gen neobsa-
huje ani introny ani exony a jeho priméar-
ni transkript nepodléh4 sestfihu.

priméarni struktura
polypeptidu (proteinu)

Obr. 113
Rozdil mezi jednoduchym a sloZenym strukturnim genem

Cuje se takovy sestiih jako konstitutivni. Samoziejmé, Ze i polypeptid vytvo-
feny pfekladem takové mRNA se vyznaluje stejnou primarni strukturou. Jinak
je tomu pfi sestiihu alternativnim, jehoz vysledkem je vice molekul mRNA,
které se navzdjem lisi v primdrni struktufe. PH tomto sestfihu se nékteré exony
chovaji konstitutivng, jiné v urgitych pfipadech maji charakter intronii nebo
exonii. Genetickd informace jednoho genu se takto mige vyjadfit ve vice trans-
laénich produktech lidicich se vice nebo méng v primdrni struktui'e (obr. 114).

) Pojem intronu a exonu je tedy relativni a vztahuje se na konkrétni pfipad.
Usek, ktery v jednom ptipadé ma funkei intronu, miZe mit v jiném ptipads
funkei exonu a naopak. Celkové se rozeznavaji dva typy exonti:

¢ konstitutivni exon, 4. DNA sekvence sloseného Strukturniho genu ptiso-
bici pri viech postiranskripénich upravdch sestiihem jako exon,

¢ potencilni exon, tj. DNA-sekvence slosensho strukturniho genu pisobi-
ci pri nékterych posttranskripénich upravdch jako exon, v Jinych jako intron.
Takto se ukazuje, Ze geneticka informace obsaZen ve sloZenych struk-
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sloZeny gen

primarni transkript

3 L 4 1 8 |

konstitutivni sestfih alternativni sestfih
mRNA _ mRNA
i’ s s s ]
protein izoforma proteinu mRNA
e e i Y e |
3, 4 = potencidlni exony
1, 5 = konstitutivni exony
= intron
1, 3, 5 = konstitutivni exony izoforma proteinu
2,4 =introny
Obr. 114

Priklad konstitutivhiho a alternativniho sestfihu

turnich genech, jejichZ primérni transkripty podléhaji alternativnimu sestfihu,
se vyjadfuje v translagnich produktech lisicich se v primarni struktufe. Jinymi
slovy, jeden sloZeny strukturni gen muize kédovat vice izoforem urditého protei-
nu. Tzoformy daného proteinu jsou funkéné priibuzné proteiny, které se navzd-
jem lisi vice nebo méné v primdrni strukture. Konkrétné tedy:

1. Jestlize slozeny strukturni gen obsahuje potencidlni exony, pak kéduje
primdrnf strukturu vice izoforem téhoZ proteinu.

2. Jestlize sloseny strukturni gen obsahuje jen konstitutivni exony, pak
kéduje jen jeden typ proteinu podobné Jjako jednoduchy gen.

GEN PRO FUNKCNI RNA. Tim se rozumi isek DNA-Fetézce prepiso-
vany do primdrni struktury tRNA nebo rRNA, pFipadné dalSich druhit RNA,
které nejsou uréeny k translaci. Obvykle je ndkolik genll pro tRNA a rRNA
ptepisovano do jedné molekuly primarniho transkriptu, ktery se posttransk-
ripéng §tépi na jednotlive funkéni typy RNA (tRNA nebo rRNA). Medidtorova
RNA neni produktem téchto geni, nebot je urdena k translaci. Geny pro funk&-
ni RNA se nevyskytuji u vird.
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GEN JAKO REGULACNI OBLAST. Je to uisek na DNA (u DNA-virj,
prokaryot a eukaryot) nebo RNA (u RNA-viriy) plnici regulacni funkci, kiery je
rozezndvdn specifickym proteinem signalizujicim zahajenz nebo zastaveni
transkripce. Zatimeo strukturni geny a geny pro RNA maji produkt (polypeptid
nebo RNA neur&enou k translaci), regulatni oblasti ho nemaji. KaZda regula¢ni
oblast viak obsahuje informaci, kterd uruje, Ze se na ni bude vézat urgity
protein; napf. represor se védZe na operator jako regulatni oblast a zastavuje
transkripci.

PREKRYVAJICI SE GENY. Tak se oznaduji strukturni geny v daném
useku DNA, jejichi pocdtek nebo konec je lokalizovdn do jinych strukturnich
gentl. Toto piekryvani, napf. u prokaryot, se uskuteéiiuje v t&chto formach:

¢ 1. Ve formé prekryvani stejnych otevienych &tecich rdmcd. Tyto
ramce zadinaji napf. riznymi iniciaénimi kodony a kon&i stejnym terminaénim
kodonem. Takto napf. mohou vzniknout dva translaéni produkty, jeden kratii a
druhy del§i. Prekryvajici se useky DNA-fetézcli pfedstavuji rizné geny, nebot
poskytuji dva riizné a dostate¢né dlouhé souvislé transla&ni produkty (obr. 115),

¢ 2. Ve formé& piekryvini riznych otevienych &tecich ramei. V tomto
pfipadé se dva geny prekryvaji v urdité sekvenci, kterd je &tena v obou genech

; delSifranstaéniprodukt =+ o]
Oba translaéni produkty vzni- .
kaji pfeklademenRNA t:{a stej- usek o stejné primarni struktuie
ném dseku vymezeném dvémap T :kratsnrans;aém fodukt.
inicia¢nimi kodony a jednim tel-
minac&nim, aniz se porusi ¢teci

Yrimec.
v v
AUG i AUG 1 UAG
iniciaéni mRNA iniciaéni terminaén
kodon kodon kodon
(alternativni)

DNA ‘gen Kodujici‘kratsi: transl produkt

. gen kadujici delsi translacni produkt

piekryvajici se geny

Obr. 115
Piekryvani genu ve formé stejnych &tecich ramecti
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translaéni produkt 2

&teci ramec pro transl. produkt 1

A N
AU G==|=T GACGCAGG AAU GCA UA G |m=msfjeme=msj A G

iniciacéni ipiciaéni terminadni terminaéni
kodon kodon kodon kodon

v

X
AUG CAU AGl===fjmm===i} A G
éteci ramec pro fransl. produkt 2

pfekryvajici se geny

Obr. 116
Prekryvani genti ve formé riznych &tecich ramet

riznym zpisobem. Pekryvajici se sekvence je ohraniena terminaénim kodo-
nem prvniho genu a iniciaénim kodonem genu druhého (obr. 116).

U eukaryot a evkaryotickych viri se prekryvdni strukturnich genit usku-
teciiuje formou prekryvdni transkripcnich jednotek (str. 14 7).

1.4.4
Transkripcni jednotka

POJEM TRANSKRIPCNi JEDNOTKY. Strukturni geny a geny pro
funkéni RNA jsou u DNA-viri, prokaryot a eukaryot Jokalizovany na tsecich,
které se oznaduji jako transkripéni jednotky. KaZdd transkripcni jednotka je
vymezena tzv. startovacim nukleotidem a poslednim nukleotidem v termindtoru.
Startovaci nukleotid je nukleotid na DNA-sekvenci, od kterého zacing piepi-
sovdni transkripéni jednotky a oznacuje se jako +1. Nukleotidy &islované od
startovacfho nukleotidu doprava po sméru transkripce se oznaCujf znaménkem +
a doleva od startovaciho nukleotidu proti sméru transkripce se oznatuji
znaménkem -, tedy napt.: -3 -2 -1 +1 +2 +3.

Transkripce probiha od startovaciho nukleotidu doprava aZ po termind-
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tor veetnd, coZ je regulacni oblast, na nif konci prepisovdni transkripeyi
Jednotky. Terminator je tedy soudésti transkrip&ni jednﬁo?ky. Druhd regulagn;
oblast, ktera souvisi s transkripéni jednotkou, neni viak jeji souédsti, je promo.
tor. Promotor je regulacni oblast, na kterou se vdaze RNA-polymerdza, DFipad -
né jiné proteiny, podmirujici zahdjent transkripce. Nejdiive se RNA-polymers-
za musi navazat na promotor, odkud pak sméfuje k terminatoru. P¥i tomto pohy-
bu katalyzuje syntézu fosfodiesterovych vazeb mezi ribonukleotidy, které se
postupné fadi komplementarn& k matricovému DNA -fet&zci.

Transkripce strukturnich genii a genit pro funkéni RNA se tedy uskutec-
iiufe v transkripcnich jednotkdch a je Fizena promotory. Transkripcni jednotky
milZe obsahovat jeden mebo vice gemii a prepisuje se do jedné molekuly
primdrniho transkriptu, ktery pak obsahuje prepis tolika genii, z kolika se
transkripcni jednotka sklddd. Zakladni schéma struktury transkrip&ni Jednotky
je uvedeno na obr. 117,

POZITIVNI A NEGATIVNI DNA-RETEZEC. V &sti dvouFetdzeové
DNA, kde pravé probih4 transkripce, se obvykle nepiepisuji oba protilehlé
komplementarni DNA-fet8zce. Piepisuje se jen jeden. DNA-Fetézec, ktery slouzi
Jako matrice (templdt) pro syntézu RNA, se oznacuje jako negativni nebo té5
antikddujici. Druhy fet8zec dvousroubovicové DNA, ktery md stejnou sekvenci
nukleotidi jako RNA syntetizovand na negativnim retézci, se nazyvd pozitivni
nebo téz kédujici (obr. 118). Doporuduji pouzivat terminy "pozitivni" a "nega-
tivni" fetézec pro jejich jednoduchost a také proto, ze se snadno bude

transkripéni jednotka—————
[ }

_PROMOTOR| Jeden nebo vice genii | TERMINATOR

transkripce

VéZe se na
promotor. primarn{ transkript

Jedna transkripéni jednotka produkuje fednu molekulu
primarniho transkriptu obsahujiciho pFepisy
tolika genu, z kolika se transkripéni jednotka
sklada.

Obr. 117
Zakladni schéma transkripéni jednotky
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pozitivni (k6dujici) fetézec
5 ATGCGGACGC ¥

3 TACGCCTGCG £
negativni (antikodujici) fetézec

Matricf pro syntézu priméar-
niho transkriptu je negativ-
ni DNA-fetézec.

transkripce

primarni transkript

WAUGCGGACGCM

Tato sekvence se shoduje
se sekvencl pozitivniho fetézce

(misto T je U).

Obr. 118
Pozitivni (kédujicf) a negativni (antikodujici) DNA-fetézec

pamatovat, Ze DNA-fetézec, ktery se prepisuje do RNA, je negativni. Nedopo-
ruduji pouzivat terminy "sense-fetézec" a "antisense-tetézec", ponévadz se fasto
jejich smysl i v odborné literatufe zamétiuje, coZ vede k nedorozuméni.

Negativni (antikédujici) DNA-fetézec se prepisuje smérem od svého 3'-
konce k 5'-konci. Podle ného se syntetizujici RNA-fetézec prodlutuje od svého
5" konce k 3’-konci, nebot RNA-polymerdzy napojuji podobné jako DNA-
polymerazy ribonukleozid-5"-trifosfaty jejich fosfatovou skupinou vézanou na
C5' ribozy k 3"-koncei rostouciho polyribonukleotidového fetézce. Proto se pri-
mérni transkript z dvouretézcové DNA odviji 5'-koncem.

Pokud hovofime o pozitivnim a negativnim DNA-fetézci, nemame na
mysli, ¥ ve viech p¥ipadech cely jeden tetézec dvoufetézcové DNA je pozi-
tivni a druhy negativni. V mnoha dvouretézcovych DNA se na stejném fetdzei
st¥idaji pozitivni a negativni Gseky. V téchto prpadech viak je proti pozitivni-
mu tseku Fetézee vzdy poloZen negativni (obr. 119). Piipady, kdy je proti nega-
tivnimu Gseku v dvoufetdzcové DNA poloZen opét negativni, ktery je mu komp-
lementarn, jsou zatim vyjimeé€né.

PREKRYVAJICI SE TRANSKRIPCNI JEDNOTKY. Na chromozomové
DNA jsou transkripéni jednotky uspotadany linearng za sebou. Avgak u euka-
ryot se velmi &asto vyskytuji prekryvajici se transkripgni jednotky. Tim se
rozumi jednotky, jejich? zacdtek nebo konec je lokalizovdn do jiné transkripcni
jednotky. Bylo zjisténo, Ze na témZe iseku DNA se mohou vyskytovat tyto
zpisoby prekryvani transkrip&nich jednotek (obr. 120):

®  transkripéni jednotky s riznym zaddtkem a stejnym koncem;
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pozitivni neg-ativni-
5 {(kédujici) sekvence (antikodujicl) sekvence 3
o A/
negativni pozitivni
{(antikodujici) sekvence (kédujici) sekvence
3" N _

l 5.
5- 3| 31W5|

primarni transkripty

Obr. 119
Stfidani pozitivnich (kédujicich) a negativnich (antikédujicich) usek
na témze DNA-Fetézci

[T =@ 1714
1 transkript
[T ol = S - @ 3TJ
3 transkripty
- BB 3 T
3 transkripty
Cnmmy ——8=® 37
3 transkripty
TJ = transkrip&ni jednotka Sestfih primérnich transkriptiu moze byt
O = zatitek transkripce konstitutivni nebo alternativni,
’ . Zadatek transkripce je definovén starto-
@ = konec transkripce

vacim nukleotidem +1,

Obr. 120
Pfikiady nékterych zplsoby prekryvani transkripénich jednotek
u eukaryot
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e  transkripcni jednotky se stejnym zacdtkem a riznymi konci;
e  transkripcnijednotky s riznymi zaddtky a konci.

Kazda transkripént jednotka produkuje jednu molekulu primdrniho
transkriptu. Proto podle podtu moleku! primarniho transkriptu vznikajicich na
témze Gseku DNA lze usuzovat na podet transkripénich jednotek v tomto useku.
Molekuly primérnich transkripti pak podléhaji sestiihu bud’ konstitutivnimu,

nebo alternativnimu. Toto zafizeni umoZiluje butice ziskavat ze stejného aseku
DNA zna&né mnoZstvi proteinovych izoforem.

145
Genofor, chromozom a genom

GENOFOR A CHROMOZOM. Geny jsou na DNA (u DNA-vir@, proka-
ryot a eukaryot) nebo na RNA (u RNA-virll) sefazeny za sebou. Strukturu
nesouct geny sefazené za sebou (bez ohledu na to, zda je DNA nebo RNA),
schopnou replikace, budeme oznacovat jako genofor. U prokaryot, eukaryot a
DNA-vird jsou genofory tvofené jen DNA, u RNA-virl jsou tvofeny RNA.
Genofory obsazené v jadie buriky se oznacuji jako chromozomy. U virii dopo-
rudujeme pouZivat jen termin genofor nebo genom (viz dale).

Pro kazdy konkrétni genofor je charakteristické urité sefazeni gemi,
které se oznaluje jako vazbova skupina. Vazbovd skupina je tedy soubor genil,
jejichs usporaddni je charakteristické pro dany genofor. Na genoforu je vzdy
urdita vazbové skupina, v nf% ka?dy gen zaujima u organizmi pislusného druhu
stejné misto. Genofory se stejnymi vazbovymi skupinami se oznaluji jako ho-
mologické. Genofory neshodujici se ve vazbovych skupindch se oznaduji jako
nehomologické. Piikladem homologickych genoford jsou chromozomy stejné-
ho paru v diploidni eukaryotické buiice. V' homologickych chromozomech md
prislusny gen, byt se nachdzi v riznych alelickych formdch, stejné umistént.

Od homologie tykajici se pofadi geni ve vazbovych skupinéch je nutno
odlidovat sekvenéni homologii, 4. shodu v nukleotidovych sekvencich. Nukleo-
tidové sekvence jsou homologické tehdy, jestliZe jsou stejné; v opacném pripadé
jsou nehomologické. Samoziejmé, ze homologie miZe byt rlizného stupné.

POJEM ALELY. Geny kédujici urdity polypeptidovy fetézec nebo prepi-
sované do urgitého typu RNA nemusi mit nutn& ve vech piipadech stejnou
nukleotidovou sekvenci, adkoli je v nich obsaZena informace o stejném funkd-
nim produktu. Proto se rozeznavaji riizné varianty téhoZz genu. Napf. gen
kédujici o-globin je obecn& gen, ktery obsahuje informaci o priméarni struktufe
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gen A
I\
9
homoalely genu A
&

Vyplini krouZki fe vyjadiena
genB odli$nost v nukleotidové
sekvenci genu.
7\
L
heteroalely genu B
——‘_—‘—o_—
Qbr. 121

Homoalely a heteroalely

a-globinu. U jedinci stejného druhu se vyskytuje v réiznych variantach, kters
se nepatrné nebo v nékterych pfipadech i vice navzdjem v nukleotidové sck-
venci li3{. VSechny tyto varianty obsahuji genetickou informaci (byt' je zapséna
pozménénymi nukleotidovymi sekvencemi) o primarni struktuie proteinu ozna-
covaného jako o-globin (plnici v molekule hemoglobinu urgitou funkei). Obec-
né oznacujeme varianty stejného genu, které se v nukleotidové sekvenci navzd-
Jjem Cdstecné lisi, jako alely. Alely, které se navzdjem lisi ve stejném mists
Jednim nebo vice nukleotidy, se oznacuji jako homoalely. Alely, které se navzd-
Jem lisi jednim nebo vice nukleotidy ve vice mistech, se oznacuji jako heteroa-
lely (obr. 121),

Rozdily v nukleotidovych sekvencich u alel stejného genu se v riizném
stupni promitaji do biologické funkce proteinu kodovaného timto genem. Neni
totiZ jedno, ve kterém misté genu se alely navzajem li3i a jakého rozsahu tyto
odlidnosti jsou. Nékteré zmény v nukleotidovych sekvencich alel zpiisobuji, Ze
jimi kédovany protein je biologicky nefunk&ni, neaktivni. Na druhé stran& exis-
tujf alely stejného genu, u nichz zmény v nukleotidovych sekvencich neovlivni-
ly bud’ vibec, nebo alespoil ne vyrazné funkci polypeptidu, ktery kéduji.
Kodyji-li v chromozomovém pdru diploidniho organizmu obé pdrové alely ne-
Junkéni polypeptidovy Fetézec, Fikdme, Ze jsou recesivni. Jestlize jedna pdrovi
alela kédyje funkcni polypeptidovy Fetézec a druhd nefunkcni, pak alela kéduji-
¢l funkéni polypeptidovy Fetézec mitte funkéné nahradit alelu s nefunkcénim po-
ypeptidovym Fetézcem. Takovd alela je vzhledem k recesivni alele dominatni,
Vétsinou se kryje s alelou standardni, tj. s alelow, kterd v prirodni populaci
Dreviddd. Dominance viak miiZe byt rizného stupng, coZ zavisi na tom, jaka je
nukleotidova sekvence alel.

GENOM, GENOTYP, FENOTYP. Souhrn viech genii buiiky nebo viru
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 —1 utageny viivy prostredi

transl(ripce
primarni franskript

posttranskripéni Gpravy
(napk, sestfih)

mRNA

translace
polypeptid
(protein)
méni modifikace
SSerciarn kvartérnf nadmolekulémi  GEELEN
struktura struktura struktura T ry
Katalyza a usmériiovéni biochemickych Tvorba bur,éénych
reakcl v burice. struktur a organel.

Prostiedi miiZe ovlivnit stuperi (miru) exprese strukturnich genu na
v&ech stupnich procesu pfenosu genetické informace vietné jeji
realizace v primérni struktufe protefni.
Genetick4 informace ve strukturnich genech se vSak tim neméni.
Mi%e se zménit toliko zdsahem mutagen.
Vlivy prostiedf (vyjddfeno Sipkami)
jen zastavuji, zpomaluji nebo urychluji expresi gend.

Obr. 122
Schematické znazornéni vlivu prostfedi na expresi strukturnich gent
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oznacujeme jako genmom, Bunéény genom byva rozdélen do réiznych organel
(jadro, mitochondrie, chloroplasty). Lze pak rozliSovat jadernou, mitochondrip.
vou nebo chloroplastovou sloZku bun&&ného genomu. Nékteré geny jsou lokali-
zovény na chromozomech v jadfe buiiky, jiné v mitochondriich, chloroplastech
a u prokaryot na plazmidech. Uspofdddni genit v genomu oznacujeme Jjako
strukturu a organizaci genomu.

Od genomu je tfeba odliSovat genotyp. Tento pojem se vztahuje na jedin-
ce daného druhu. Dva jedinci téhoZ druhu maji stejny genom, ktery Je charakte-
risticky pro tento druh, ale li§{ se sestavou &i konstituci alel. Genetickd konstity-
ce (sestava) alel organizmu se oznacuje jako jeho genotyp. Soubor znaks 4
viastnosti, kterymi se v daném prosiredi genotyp organizmu DProjevuje, se ozng-
Cuje jako jeho femotyp. Utvateni fenotypu je urdeno potencilng genotypem a
zavisi t€Z na podminkdch prostfedi, ve kterém organizmus Zije. Miize byt timto
prostfedim tlumeno, zastaveno, stimulovédno nebo riznym zplsobem modifi-
kovdno. Témito vlivy prostfedi se viak neméni genotyp, ale fenotyp, nebot
genetickd informace obsazend v genotypu ziistivd zachovdina a Jenotyp se podle
ni utvdri v zavislosti na viivech vnéj§iho prostiedi organizmu.

EXPRESE GENU. Expresi genu rozumime:

A4 u strukturniho genu vyjddieni jeho genetické informace v primdrni struk-
tufe a funkci polypeptidu (proteinu),

® u genu pro funkcni RNA vyjddieni jeho genetické informace v primdrni
struktufe a funkci RNA neurcené k translaci,

¢ u regulacni oblasti vyjadeni jeji genetické informace ve schopnosti inte-
ragovat s urcitymi proteiny.

Expresi genu je tfeba chapat jako proces, ktery je schematicky znézornén
u strukturniho genu na obr. 122. Exprese genti pro funkéni RNA je jednodussi.
Probihd az po posttranskripini Upravy, v rdmeci kterych dochézi ke Stépeni
primarniho transkriptu, ktery nese pfepisy informace pro nékolik transferovych
RNA nebo ribozomovych RNA., Molekuly tRNA nebo rRNA uvolnéné timto
Stépenim plni ihned svou funkei.
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PROKARYOTICKEHO GENOMU

Viechny Zivé soustavy lze na zdkladé jejich strukturni a organizacni
slogitosti rozdélit do dvou skupin. RozliSujeme pak:

ve

¢ bunééné ¥ivé soustavy ( jednobunééné a mnohobunéiné organizmy),
¢ nebunécné Fivé soustavy (viry a viroidy).

Kromé vyraznych strukturdlnich a morfologickych rozdilit mezi obéma
skupinami existuje zdsadni rozdil mezi nimi v tom, Ze bunéiné Zivé soustavy,
at u# jednobunééné nebo mnohobunécné, jsou organizmy, které se na rozdil od
nebunécnych Zivych soustav vyznacuji viemi zdkladnimi Zivotnimi funkcemi a
jsou schopny realizace vSech tokii genetické informace (replikace, transkripce a
translace). Zejména je nutno zdiwaznit, Ze obsahujt viechny slozky translacni-
ho systému, Y. aminoacyl-tRNA-syntetdzy, tRNA a ribozomy, a mohou proto
preklad genetické informace do primdrni struktury proteini realizovat samo-
statné (autonomné). Nebunécné Zivé soustavy (viry) jsou v pfenosech genetické
informace na rozdil od bunéénych Zivych soustav v riizné mire zdvislé na hosti-
telskych busikdch, v niché probihd jejich reprodukce. V translaci jsou na nich
zdvislé 1ipné, nebot nemaji Zddnou ze slozek translacniho systému. Preklad
genetické informace do virovych proteinil je uskuteCtovan translacénim systé-
mem hostitelské buiiky. Na virovém genoforu nejsou geny pro rRNA a IRNA,
a také ne strukturni geny kédujici ribozomové proteiny! Syntéza novych
virovych proteini, k niz dochdzi po infekci hostitelské buiiky, je zcela zdvisld na
transladnim systému hostitelské buiiky. V tom je molekuldrni podstata intrace-
luldrniho parazitizmu, kterym je virus charakteristicky. MiiZeme proto viry
chdpat jako nukleoproteinové Cdstice vyznalujici se schopnosti infikovat své
hostitelské buiiky a v nich se reprodukovat v zdvislosti na jejich translaénim
systému.

Co se tyée bunéénych soustav, rozlifuji se podle povahy vnitini struktury
dva typy bunék, z nichZ mohou byt organizmy sloZeny. Jsou to:

¢ 1. Prokaryoticky typ bunék. Organizmy, které se vyznacuji timto typem
bunék, se oznacuji jako prokaryotické nebo téz prokaryota.
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¢ 2. Eukaryoticky typ bunék. Organizmy vyznacwjici se timto typem bungy
(viz druhy dil ucebnice) se oznacuji jako eukaryotické nebo 1éz eukaryota,

Struktura prokaryotickych bunék je rozliSena na jadro, cytoplazmy o cy-
toplazmatickou membrdny. Zdikladnim znakem prokaryotickych bundk Je to,
fe jejich bunééné jadro, které vidy obsahuje dsDNA, neni proti cytoplazmé -
hranifeno membrdnou a nedéli se mitoticky. Bunécné jddro vyznacujici se tg.
kovymi viastnostmi se oznacuje jako jadro prokaryotické neboli nukleoid, Ob-
vykle obsahuje jednu molekulu dsDNA, kterd predstavuje chromozom proka-
ryotické buriky. U vétSiny prokaryot je kruZnicova (jen u nékterych prokaryor
byla prokdzdna linedrni dsDNA, viz str. 300). RozmnoZovdni prokaryotickych
bunék je nepohlavni a realizyji se v nich vSechny zpusoby pFenosu genetické in-
Jormace, 4. replikace DNA, jeji transkripce a translace mRNA.

Prokaryotické buriky neobsahuji ani mitochondrie ani chloroplasty. Ri-
bozomy prokaryotickych bunék obsahuji tyto druhy ¥RNA: 58-, 16S- a 23S-
~-rRNA.

Sedimentalni koeficient prokaryotickych ribozomii je 70 S.

vy P v

Viechny bunéiné Zivé soustavy se klasifikuji do 1#f domén. Jako doména
se oznacuje hierarchicky nejvyssi taxon (bezprostiedné nissi taxon pod domé-
nou je ¥iSe). Prokaryotickym typem bunék se vyznacuji tyto dvé domény orga-
nizmi:

1. Bacteria (bakterie) - pivodni ndzev Eubacteria (eubakterie), které
maji tyto spolecné znaky (162 sinice se Fadi mezi bakterie).

® Bakteridlni 16S-rRNA obsahuje sekvence specifické jen pro bakterie a
sekvence, které jsou podobné eukarydini 185-¥RNA a archedlni 16S-rRNA.

A4 VéiSina bakterii, s vyjimkou skupiny oznacované Jjako mykoplazmata, md
bunéénou sténu. Jeji zdkladni sloskou Je peptidoglykan neboli murein.

¢ Lipidy cytoplazmatické membrdany bakterii se vyznacuji esterovou vazbou
mezi glycerolem a vyssimi mastmymi kyselinami.

¢ PFi syntéze polypeptidového Fetézce se v bakteriich Jako prvni aminoky-
selina zarazuje N-formylmetionin,

A4 Co do zptisobu vyZivy jsou bakterie autotrofni (fotoautotrofni nebo che-
moautotrofni) nebo heterotrofni (fotoheterotrofni nebo chemoheterotrofui). Po-
kud jsou fotoautotrofni, pak uskutectiuji fotosyntézu anoxigenniho typu (neuvol-
tuji molekuldrni kyslik pi fotosyntéze). Toliko sinice uskutectiyji fotosyntézu
oxigenniho typu (uvolfiuji molekuldrni kyslik pFi fotosyntéze).

¢ 2. Archaea (archea) - pivodni nizev Archaebacteria (archebakterie),
které se lisi od bakterii v téchto znacich:

®  Archedini 165-rRNA se vyznacuje sekvencemi, které jsou specifické jen
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pro archea, a (aké sekvencemi, které jsou podobné bakteridini 16S-+rRNA a eu-
karyalni 18S-rRNA.

¢ Zakladni sloskou bunécné stény archel je pseudopeptidoglykan neboli
pseudomurein.

4 Vazba mezi glycerolem a vy3Simi mastnymi kyselinami v cytoplazmatické
membrand archel je éterovd. Diéterové lipidy tvorfi dvouvrstevnou membrdnu,
zatimeo tetradterové predstaviji v cytoplazmatické membrdné spojent dvou {i-
pidovyich vrstev v jednu.

¢  Geny prepisované do IRNA a rRNA archei obsahuji introny.

¢ Archedini translace se vyznacuje jak prvky bakteridini translace tak i je-
§té nevyvinutymi, rudimentdrnimi prvky translace eukarydini.

Organizmy jednobunécné a mnohobundéné, jejichs typ bunék je eukaryo-
ticky, tedy eukaryota, se zarazuji do treti domény nazyvané Jjako Eucarya (eu-
karya). Jejich vieobecnou charakteristiku poddme ve druhém dile této ucebni-
ce, ktery je vénovdn molekuldrni biologii evkaryot.

Prokaryotické a eukaryotické bufiky se vyvinuly z hypotetického univer-
wdlntho piedka, jemuz logicky musela predchdzet jesté jednodussi #ivd soustava
oznacovand jako progenot, jejiz vznik se datuje do obdobi mezi 3,8 aZ 4, 2x 1 0’
let pited soucasnou dobou. Od univerzdlniho predka se odvinuly zdkladni evo-
Iucni vétve (linie) organizmil vyjadiené univerzdlnim fylogenetickym stromem
zkonstruovanym na zdkladé srovndvani sekvenci nukleotidiy 16S-rRNA u proka-
ryot a 18S-rRNA u eukaryot (v predchozich vyddnich této ucebnice jsme jiZ na
néj upozoriiovali). Jsou to yLo evolucni linie (obr. 123):
¢ linie smérujici k bakteriim,
¢ linie, kterd se rozvétvila na dal§i dvé, a to na Jjednu sméfujict
a druhou smérujict k eukaryim.

k archeim

Archea, ackoli prokaryotického typu bunék, jsou evolucné blize k euka-
ryim zahrnujicim organizry eukaryotického typu bunck. V systému organizmil
alo¥eném na téchto evoluénich liniich se prolo organizmy netfidi na Proka-
ryota a Eukaryota, ale na uvedené t# domény. Vzddvdme se tedy terminii "pro-
karyota, prokaryoticky, eukaryota, eukaryoticky"? Nikoli. Je to z cytologického
hlediska oznacent dvou zdkladnich typt bunék (viz vyse). Viechny organizmy,
jefichZ buriky jsou eukaryotického typu, se zahrnuji do domény eukaryi, zatimco
buiiky prokaryotického typu jsou rozdéleny do dvou domén: bakierie a archea.
Organizmy obou domén maji spolecnou tuto viastnost: Jsou to buiiky proka-
ryotického typu. AvSak nékteré slozky mechanizmii replikace, transkripce a
translace se u archei podobaji spiSe eukarydinim nez bakteridlnim. Proto je
nutno v rdmci replikace a exprese prokaryotického genomu rozezndvat jeho
bakteridIni a archedlni variantu (odkazujeme na str. 256 - 265).
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2.1
STRUKTURA PROKARYOTICKEHO GENOMU

Genom prokaryotické buiiky neboli prokaryoticky genom je nejlépe pro-
studovan u bakterialnich bunék. U v&tsiny bakterialnich bunék se soustfed’uje
do funké&niho ekvivalentu jadra oznaCovaneho jako nukleoid, které je reprezen-
tovdno jedinym genoforem - molekulou dsDNA - pFedstavujicim prokaryoticky
chromozom. U fady druhii jsou nékteré geny lokalizovany na plazmidech, takze
pak u téchto druhii se genom sklada ze dvou slozek:

¢  prokaryotického jadra (nukleoidu),
L4 plazmidi.

Prokaryoticky chromozom (vorfi vét§inou kruznicova molekula dsDNA,
na nif jsou umistény vSechny pro Zivol prokaryotické buriky nepostradatelné
geny. Jsou to piedeviim strukturni geny kédujici proteiny zajistujici Zivotni
funkee buiiky, a dale geny p¥episované do tRNA a rRNA, jeZ jsou nezbytnou
slozkou translaéniho systému prokaryotické butiky. Na druhé strané plazmidy

jsou mimochromozomové genafory, na nichz jsou lokalizovdny geny, které miize
prokaryotickd burika postrdadat.

2.1.1
Prokaryotické jadro

NUKLEOID. Je to jddro prokaryotické buriky, které viak na rozdil od
jadra buiiky eukaryotické neni proti cytoplazmé ohraniceno membrdnou. Je nej-
1épe prostudovano u bakteridlniho druhu Escherichia coli K12. Nukleoidy byly
z E. coli izolovany jako kompaktni Sastice a bylo zjisténo, Ze hmota nukleoidu
je tvofena proteiny a DNA. Tyto proteiny jsou u bakterii dvojiho typu (u archei
jsou v tomto sméru odli§nosti, viz str. 257):

@ proteiny podobné histoniim neboli HLP-proteiny podobajici se v pri-
marni struktufe a molekulové hmotnosti histonu H2A.
¢ proteiny nehistonové povahy.

Nukleoid se nenachazi v buiice volng, ale poji se na vice mistech k cyto-
plazmatické membrang. Jednim z téchto mist je oblast oriC neboli poddtek
replikace chromozomové DNA u E, coli.

PROKARYOTICKY CHROMOZOM. Prokaryoticky chromozom je sloZ-
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kou nukleoidu a je tvofen vétiinou kruZnicovou dsDNA (viz téZ str. 300), jejiz
molekulova hmotnost u Escherichia coli je zhruba 3,0 x 10°, tloustka 2 nm a
délka 1 360 pum (=1, 36 mm). Obsahuje 4,6 x 10° nukleotidovych pérd. Nenj
jesté zcela jasné, jakym zpiisobem je tato DNA v nukleoidu poskladana. Viech-
na znéma fakta viak nasvédéuji tomu, Ze se nachdzi v nukleoidu v konformaci,
jejimz zékladem je nadsroubovice rozdglend do 45 smycek, které se mohou vy-
skytovat v riiznych konformaénich stavech (obr. 124a):

¢ ve stavu relaxovaném,

¢ ve stavu nadSroubovice,

& ve stavu solenoidovych smy&ek.

Cela struktura je drZena pohromadé proteiny. Smycky v relaxovaném
stavu jsou piistupny transkripei a replikaci.

Jak jiz bylo uvedeno, prokaryoticky chromozom na obr. 124a je znazor-
nén v nad$roubovicové (superhelikdlni) konformaci. Mohou relaxovat nejen
jeho jednotlivé smy&ky, ale také cela struktura, takZe pak piejde tpIn€ do tvaru

relaxovana smyc&ka

2de je zndzoméno jen Sest smyéek. Ve skuteénosti chromozom
E. coli sestéva ze 45 smyéek.

3 . Obr.124a
Smyéky na kruznicové dsDNA pfedstavujici
chromozom Escherichia coli
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kruznice. V tomto tvaru se obvykle formalné znézortiuje, ale je nutno vzdy mit
na zéeteli, Ze skute&nosti in vivo se blizi nejvice znazornéni uvedené na obr.
124a. Na prokaryotickém chromozomu jsou lokalizovany vSechny geny potfeb-
né pro Zivotni funkce a cinnost prokaryotické buiiky. Prokaryoticky chromozom
je replikon (md jeden pocdtek replikace). Na obr.124b je ve zjednoduSens for-
m uvedena genetickd mapa chromozomu E. coli.

2.1.2
Plazmidy

ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA PLAZMIDU. Rada prokaryotickych
druhii, hlavng bakterialnich, obsahuje v butikach plazmidy, na kterych jsou lo-
lizovany geny, které nejsou nezbytné pro #ivotni funkce buitky. Plazmidy jsou
tvoreny kruznicovou dsDNA. Kazdy plazmid je replikon, nebot obsahuje jedno
misto ori. Dale je na plazmidu misto (lokus Inc), kterym se pfipojuje plazmid na
membrénu buiiky. Enzymy potfebné k replikaci plazmidu jsou kédovany bud’
chromozomovymi, nebo plazmidovymi geny. Jednim z téchto enzymt je DNA-
polymeréza, katalyzujici replikaci plazmidové DNA, a druhym je specificka
endonukleaza, §tépici v mist& ori jeden plazmidovy polynukleotidovy fetézec.

KONJUGATIVNI A NEKONJUGATIVNI PLAZMIDY BAKTERIL. Bak-
terialni plazmidy, které se vyznacuji schopnosti viastniho pFenosu z donorové
buriky do recipientni konjugaci, jsou plazmidy komjugativni. Jako donorova
buiika se v souvislosti s konjugaci oznaluje busika, kierd poskytuje genom ne-
bo &dst genomu (v tomto piipadé je to plazmid) k pfenosu do recipientni buii-
ky, tj. do buiiky, kterd genom nebo jeho &dst (v tomto piipadé plazmid) p#ijima
z butiky donorové. Zphsob tohoto pfenosu je riizny. Jednim z nich je konjuga-
ce, kterou se rozumi prenos genomu nebo jeho é&dsti (v tomto piipadé plazmidu)
z buriky donorové do recipientni uskutectiujici se spojenim téchto bunék.

Plazmidy, které nemaji schopnost viastniho pfenosu z donorové buriky do
recipientni, se oznaduji jako nekonjugativni.

Pro viechny konjugativni plazmidy je spoleéné to, ¥e jsou na nich
umistény geny, kieré podmiriuji pfenos plazmidu z donorové buiiky do recipi-
entni. Tyto geny se oznaduji jako transferové a ovliviiuji fenotyp buiiky tim, Ze
kéduji syntézu vlaken oznafovanych jako pilusy, pomoci nich se donorové
butiky spojuji s recipientnimi. Konjuga&ni proces totiz zadina interakci pilusi se
specifickymi receptory proteinové povahy v povrchu recipientnich bungk. Pri
této interakci se vytvofi otvor v donorové a recipientni bufice v mist&, kde k této
interakei doglo. Timto otvorem pak prochazi plazmid z donorové buiiky do
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! L Obr. 124b
Zjednodusena genetickd mapa chromozomu Escherichia coli

recipientni, a to tak, Ze soudasnd dochazi k replikaci pfenaseného plazmidu,
b&hem niz jedna kopie plazmidu zistava v donorové butice a druha piechazi do
recipientni. Pfikladem konjugativniho plazmidu je F-plazmid, krery navozuje
konjugaciu E. coli KI2. Je slozen z kruZnicové dsDNA, jejiz molekulova hmot-
nost je 62 x 10°. Délka tohoto plazmidu je 30,8 a% 31,7 um. V jedné donorové
buiice je nékolik kopii tohoto plazmidu.

Vedle F-plazmidu existuje celd fada dal¥ich bakteridlnich plazmida,
konjugativnich i nekonjugativnich. Jsou to napt, R-plazmidy. Na téchto plaz-
midech jsou geny, kieré se ve fenotypu bakteridini buriky projevuji jeji rezisten-
ci k jednomu nebo vice antibiotikim. Nap¥. rezistence k penicilinu a ampicilinu
vznika vlivem pisobeni B-laktamazy na tato antibiotika, kter4 jsou inaktivovana
hydrolytickym tiginkem tohoto enzymu kédovaného geny na plazmidu.
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2.2
REPLIKACE BAKTERIALNIHO GENOMU

Jelikoz genom mnoha bakterialnich druhii je sloZen z chromozomu a
plazmidii, pojedname v této kapitole o replikaci obou téchto slozek. Obé sloZky
maji vlastnosti replikont. Replikace zadina v kazdém replikonu od mista ori,
kde se vytvofi nejdiive tzv. replikadni vidlice. Replikaéni vidlici se rozumi
misto v dsDNA, kde dochdzi k rozestupu komplementdrnich DNA-Tetézci vli-
vem prerueni vodikovych vazeb mezi nimi. Tak se vlasing v dsDNA vytvofi
prostor potiebny k tomu, aby se v ném mohly umistit proteiny a enzymy Kataly-
zujici replikaci. Replikagni vidlice se pak pohybuje sm&rem, kierym replikace
probihd. Jestlize se replikacni vidlice pohybuje od pocdtku replikace jednim
smérem, jde o replikaci jednosmérnou. Pohybuje-li se v obou smérech od po-
satku, jde o replikaci dvousmérnou. To plati jak pro linearni, tak pro kruzni-
cové dsDNA (obr. 125). P dvousmémé replikaci se replikacni vidlice

krunicové dsDNA pohybuji kazdé v opadném sméru, dokud nesplynou v mist&

JEDNOSMERNA
REPLIKACE

smér

DVOUSMERNA
REPLIKACE

smér smer

Obr. 125
Mozné sméry replikace dsDNA




162 2 STRUKTURA, REPLIKACE A EXPRESE PROKARYOTICKEHO GENomy

proti po&étku replikace. Replikace bakteridlni dsDNA je dvousmérnd (obr. 126)
a probiha ve tfech fazich:

¢ 1. Iniciace replikace. Tim se rozumi pochody, kterymi se replikace zqhg.
Juje. Tyto pochody probihaji v misté ori (poCétek replikace) a zahrnujf rozezns.
ni tohoto mista replikanimi proteiny a vytvoieni replikaéni vidlice.

24 2. Elongace DNA-fetézcii. Tato faze replikace je charakteristicks
postupnym pripojovinim deoxyribonukleozid-5'-monaofosfitii k 3'-konci nascen-
tniho DNA-Fetézce na retézci matricovém. Nascentnim se obecné rozumi bio-
polymer ve stavu své syntézy.

¢ 3. Terminace replikace. Tato fize sestdvd z pochodi zakondujicich re-
Dlikaci prislusného replikonu.

VSechny uvedené fize replikace jsou enzymaticky fizeny a podili se na
nich t€Z fada specifickych proteint. Proteiny (véemé enzymaticky Junkénich),
které se podileji na Fizent replikace, se oznaduji jako proteiny replikaéni.

2.2.1
Replikace bakteridlni chromozomové DNA

Na replikaci bakteridlni chromozomové dsDNA se svym katalytickym
ucinkem podilf fada enzymi, jejichZ strudnou charakteristiku Jje tfeba podat
Jesté dfive, neZ pfistoupime k vykladu jednotlivych fazi replikace. Jsou to:
DNA-polymerdzy, DNA-ligiza, DNA-priméza, DNA-gyraza a DNA-helikéza.

rodifovska

Obr. 126
Dvousmérna replikace bakterialni kruznicové chromozomové dsDNA
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DNA-POLYMERAZY. DNA-polymerdzy je spolecny ndzev pro enzymy,
které katalyzuji syntézu DNA z deoxyribonukleozidfosfdtil za pritomnosti DNA-
nebo RNA-primeru (viz dale). Jsou to nukleotidyltransferazy (str. 38) fizené
DNA, nebot’ nutnou podminkou pro jimi katalyzovanou syntézu nového DNA-
fetézce je DNA jako matrice (str. 126). Z toho diivodu se doporuduje je nazyvat
jako DNA-Fizené -DNA-polymerazy (EC 2.7.1.7). Termin DNA-polymerazy
je viak také pfipustny. PouZiva se téz termin DNA-dependentni-DNA-polyme-
razy. Katalyzuji obecné reakci:

dNTP_ +DNA =2 DNA_ +n0PP,,

kde N = A, T, G nebo C. Pro viechny DNA-polymerdzy (a také RNA-polymerd-
zy) je charakteristické, e polymerizace, kierou katalyzuji, se uskutecriuje ve
sméru 5'->3'. To znamené konkrétné, Ze polynukleotidovy Fetézec prodluZuji
na jeho 3'-konci tim zptisobem, Ze na 3-QH-skupinu tohoto konce napojujt vEdy
5monofosfaty, které odnimaji z nukleozid-5-trifosfati (obr. 127).

DNA-polymerazy maji jeSté dal3i spoleénou vlastnost:

Katalyzuji polymeraci (polymerizaci), ktera musi zadit vzdy od néjakého
kratkého oligonukleotidu, od jehoZ 3'_konce syntézu zahaji. Krdiky oligonukleo-
tid poskytujici 3'-konec pro zahdjeni syntézy polynukleotidového Fetézce se o-
znaluje jako primer. Primerem miize byt oligodeoxyribonukleotid (DNA-
primer) nebo oligoribonukleotid (RNA-primer). U bakterii (zde i v dalSim
textu se opirdme o vysledky vyzkumi provedenych na E. coli) se rozliduji tii
druhy DNA-polymeraz:

¢ 1. DNA-polymeraza I neboli Kornbergiv enzym. Jeji molekulova
hmotnost je 109 000 a je sloZena jen z jednoho globularné poskladaného poly-
peptidového fetézce. Polymeruje asi 600 nukleotidéi za minutu. V jedné buiice
E. coli se vyskytuje az 400 molekul tohoto enzymu. K polymerizaci potfebuje
DNA-primer. Krom& polymeradni aktivity se vyznaduje 5-3' a 3'.5"-exonuklea-
zovou aktivitou, coZ znamend, Ze katalyzuje odstépovani deoxyribonukleotidil
smérem od 5' konce k 3'-konci DNA-Fetézce a naopak smérem od 3"-konce k5
-konci. V této souvislosti upozoriiujeme na rozdil mezi exonukledzami a endo-
nukleazami. Nukledzy (EC 3.1) jsou obecnd enzymy, které hydrolyzuji fosfo-
diesterové vazby v polynukleotidovych Fetézcich. Déli se na:

a) exonukleazy, které hydrolyzuji fosfodiesterové vazby na koncich polynukleo-
tidovych Fetézeir a odtépuji tedy nukleotidy z 5'-konce nebo 3'-konce polynuk-
leotidového fetézce,

b) endonukleazy, které Stépi fosfodiesterové vazby uvnitf polynukleotidového
Fetézce,

Co do strukturni podobnosti s jinymi DNA-polymerazami fadi se DNA-
polymeraza I do DNA-polymerazové rodiny A (str. 258). Katalyzuje replikaci
DNA v mezeréch, které zistaly mezi Okazakiho fragmenty a odstrafiuje RNA-
primery 5'-exonukledzovou aktivitou.
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Obr. 127
Syntéza polynukleotidového Fetézce ve sméru §'-» 3'

katalyzovana
DNA- a RNA-polymerazami
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jadro

dimer
DNA-polymerazy Il
(Pol It*)
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008

sviraci  sviraci
protein - protein

(B-protein) (B-protein) @

holoenzym
DNA-polymerazy I

Obr. 128
Sestavovani holoenzymu
DNA-polymerazy il
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L4 2. DNA-polymeraza IL M4
molekulovou hmotnost 90 000. Se-
stavd z jednoho monomeru. Kromé
polymera¢ni mé také 5'-3'a 3'-5'-exo-
nukledzovou aktivitu. Patfi do DNA-
polymerazové rodiny B (str. 258).

& 3. DNA-polymeriza IIl. Tato
polymerdza m& molekulovou hmot-
nost zhruba 900 000. Uplna molekula
této polymerazy je oligomerni protein
sestavajici z n&kolika riiznych mono-
merd li§icich se v primarni struktu-
fe. Z nich nékteré se vyskytuji ve
dvou kopiich. Prib&h sestavovani to-
hoto oligomeru je zndzornén na obr.
128. Jednotlivé monomery, které
vchazeji do této sestavy jsou:
o-monomer, ktery katalyzuje poly-
meraci. Monomer ¢. se vyznaduje jiZ
slabou polymeraéni aktivitou o rych-
losti polymerace 8 nukleotidii/s. Ne-
mé viak exonukledzovou aktivitu,
e~-monomer vyznadujici se 5'-3'-exo-
nukleazovou aktivitou;

0-monomer, ktery stimuluje ucinek
g-exonukledz;

v-monomer vaze ATP;

5-monomer se vaZe na f3;
§'-monomer stimuluje G&inek mono-
meru [3;

y-monomer, na ktery se vaZou prote-
iny SSB;

-monomer tvoii most mezix a 7.

Z monomerl 0, € a o, se sesta-
vuje katalytické jadro polymerizy,
které se jiZ vyznacuje slabou polyme-
rizacni aktivitou. Spojenim dvou ka-
talytickych jader se prostfednictvim
monomert T vytvofi dimer DNA-
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polymerazy III oznatovany téZ jako PolIII*.’Proti jednom’u l’<atalyticl’<ému jz'l_dru
mé vyssi procesivitu. Procesivitou polyn’lerazyvse_ rozumi sila tgkoveho spojeni
polymerazy s matricovym Fetézcem, kte{’ve’ u@oznu!ve’ golymeracj’z ' katalyzovanoy
polymerdzou. Cim je toto spojent silnéjsi, im Vyssi je proce.Slvzt’a polymerd.zy
neboli tim vice monomeri je na matricovém fetezcz. polymer.zzoyano. Katalytic-
ké jadro polymeruje pfi rychlosti 20 nukleotidi/s a je procesivni pro 11 nukleo-
tidd.

Uplné enzymové aktivity a vysoké procesivity dosahuje teprve dimer
polymerazy III ve spojent s proteinem nazyvanym f-svorka. B-svorka zvySuje
mnohondsobné procesivitu dimeru PollII* tim, Ze Jjej vaZe k DNA. Je sestavena
ze dvou stejnych monomert [, které pti katalytickém procesu, uskuteciiovaném
DNA-polymerazou III, obepingji (svirgji) dvouretézcové tseky tvoFené repli-
kujici se DNA a RNA-primerem a tylo useky stabilizuji (obr. 129). Je tvaru
prstence obepinajiciho prostor, jehoZ primér je dostateCn€ velky, aby jim
mohla prochdzet dsDNA. Tento prostor je obklopen 12 a-helixy a z vnéjsku
souvislou vrstvou B-struktur. Viech 12 helixfi ma stejny sklon a jsou poloZeny
napii¢ patefe DNA.

B-svorka nazyvana téZ jako posuvna svorka se posouvd za katalytickym
Jadrem a drii pohromadé syntetizovany DNA-Fetézec s matricovym. Sama se
viak na DNA nemiZe nalozit. Tuto praci vykonéavé y-kemplex, ktery hydroly-
zuje ATP a nakldda B-svorky na DNA v mistech, kde se nachdzi RNA-primery,
Jjez rozezndvd. SloZeni y-komplexu je nasledujici:

1,00" V.

Uplna molekula DNA-polymerazy III, tedy holoenzym obsahujici viechny
monomery vietné B-svorky, se vyznatuje vysokou procesivitou a enzymovou

Y -komplex
Nakiéda p-svorku a

dvouretézcovy Usek sloZzeny

z RNA-primeru a matricového
DNA-fetézce a rozeznava

RNA-primer v této sestavé,

o - podjednotka
¥ DNA-polymerazy Il

B -svorka

Stabilizuje

dvouretézcovou strukturu

a hlavné zvysSuje procesivitu
DNA-polymerézy Il .

proediuzovany
vedouci Fetézec

matricovy
3 DNA-fetézec

Qbr. 129
B3 -svorka
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aktivitou. Polymeruje 500 nukleotidi/s a je procesivni pro celou replikujici se
molekulu DNA.

DNA-LIGAZA (POLYDEOXYRIBONUKLEOTIDSYNTETAZA). Je to
enzym katalyzujici ligaci polynukleotidi, . vytvoreni fosfodiesterové vazby
mezi 5'-koncem a 3'-koncem polynukleotidovych Fetézcii nebo jejich fragmentil.
Lighza se uplatiiuje pii replikaci DNA b&hem spojovéni Okazakiho fragment
do souvistého polynukleotidového Fetézce. Jsou dva druhy tohoto enzymu:

& 1. DNA-ligaza (ATP), EC 6.5.1.1, ktera katalyzuje tuto reakei:

ATP + dNMP, + dNMP,_ = AMP + PP, +dNMP .
2. DNA-ligaza (NAD+), EC 6.5.1.2, ktera katalyzuje reakci:

NAD'+ dNMP, + dNMP, = AMP + nikotinamidmononukleotid +
+dNMP,, . .

DNA-PRIMAZA (DNA-RIZENA RNA-POLYMERAZA, EC 2.7.7.-). Pou-
siva se t6% nazvu DNA-dependentni RNA-polymerdza EC 2.7.7.~. Je to enzym,
ktery katalyzuje ve spojeni s primozomem (str. 173) syntézu RNA-primeru, {j.
oligoribonukleotidu, od jehof 3™-konce se syntetizyje krdtky polydeoxyribonuk-
leotid omadovany jako Okazakiho fragment.

DNA-HELIKAZY. Tyto enzymy katalyzuji odvijeni komplementarnich
polynukleotidovych fetézet tvoficich dvoutetézcovou DNA. Jejich katalyticky
itinek spodiva v tom, Ze rudi vodikove vazby, které drzi pohromadé dvousrou-
bovicovou DNA. Tato aktivita je spfaZena s hydrolyzou nukleozid-5'-trifosfatd.
Energii, ktera se uvolni touto hydrolyzou, vyuZije helikiza k odvijeci reakei,
jejiz mechanizmus G€inku viak neni znam. Existuje n&kolik typi bakteridlnich
helikdz. Jsou to: helikazy 1, II, 1L, IV, Rep-protein, n'-protein, DnaB-protein,
RecBCD-enzym a UvrAB-komplex. Z nich pii replikaci chromozomové DNA
E. coli se uplatituje DnaB-protein a n'-protein. Odvijeji ve sméru 5-3' DNA-
Fetézec, na kterém probihd syntéza Okazakiho fragmentit. DnaB-protein aktivu-
je téZ primdzu ke katalytickému ticinku.

DNA-GYRAZA. Béhem semikonzervativni replikace se tvofi pred repli-
kani vidlici kladné nad$roubovicové zavity. Gyraza je pfevadi na ZAporne.
DNA-gyraza je topoizomeraza typu IL V zavislosti na tom, jak rychle se tvoti
Kladné nadéroubovicové zévity a jak rychle jsou prevadény do zdpornych
7avith, miZe gyrdza zabraiiovat hromad&ni kladnych nad$roubovicovych zAavitd
nebo udr¥ovat dany segment DNA ve stavi zéporného vinuti (napf. pfi separaci
komplementérnich fetgzcd, viz str. 101).
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Replikace bakteridini chromozomové dsDNA se dale ziidastiiuje fada
proteind, o kterych budeme hovofit aZ v souvislosti s jejich konkrétni funke;.

SEMIDISKONTINUALN{ SYNTEZA dsDNA PRI REPLIKACL. Syntéza
novych DNA-fetézed pii replikaci je semidiskontinuilni, coZ je zpiisob syntézy
v replikacni vidlici spocivajici v tom, Ze jeden Fetézec se syntetizuje na matyi.
covém Fetézci kontinudiné (postupné a souvisle az do konce) a druhy diskoni;-
nudlné (pferusované). Kontinudlni syntézou DNA-Fetézce se rozumi proces
postupného pripojovdni nukleozid-5"-monofosfiti k 3'-OH-konci nascentniho
DNA-fetézce za vytvdreni souvislého Fetézce podél matricového. Diskonti-
nualni syntéza DNA-fetézce probihd podél matricového v replikacni vidlici
pres Okazakiho fragmenty. Kazdy Okazakiho fragment je krdthy polydeoxyri-
bonukleotid syntetizovany na matricovém Fetézci ve sméru 5'-3' od 3'-konce
RNA-primeru. Retézec syntetizovany kontinudlné se oznaCuje jako DNA-fetg-
zec vedouel, kdeZto Fetézec syntetizovany diskontinudIné prostrednictvim Okg-
zakiho fragmenti se oznaduje jako DNA-Fetézec opoZdiujici se.

Semidiskontinudlni zplisob syntézy DNA-fetdzcti pii replikaci dsDNA je
roziffen jak u prokaryotickych, tak i u eukaryotickych organizmii. Abychom ho
dobre pochopili, shrnujeme n&které jeho rysy (obr. 130):

¢ 1. Kontinudlni syntéza DNA-fetézce &ili syntéza vedouciho Fetdzce se
d&je na matricovém fetézci, jeho smér fosfodiesterovych vazeb je 3'-5'.

3!
&
T g

35—

W"‘:w‘u%

vedougi s,

RNA-primer

matricovy fetézec

S 3-5
fetdzec e,
Smér pohybu
replikacéni vidlice.
e
Okazakiho
fragment !
 Bpn D
) 5 '
. 5' a%g»,; 3
D%gl:lfny ??&:NMM )<RNA-primer
g
opozdujici se l e Odbourani RNA-primeru
fetézec s a syntéza lseku z deoxy-
e ribonukleotidi od 3-konce
Mw@f matricovy fetézec  pPedchoziho Okazakiho

3,0 5.3 fragmentu.
- Spojeni ligézou.
Obr. 130

Zakladni rysy semidiskontinualni syntézy novych DNA-fetézcl pfi
replikaci chromozomové dsDNA bakterii
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¢ 2. Vedouci fetézec se prodluzuje po sméru pohybu replikacni vidlice.

® 3. Diskontinualni syntéza DNA-fet&zce, tj. syntéza opozdujiciho se fetéz-
ce se déje na matricovém fetézci, jehoz smér fosfodiesterovych vazeb je 5'-3'.

¢ 4. Okazakiho fragmenty, pfes které se syntetizuje opoZd'ujici se Fetézec,
se prodluzuji proti sméru pohybu replikacni vidlice. Délka Okazakiho frag-
mentd je 1000 az 2000 nukleotid.

4 5. Syntéza vedouciho fetézce probiha od 3'-konce jednoho RNA-primeru,
ktery se vytvoli v misté ori.

6. Syntéza kazdého Okazakiho fragmentu vyZzaduje vlastni RNA-primer,
od jehoz 3'-konce syntéza fragmentu zalina.

¢ 7. RNA-primery Okazakiho fragmentd se odbouraji ve sméru 5'-3' (od
5"koncil) a vzniklé mezery se doplni komplementarné k matricovému fetézci
deoxyribonukleotidy tak, Ze se kazdy Okazakiho fragment ve vzniklé mezefe
zatne prodluzovat syntézou od 3’-konci.

L4 8. Zbyvajici &asti Okazakiho fragmentd sestavajici uz jen z deoxyribo-
nukleotidd se pak spoji do souvislého fetézce DNA-ligazou.

¢ 9. Proces syntézy Okazakiho fragmenti a soudasné syntézy vedouciho
fetdzce se uskuteSiiuje katalytickym piisobenim jedné molekuly holoenzymu
DNA-polymerazy 111, kterd se pohybuje ve sméru pohybu replikaéni vidlice.

DVOUSMERNA REPLIKACE BAKTERIALNIHO CHROMOZOMU.
Bylo jiz uvedeno, Ze replikace bakterialniho chromozomu probiha v obou
smérech od mista ori. Syntézu vedouciho a opozdujiciho se fetézce si také
miizeme konkrétng predstavit v obou replikagnich vidlicich pohybujicich se od
mista ori. P¥i takové syntéze se vedouci a opoZdujici se fetdzec tvoii v obou

o

o BT . vedouci FOtEZEC
gyf”};{"@opogd’uu(:| se fetézec g

0
o
’ Ml

g

opozdujici se fetézec wg;,,@jm- ‘
5'4w"""'w‘ il

e, : 5;49:/»,& »
a i g

Obr, 131
Syntéza vedouciho a opozd'ujiciho se fetézce
pii replikaci bakteriainiho chromozomu
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replikaénich vidlicich podle charakteristik uvedenych v pfedchozim odstaye;
(obr. 131).

STRUKTURA POCATKU REPLIKACE. Pogatek replikace u E. coli s
oznaluje jako oriC. Jeho délka je 245 bp a sestava (obr. 132):

% z pravé strany ze tif opakujicich se sekvenci o 9 bp;

¢ zlevé strany ze tif opakujicich se sekvenci o 13 bp a jedné o 9bp.

9 bp-sekvence jsou oznadeny jako 1, 2, 3, 4, kdeZto 13 bp-sekvence jako
L, M, R. Mezi uvedenymi sekvencemi jsou sekvence jedinedné, které se
neopakuji.

INICIACE REPLIKACE. Iniciace replikace musi byt velmi specificky
proces, kdyZ potatek replikace na bakteridlnim chromozomu je jen jeden a
iniciace replikace se uskute€tiuje jen jednou za generadni dobu, a to na sekvenci
0 245 bp, ktera musi byt rozeznana mezi 4,6 x 10° bp. Obr. 133 znazoriuje tfi
faze iniciace replikace:

¢ 1. Nejdrive je proteiny DnaA rozeznan po&atek replikace (oriC). To se
d&je vazbou ATP k DnaA-proteiniim, které se touto vazbou aktivuji. Aktivo-
van¢ DnaA-proteiny se pak vaZou na 9 bp-sekvence, coz je vlastni rozpoznavaci
proces. Interaguji té% mezi sebou za tvorby shluku o 10 a% 20 proteinech. Tyto
interakce jsou kooperativni a maji za nésledek, ¥ se oriC ovine kolem vytvo-
feného shluku DnaA-proteint. Tvorba tohoto shluku a rozpoznani 9 bp-sek-
venci vyZaduje energii, kter4 je dodévana hydrolyzou ATP na ADP + P,_ . Jeli-
koZ sekvence oriC jsou bohaté na pary AT, dochdzi snadno vazbou proteini
DnaA na ng k jejich denaturaci, tj. k uvolnéni vodikovych vazeb mezi komple-
mentarnimi bazemi, &im% se oriC otevie. DnaA-proteiny maji tedy dvoji funk-
cit rozezndvaji oriC a prevideji Jej do oteviené formy.

® 2. Po otevieni potatku replikace se vaZou z obou protilehlych stran na
uvolnéné DNA-fetézce podatku replikace celkem dvé molekuly DnaB-proteinu

L,M,R jsou 13 bp-sekvence GATCTNTTNTTTT
1,2, 3, 4 jsou 9 bp-sekvence TTATNCANA
1l = neopakujici se sekvence

Obr. 132
Schéma struktury oriC E. coli
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vysledny produkt
Obr. 133
Iniciace replikace na oriC chromozomu E. coli

(helikaza). To se d&je za ucasti proteinu DnaC, krery vytvori s DnaB komplex
a rozezndvd Dnad-proteiny a néjakym zpisobem umoZiiuje transport DnaB do
pocdtku replikace. K transportu jedné molekuly DnaB-proteinu do potatku
replikace je pravdépodobné zapotiebi energie z jedné molekuly ATP.

¢ 3. Helikizy umisténé v potatku replikace zatnou odvijet ve sméru 5-3'
DNA-fetézec za tvorby replikagnich vidlic. Na vznikajici jednofetézcové oblasti
v replikaénich vidlicich se vaZou SSB-proteiny neboli proteiny vazajici se na
jednoretdzeové aseky DNA. Tyto proteiny jsou tetramerni o molekulové hmot-
nosti 74 000 a jejich funkce spocivd v tom, Ze udrfuji matricové Fetézce v nata-
Seném stavu, brdni tvorbé vodikovych vazeb mezi nimi a tim také obnové dvou-
Fetézcového stavu molekuly.
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Vyslednym produktem iniciace replikace je chromozom, ktery ma repli-
ka¢ni vidlice v pogatku replikace opatiené proteinem DnaB v konformaci, v niz
miZe uskuteéfiovat helikdzovou aktivitu ve fazi elongace. Tato faze je pomé&rng
sloZitd a proto difve, neZ ji budeme vysvétlovat, zformulujeme otazky, na které
se budeme snaZit odpovédét:

¢ Jak se syntetizuje soutasné vedouci fetézec a Okazakiho fragmenty?

¢ Jak se z Okazakiho fragmenti vytvoii souvisly DNA-fetézec neobsa-
hujici uz RNA-primery?

SYNTEZA VEDOUCIHO RETEZCE A OKAZAKIHO FRAGMENTU.
Sledujme tuto syntézu podle obr. 134:

¢ 1. B&hem celé faze elongace se replikaéni vidlice pohybuji v obou
smérech od mista ori. Tento déj je navozovan helikdzou (DnaB-protein), ktera
odviji ve smé&ru 5'-3' matricovy ret€zec, na kterém probiha diskontinualni synté-
za, Odvinuté DNA-fet€zce se pokryvaji SSB-proteiny (tento proces vyZaduje
ptisun molekul ATP) (obr. 134a).

¢ 2. Syntéza jak vedouciho, tak i opoidujictho se Fetézce vyZaduje nezbyiné
pFitomnost RNA-primeru. Pro vedouci fetézec je to jen jeden primer, ktery se
syntetizuje v poléatku replikace. Dal$i primer jiZ neni nutny, nebot’ fetézec
vedouci se syntetizuje kontinualné od zadatku aZ do konce. U opozd'ujiciho se
fetézce se kazdy Okazakiho fragment syntetizuje od 3'-konce RNA-primeru.

sSB-proteinygm & € - @® Kazdy ssB-protein
@ e je tetramer.

e® ..
DnaB-protein
(helikaza) ADP+P &

@ smér pohybu

replikaéni vidlice
smér pohybu

helikazy

<t

Obr. 134a
Syntéza vedouciho fetézce a Okazakiho fragmenti
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poc&ateéni misto
primozomu

Okazakiho

RNA-primer fragment

5 smér prodluzovani

primozom Okazakiho fragmentd

Okazakiho fragment, z néhoZ
byl odbouran RNA-primer.

5 vbu ofi DNA-primaza Napojovéani deoxyribonukleotidt
<+—— Smer pohybu primozomu DNA-polymerazou lll vizanou na
oba matricové fetézce.

smér prodiuzovani .
vedouciho fetézce  RNA-primer
syntetizovany jako
prvni pii pohybu
primozomu. \

SSB-protei

Obr. 134b
Syntéza vedouciho fetézce a Okazakiho fragmentd

:Poéet RNA-primeri se proto rovnd poctu syntetizovanych Okazakiho fragmentit
(obr. 134b).

¢ 3. RNA-primery jsou syntetizovany DNA-primazou (DnaG-protein),
kterd je k této syntéze aktivovina helikdzou (DnaB-proteinem). DNA-primaza
je vazdna na helikazu a pii pohybu replikaéni vidlice syntetizuje fragmenty
RNA o délce 11 nukleotidti. Komplex primdzy s helikdzou DnaB, schopny pri-
padné jesté v kooperaci s dalSimi proteiny katalyzovat syntézu RNA-primeru na
DNA-Fetézci, ktery slouzi jako matricovy pro syntézu opozdujiciho se Fetézce,
se oznacuje jako primozom. Je tfeba upozornit na to, e primozom E. coli,
ktery zde popisujeme, je pom&rné jednoduchy. Sestava z helikdzy a DNA-pri-
mézy (obr. 134b). U bakteridlnich virG sestdvé jesté z dalsich proteini. Cel-
kem se rozeznavaji dva typy primozomii:

a) primozom typu oriC, ktery se tvofi v replikonech obsahujicich jako
potatek replikace oriC, coZ se tyka druhu E. coli;

b) primozom typu ¢X, ktery se tvoii v replikonech, v nichZ pocdiek
replikace soucasné slouZi jako specifické misto pro sestavovani primozomu
neboli misto pas. Tento primozom je sestaven ze Sesti proteinii: PriA-protein
(protein n' vyznadujici se helikdzovou aktivitou 3'-5", PriB-protein, PriC-pro-
tein (protein n"), DnaT-protein (protein i), DnaB-protein (helikdza) a DnaG-
protein (DNA-priméza). Primozom typu ¢X se tvoFi napt. p¥i replikaci DNA
fhga 60X 174.

Primozom se pohybuje ve sméru pohybu replikacni vidlice, tedy (jak uvi-
dime déle) proti sméru prodluzovdni Okazakiho fragmenti.
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¢ 4. Na 3-OH-konec kazdého primeru se za katalytické u€asti DNA-poly-
merazy Il napojuji deoxyribonukleozid-5"-trifosfaty za uvolnéni PP, coZ se dgje
(obr. 134b):

a) na matricovém Fetézci 5'-3' za postupné tvorby Okazakiho fragmentu
dlouhého asi 1 000 az 2 000 deoxyribonukleotidd,

b) na matricovém Fetézei 3'-5' za tvorby kontinualng syntetizovaného
vedouciho fetézce od 3'-OH-konce jen jednoho RNA-primeru.

¢ 5. Nastava viak paradoxni situace. DNA-polymeraza III jako dimerni
molekula (dvé katalytické jadra) se pohybuje ve smeéru replikacni vidlice. Téz
vedouci Fetézec se prodluZuje v tomto sméru. Na druhé strané viak Okazakiho
fragmenty se prodluzuji proti sméru pohybu replikacni vidlice a tedy i DNA-
polymerdzy (obr. 134b). Tento paradox vysvétlujeme v dalsim odstavci.

KOORDINACE SYNTEZY VEDOUCIHO RETEZCE SE SYNTEZOU
OKAZAKIHO FRAGMENTU VE SMERU POHYBU REPLIKACN{ VIDLICE.

Plivodng se predpokladalo, Ze matricovy fetézec, na kterém se syntetizuji Oka-
zakiho fragmenty, vytvoli smy&ku kolem ramene DNA-polymerazy III, které se
posouva po této matrici, a tak umoZzni soub&zné prodiuZovani Okazakiho frag-
menti a vedouciho fetdzce stejnou dimerni molekulou DNA-polymerazy III,
jednak ve sméru 5' - 3' a jednak ve sméru pohybu replika¢ni vidlice (obr. 134c).

5

Soubéina syntéza

ve sméru 5-3' 4
vedouciho fetézce §

a Okazakiho J

\ 5'
vedouei fragmentu.

fetézec

s hotovy
Okazakiho fragment

dimer DNA-polymerézy li RNA-primer syntetizovany

pravé primazou.

DNA-primaza

helikdza

| (DnaB-protein)
5 l3

Pro zjednoduseni nenf

zakreslena [3- svorka
a Y- komplex,

Obr. 134¢
Syntéza vedouciho fetézce a Okazakiho fragment(
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Tim se i veelku nazorné vysvétlovalo, pro¢ pro syntézu Okazakiho fragmenti
us musi byt pfipraveny 3'-konce ve form& RNA-primeri a jak sou¢asné na obou
matricovych fetézcich miZe probihat syntéza Okazakiho fragmenti a vedouciho
tetézce. Existence y-komplexu a posuvné svorky vede vSak k piedstavé, Ze syn-
téza vedouciho a opoZdujiciho se fetézce mize byt koordinovana ve stejném
sméru podle modelu vysvétleného na obr. 137a, b, c. Shriime proto nejdive, co
vime o Y-komplexu a posuvné svorce:

o 1. DNA-fetézce obsazené RNA-primery jsou specificky rozeznavany
ykomplexem DNA-polymerazy IIl. Tento komplex je DNA-dependentni ATPa-
20, kterd pFednosmé rozezndvd DNA nesouci RNA-primer a naklida na ni po-
suvnou B-svorku, ktera stabilizuje prodluZujici se dvoufet€zcoveé tseky a zvySu-
je procesivitu DNA-polymerazy III. Na opozdujicim se DNA-fetézci se na kaz-
dém Okazakiho fragmentu nachézi B-svorka, jejiz spojeni s DNA-fetézcem je
velmi pevné. Na vedoucim Fetézci je jeden RNA-primer, a prote se na néj vaze
jen jedna molekula B-svorky. Nevadi, kdyz opét zdtraznime, Ze vlivem f3-svor-
ky se stava dimer DNA-polymerdzy IlI vysoce procesival, ij. udrfuje ji ve spoje-
ni s matricovym a syntetizovanym vetézcem az do konce replikace.

@ 2. Proces naloZeni B-svorky na matricové fetézce se dgje podle obr. 135.

Po pozomném pietteni tohoto obrazku vidime, ¥e se y-komplex po naloZeni
B-svorky na DNA z tohoto procesu uvolni a B-svorka se spoji s jadrem DNA-

Y- komplex rozeznavéa matricovy fetézec spojeny s RNA-primerem
a za hydrolyzy ATP spoji p - svorku s DNA.

p-svorka

v-komplex
ATP ADP + Pan

5' RNA-primer / ‘ \ ﬁ 5 ( Xw\ 3

3!
Y-komplex se uvolni z DNA a navaZe se na dalsi
dsek, kde je DNA-fetézec spojen

s RNA-primerem. Katalytické jadro

DNA-polymerazy se spoji s p-svorkou. polymeraza
poly ysespoji s b (talytickéﬁjé 0)

Obr. 135
Schéma procesu naloZeni p -svorky na DNA pomoci y-komplexu
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polymerazy 111, kterym je katalyzovana syntéza Okazakiho fragmentu a vedoy-
ciho fetézce.

¢ 3. ykomplex viak nenf volny, jak nas v prvnim pfibliZeni informuje obr,
135, ktery ma zdiraznit jen funkei y-komplexu a B-svorky. Pfi procesu nakls-
dani PB-svorky na matricovy Fetézec a piijeti nové molekuly B-svorky je y-kom-
plex stale vazén na podjednotky 1 DNA-polymerazy 1II. V procesu nakladani
B-svorky se holoenzym DNA-polymeréazy III vaZe k matricovému fetézci pro-
stfednictvim podjednotek T. Po naloZeni na DNA se B-svorka spoj{ s jadrem
DNA-polymerazy IIl, kterym je katalyzovana syntéza Okazakiho fragmentu. Na
podjednotky T se pak prostfednictvim y-komplexu miZe navazat dalsi B-svorka
a cely proces nakladani se miiZze s nf zopakovat. P¥i tomto procesu se pokazdé
na zlomek sekundy jadro DNA-polymeréazy III uvoliiuje z matricového Fetézce
a opé&t s nim spoji u dal$iho primeru, na ktery bude naloZena nové [3-svorka a
zahdjena pak syntéza dal§iho Okazakiho fragmentu (obr. 136).

Holoenzym DNA-polymeréazy Il obsahuje dvé katalytické jadra
védzana na dimer podjednotky «.

Y-komplex reaguje s C-konci (- svorky a orientuje ji smérem k primeru.

¥ -komplex
RNA-primer \ v- komplex pFipraveny k navazani
I dal$i B-svorky.
g (N

matricovy DNA-fetézec

g-s vﬁ"ka ° \
/° 25

NA-polymeraza o
(katalytické jadro) " Viz téz

viz téZ obr. 137a, b obr. 137¢

Katalytické jédr9 reagufe se stejnymi C-konci na B- svorce jako y-komplex.
Proto mizZe zaujmout misto pivodné obsazené Y-komplexem,
Jakmile skonéi proces naloZeni B -svorky.
V holoenzymu je 'y-komplex spojen s DNA prostiednicvim jadra
pres podjednotky .,

Obr, 136
Interakce y-komplexu s B-svorkou as katalytickym j4adrem DNA-polymerazy il
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. rPROCE.SIVITA DNA-POLYMERAZY III V REPLIKACNI VIDLICL
KaZdy Okazakiho fragment je dlouhy asi 1 az 2 kb. Za sekundu se vytvoii 1 kb
takze syntéza jednoho Okazakiho fragmentu trva asi jednu aZ dvé sekundy. Té
znamend, Ze polymerdza musi rychle zahéjit syntézu u dalsiho RNA—priﬁwru.
Vzhledem k tomu, Ze je v butice jen 10 az 20 molekul holoenzymu DNA-poly-

RNA-primer

/ A Okazakiho
fragment

B-svorka

vedouci Fetézec

2
RNA-primer @

o
35 Dal$f svorka pfipravend
k naloZeni na voiny RNA-primer
Y-komplexem,

5!

Struktura holoenzymu je umisténa na zacatku replikaéni
vidlice tak, Ze na kazdém matricovém Fetézci je jedno
katalytické jadro.Y-komplex je vzhledem k obéma kata-
ytickym jadram poloZen asymetricky tak, aby sméroval
k opozdujicimu se Fetézci a mohl na néj opakované
nakladat [3 -svorky k zahéjeni procesivniho prodiuZovani
Okazakiho fragmentu. Tento obrazek znézoriiuje
situaci, v ni# se prodiuzuje Okazakiho fragment a
Y-komplex je ptipraven naloZit dal$i B -svorku na
volny RNA-primer.

Obr. 137a
Schéma modelu vysvétlujiciho procesivitu holoenzymu
DNA-polymerazy lll v replika&ni vidlici
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merazy III, nepfedpoklada se, Ze by syntéza kazdého dalsiho Okazakiho frag.
mentu na matricovém fetézci byla zahdjena novou molekulou tohoto enzymy,
Vychazi se ze zjisténi, ze béhem syntézy Okazakiho fragmentu na matricovém
fetézci je Pollll* spojena s B-svorkou a predpoklada se, Ze po dokon.éeni této
syntézy se z DNA rychle uvolni (rychlosti mensi neZ za 1 sekundu), pfid¢emy za-
nechava za sebou B-svorku. Po svém uvolnéni z DNA se pak P.olIII* okamyitg
spoji s novou B-svorkou na jiném mist§ obsazeném RNA-prn‘nerem. Jinymi
slovy, na matricovém fetézci, na kterém se syntetizuji Okazakiho fragmenty,
"skace" Pollll* mezi dvéma B-svorkami, tj. mezi tou, které je na konci Okazaki-
ho fragmentu, jehoZ syntéza skongila, a tou, ktera byla naloZena na novy RNA-
primer. :

Tato pfedstava se velmi dobie shoduje s celkovou strukturou holoenzymu
DNA-polymerazy Il a je zndzorngna schematicky na obr. 137a, kde je holoen-

V procesu nakiddéni

B-svorky se DNA-polymeréza ill 4
véZe k matricovému fetézci < 1

prostiednictvim podjednotek ¢

(viz obr. 136).

. Jakmile DNA-polymer4za prodlouzi na opozZdujicim se
Fetdzci Okazakiho fragment, y-komplex nalozf
B-svorku na voiny RNA-primer. Po dokoné&eni
syntézy Okazakiho fragmentu se oddélf katalytické jadro
od své § -svorky.

Obr. 137b
Schéma modelu vysvétiujiciho procesivitu holoenzymu
DNA-polymerazy Il v replika&ni vidlici
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zym umistén do pohybujici se replikaéni vidlice. KaZdé katalytické jadro DNA-
polymerazy Il je zndzornéno ve spojeni s B-svorkou, kterd je pbtx“*ebné pro
procesivni elongaci obou fet€zeld. Obr.137b ukazuje, jak y-komplex naklada
B-svorku do mista obsazeného RNA-primerem, a Ze pfi tomto procesu se sou-
¢asné dokontuje syntéza jednoho Okazakiho fragmentu. Uvolnéni katalytického
jadra polymerazy z B-svorky vede k uprdzdnéni jeho vazebného mista pro
B-svorku. Tento d&j predpokléda logicky spojeni jadra s novou B-svorkou na
daldim RNA-primeru (obr. 137c). Katalytické jadro uvolnéné z B-svorky se po-
sune k nové B-svorce naloZené na volny RNA-primer y-komplexem, aby zahaji-
lo prodluzovani dal$iho Okazakiho fragmentu. Cely cyklus probéhne béhem
jedné aZ dvou sekund. Je nutno jeSt€ poznamenat, Ze v bakteridini bufice je
dostatek molekul B-svorky, aby tento proces mohl kontinuélng probihat.

Nova B-svorka zaujme v katalytickém jéadre misto
uprézdnéné predchozi p-svorkou a zahéji se syntéza
dalsiho Okazakiho fragmentu.

Obr. 137¢
Schéma modelu vysvétlujictho procesivitu holoenzymu
DNA-polymerazy lll v replikagni vidlici
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TVORBA SOUVISLEHO RETEZCE Z OKAZAKIHO FRAGMENT{
Nakonec musi byt z Okazakiho fragmentii odstranény vSechny RNA-primery 3
vysledné DNA-fragmenty spojeny do souvislého ¥etdzce. Tento proces kataly-
zuje DNA-polymeréza I, kterd postupuje za DNA-polymerazou Il a postupng
odbourévé z 5'-koncti RNA-primery a napojuje na 3'-konce pedchozich Okaza-
kiho fragmentli komplementarn& k matricovému fetézci deoxyribonukleotidy,
Takto doplnéné fragmenty se pak spoji DNA-ligdzou (obr. 138).

TERMINACE REPLIKACE BAKTERIALNIHO CHROMOZOMU,
Replikace bakteridiniho chromozomu (E. coli jako zékladni model) kondi ng

specifickych sekvencich, které se oznaduji jako terminatory replikace nebolj
mista ter. Na né se vdZe specificky protein zvany Tus-protein, ktery inhibuje
aktivitu DnaB-proteinu (helikdzy), coZ zastavuje tvorbu replikaéni vidlice.

2.2.2
Replikace plazmidové DNA

Plazmidy jsou replikony kruZnicového typu, ale zna¢né mengich rozmérg
nez je bakteridlni chromozom. Zatimco obvod bakteri4lniho chromozomu mé¥i
piiblizn€ 1 mm, je obvod napt. F-plazmidu 31 a¥ 32 um. Principialng se viak
jejich replikace neli$f od replikace chromozomu. Je Semikonzervativni, semidis-
kontinudlni a vétsinou dvousmérnd,

REPLIKACE PLAZMIDU OTACIVOU KRUZNICL Malé kruznicové
replikony, mezi néz patti plazmidy a n&které genofory virt, se &asto replikuji
zpiisobem, ktery se nazyva replikace otadivou kruznici, nebot jejim znakem je,
ze replikacni vidlice postupuje jednim smérem po kruznici. Kruinice otadiva
znamena v pfeneseném slova smyslu model vyadiyjici zpiisob replikace ma-
ch krutnicovych molekul, podle kterého replikacni vidlice opakované postu-
puje po kruznicové matrici. Zhruba probihé takto (obr. 1394, b):

¢ 1. Replikace za&in na plazmidu v pocatku replikace ori.

¢ 2. Diéle budeme rozlifovat v molekule plazmidu pozitivni (+) a negativni
(-) DNA-fetézec. Pozitivni DNA-fet¥zec v podatku replikace ori je nejdtive ro-
zeznan Rep-proteinem, ktery hydrolyzuje v tomto misté jednu JSosfodiesterovou
vazbu. Tim se uvolni 5'-konec pozitivniho fetézce, ktery je pak z kruZnice vytla-
Covan 3'-koncem nové syntetizovaného fetézce, ktery se polymeraci za&ina
prodiuZovat (co¥ je p¥idinou vytlaovéni).

® 3. Rep-protein hydrolyzuje dale jests Jjednu fosfodiesterovou vazbu, a to
v terminaCnim useku replikace, tj. v mist& o4, v ndm3 je spojen vytlageny ma-
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3 ~ Pofadi enzymil Je stejné
s i v replikaénf vidlici vysvétiené

na obr. 134b.

Pridavani nukleotidi
k 3“-konci QOkazakiho
fragmentu.
& hotovy
/ RNA-primer

Okazakiho fragment
3!

Odbouravani primeru dlusiici
Spojeni 2 jeho 5-konce. procitzujict se
Okazakiho fragmentu. J Okazakiho fragment

RNA- Okazakiho Odstranéni primeru DNA-polymerézoul.
SSB-proteiny primer fragment P p

L0 3

matricovy retézec

Syntéza RNA-primerti DNA-primézou.

DNA-primaza

Viechny protem y kromé svorky

A oS

Spojeni Okazakiho fragmentu ligdzou.

ProdiuZujicl se
Okazakiho fragment. Obr. 138

Syntéza opozd'ujiciho se fetézce
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@

pozitivhi —»

vychozi

fetézec replikon 3'-konec
negativni 5'-konec
fetézec

Zde dochazi ke Stépeni
Rep-proteinem.

Zahajeni syntézy nového pozitivniho
retézce podie negativniho matricového.

ori $tépeny
. Rep-proteinem

novy fetézec
(poazitivni)

@ Stap

Sparovani volnych konci,
které jsou komplementérni.

Obr. 139a
Replikace plazmidil otaéivou kruznici

tricovy pozitivni fetézec s pozitivnim Yetdzcem, ktery se syntetizoval podle ne-
gativniho matricového fetézce.

¢ 4. Volné konce pozitivniho Fet8zce se vyznaduji komplementaritou. Proto
se sparuji a spoji katalytickym 0&inkem DNA-ligzy, ktera téZ spoji volné kon-
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Spojeni voinych konctt DNA-ligazou.

* ligaza produkt
replikace

Syntéza negativniho
fetézce pfes
Okazakiho fragmenty.

produkt
replikace

Okazakiho fragment

Obr. 139b
Replikace plazmidi otaéivou kruZnici

ce fetézce, ktery se syntetizoval podle matricového negativniho fetézce. Vysled-
kem této faze replikace je jedna novd molekula plazmidu (jeden produkt
replikace) a pozitivni kruZnicovy DNA-fetézec (to je ten, ktery byl vytlagen).
Nové molekula plazmidu miZe byt zahrnuta do nového cyklu replikace.

&  5.0d mista ori pozitivniho (vytladovaného) fet€zce zatne syntéza opoZ-
dujiciho se fetézce pres Okazakiho fragmenty pomoci proteint buiiky.

& 6. Vznikla molekula plazmidu, kde matrici byl pozitivni fetézec, miZe
pak vstoupit do dal$iho replikaéniho cyklu.

REPLIKACE KONJUGATIVNICH PLAZMIDU BEHE_M ’KONJUGAgE.
Replikace konjugativnich plazmidi méZe byt vyvolana spojenim donorovych
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endonukledz

Obr. 140
Replikace konjugativnich plazmid
béhem konjugace

bunék s recipientnimi. Signalem pro vstup plazmidové DNA do recipientni
bufiky je interakce pilusu donorové builky obsahujici plazmid s povrchem reci-
pientni butiky, po niZ dochazi k aktivaci specifické endonukledzy, kterou se
Stépi misto ori na plazmidu. Tim se uvolni 5'-konec jednoho fetdzce, kterym
tento fetézec vchézi do recipientni buiiky. ProtoZe se tento konec uvoliiuje po
nastépeni endonukledzou v misté ori vidy na stejné sekvenci nukleotids, je
pocdtek, kterym vstupuje Fetézec plazmidové DNA do recipientni buriky, vidy
stejny. Nepfeneseny fetézec v donorové butice je matrici pro syntézu komple-
mentarniho vedouciho Yetdzce, kiery se syntetizuje komtinuding. Podle fetézce
vytesiiovaného z kruZnice do recipientni buiiky se syntetizuje diskontinudiné
pfes Okazakiho fragmenty opozd'ujici se fetdzec, jehoz replikaci katalyzuje
DNA-polymeraza 1II recipientni buitky (obr. 140). V recipientni buiice se
potom dal3i replikaci vytvoti vice kopii téhoZ plazmidu (obr. 140).
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2.3
TRANSKRIPCE BAKTERIALNIHO GENOMU
(Bakteridlni transkripce)

Hlavni biologicky vyznam v$ech zplsobu replikace, s nimiZ jsme se
seznamili, spodiva v tom, Ze zajiStuji pienos genetické informace z matetské
molekuly DNA do dcefiné. Jak dokonaly, dimyslny a souasn€ slozity je enzy-
movy mechanizmus, kterym se replikace zajistuje jiz u organizm@ v evoluci
nejniZe postavenych, jako jsou bakterie! Samoziejmé, Ze tento pfenos geneticke
informace z rodiovskych organizmi na potomstvo musi byt piesny a pokud
mono bezchybny, aby v potomstvu zistala zachovéna geneticka informace pro
realizaci biologickych funkci. Nemén& dokonaly je téZ molekularni mechaniz-
mus, kterym je zajistovana realizace genetické informace, jejimz prvnim stup-
ném je transkripce. ‘

U bakterii dochazi k transkripci genetické informace z DNA (chromozo-
mové a plazmidové) do RNA. Tuto transkripci katalyzuje enzym DNA-fizena
RNA-polymerdza (EC 2.7.7.6) neboli DNA-fizena RNA-nukleotidyltransfe-
raza. Dal§f uzivany nézev je DNA-dependentni RNA-polymeraza. Béing se
véak pouziva nazvu RNA-polymeriza nebo transkriptaza. Od DNA-primézy,
ktera t&% piisobi jako DNA-fizend RNA-polymerdza, se lisf v tomto: DNA-pri-
méza katalyzuje pri replikaci syntézu krdtkych fragmentit RNA v zavislosti na
primozomuy, kdezto RNA-polymerdza katalyzuje pfi transkripci na matricovén
DNA-Fetézci syntézu dlouhych primdrnich transkriptil a ydZe se na promolor.
Jsou to priméarni transkripty:

¢ 1. Medidtorova ribonukleova kyselina (zkr. mRNA). Tato kyselina
nese piepis genetické informace obsaZené ve strukturnich genech a slouZi jako
matrice pro syntézu polypeptidového fetézce na ribozomu. U bakterii se tvofi
jako primérni transkript, ktery nepodléha jiz posttranskripéni ipravé sestfihem.

¢ 2. Prekurzorova ribozomové ribonukleova kyselina (zkr. pre-rRNA).
Je to primarni transkript gendl pro rRNA, ktery se postiranskripéné upravuje na
riizné funkéni typy ribozomové ribonukleové kyseliny RNA (zkr. rRNA).

¢ 3. Prekurzorové transferova ribonukleova kyselina (zkr. pre-tRNA).

Pfedstavuje primarni transkript gend pro tRNA, ktery se posttranskripcné upra-

vije na rizné funkéni typy transferové ribonukleové kyseliny (zkr. tRNA).
Podle primarnich transkriptd rozlisujeme tyto transkrip&ni jednotky:

a) transkripéni jednotky obsahujici strukturnf geny,

b) transkrip&ni jednotky obsahujici geny pro rRNA,

¢) transkripéni jednotky obsahujici geny pro tRNA.
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Na rozdil od eukaryot stejnd bakteridlni RNA-polymerdza katalyzyje
transkripci ve viech uvedenych typech transkripénich jednotek. a syntézu viech
uvedenych typit primdrnich transkripti. Viechny typy transkripénich jednotek
maji té% principialng stejnou strukturu. Sestivaji z promotoru, za kterym nasle-
duje obvykle vice genil a terminator. Primdrni transkript obsahuje véi§inoy
prepisy vice genit. Je tedy polygenni (&asto se téZ pouZziva misto terminu "poly-
genni" termin "polycistronni").

Transkripce kazdé transkrip¢ni jednotky probiha obecné ve tfech fazich:

¢ Iniciace transkripee, tj. sled déjii zahrnujici navdzdni RNA-polymerdzy
na promotor a zahdjeni syntézy RNA-Fetézce.

4 Elongace RNA-Fetézce. Tato faze je charakteristickd postupnym pripo-
Jovdnim nukleozid-5"-monofosfétii k 3'-konci RNA-Fetézce pFi jeho polymeriza-
ci na matricovém Fetézci.

¢ Terminace transkripce, tj. zakonleni transkripce transkripcni jednotky
zahrnujici procesy zastaveni elongace DNA-Fetézce na termindtoru a jeho uvol-
néni z matricového retézce.

2.3.1
Transkripéni jednotka bakterialniho genomu

NEOPERONOVE TRANSKRIPCNI JEDNOTKY A OPERONY. Transk-
ripéni jednotky bakteridlniho genomu jsou dvojiho typu (obr. 141):

@ operony,

® neoperonové transkripéni jednotky.

Zakladni funkéni elementy obou téchto typt transkrip&nich jednotek jsou
promotor, startovaci nukleotid, pfepisované geny a terminator. Operony se i
od neoperonovych transkripénich jednotek v tom, Ze se mezi jejich promotorem
a startovacim nukleotidem nachazi reguladni oblast oznatovana jako operitor.
Transkrip&ni jednotky obsahujici operator se oznaduji jako operony. Operon je
tedy transkripcni jednotka, kterd je Fizena promotorem a operdtorem. Opera-
tor je regulacni oblast na DNA, na kterou se vdze protein, ktery se oznacuje ja-
ko represor. Po vazbé aktivniho represoru na operdtor se transkripce v transk-
ripéni jednotce zastavi. Operétor jako reguladni oblast v té funkci, Ze se na ni
vaZe aktivni represor, se miiZe téZ pfekryvat do v&ts{ nebo mensi miry s promo-
torem. I v takovém ptipad€ po vazbg represoru na operéator bude dochézet k za-
staveni transkripce.

Neoperonova transkripcni jednotka je Fizena jen promotorem.
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NEOPERONOVA TRANSKRIPCNi JEDNOTKA

o startovaci nukleotid terminator

promotor

operator OPERONY
+1

operator
pfekryvajici se
s promotorem

Obr. 141
Zakladni schéma transkripénich jednotek bakteriéiniho genomu

BAKTERIALNI PROMOTOR. Bakteridlni promotor obsahuje tyto hlav-
ni sekvence (obr. 142):

¢ 1. Sekvenci soustfedénou kolem nukleotidu -35, jejiz konvenéni sestava
je:

SSTTGACAT3.
Takové sekvence, které se obecné mezi srovnavanymi nukleotidovymi sekvence-
mi o stejné funkci vyskytuji nejéastéji, budeme nazyvat jako sekvence konven-

¢ni. Od konvenéni sekvence se tedy sekvence promotori jednotlivych druhi
mohou lidit a nemusi byt s nimi zcela homologické. Ale n&které nukleotidy se

ve viech sekvencich vyskytuji stabilné.
¢ 2. Sekvenci, ktera se nachdzi kolem nukleotidu -10 a oznatuje se jako
Pribnowilv box, jehoZ konvenéni sestava je:

55TATAATZ.

-35 40 »
Pribnow(v startovaci
box nukleotid

Obr. 142
Funkéni elementy bakterialniho promotoru
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Box je obvykle krdtkd nukleotidovd sekvence o stejné funkci vyskytujict
se v riznych obméndch na stejném misié v regulacni oblasti.

Celkové lze fici, Ze promotory jednotlivych transkripénich jednotek bak -
teridlntho chromozomu jsou si do jisté miry podobné, ale nejsou totozné. Jejich
podobrnost v nukleotidovych sekvencich zajistuje jejich afinitu k jediné RNA-po-
lymerdze, zatimco rozdily mezi nimi rozhoduji o mife této afinity, tj. tzv. sile
promotori. Silny bakteridlni promotor se vyzrnacuje vysokou frekvenci inici-
ace transkripce na rozdil od slabého bakteridlniho promotoru vyznacujiciho
se vzhledem k standardnimu promotoru nizkou frekvenci iniciace transkripce.
Promotor je tim silnéj§i, éim vice se Pribnowily box a sekvence kolem nukleoti-
du -35 bliZi konvendnim sekvencim. Proto také mutace, které oddaluji sekvenci
promotoru od jeho konvenéni sekvence, sniZuji jeho silu.

BAKTERIALNI RNA-POLYMERAZA. Tato RNA-polymerdza rozezndvé
promotory viech transkripénich jednotek. Ve form& Gplného enzymu (holoen-
zymu) sestava bakteridlni RNA-polymeraza z t&chto podjednotek:

2 0. o molekulové hmotnosti 40 000 kazda;
1 B o molekulové hmotnosti 155 000;

1 B' o molekulové hmotnosti 160 000;

1 ¢ 0 molekulové hmotnosti 85 000.

RNA-polymerazu o této struktufe méa v&tSina bakterii. Jednotlivé podjed-
notky, které jsme uvedli, maji nasledujici funkce:

® Podjednotky o udrzuji stabilitu skladby celé molekuly polymerézy.
¢ Podjednotka B podmitiuje vazbu ribonukleotidii na polymerazu.

¢ Podjednotka ' podmitiuje spojeni RNA-polymerazy s matricovym DNA-
-fetézcem, tedy s negativnim.

¢ Podjednotka ¢ oznatovana té jako faktor & (sigma-faktor) podmifivje
vazbu RNA-polymerézy k promotoru. Nevyznaluje se katalytickou funkei, ale
zajistuje, aby se RNA-polymeraza vézala jen na promotor a na Zadnou jinou
sekvenci. Bez tohoto faktoru sice RNA-polymeraza katalyzuje syntézu RNA na
matricovém DNA-fetézci, ale nezadin4 ji na specifickém mists. Teprve za pii-
tomnosti o-faktoru za¢ina syntéza RNA od promotoru. Lze tedy o-faktor defi-
novat jako podjednotku RNA-polymerdzy podmirijici jeji specifickou vazbu na
promotor.

TYPY BAKTERIALNICH TERMINATORY TRANSKRIPCE. Termini-
tory transkripce jsou u bakterii dvojiho typu:
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¢ 1. Terminatory nezavislé na ré-faktoru, tj termmatory, na kterych kon-
¢ transkripce bez Gcasti ro-faktoru.

¢ 2 Termin}é'tory na ro-faktoru zavislé, tj. termindtory, na nichZ transkri-
pce mitze skondit jen za pfftomnosti ré-faktoru.

Ré-faktor je protein, kiery na termindtorech na ném zdvislych katalyzuje
wolnéni dokonceného RNA-Fetézce z matricového (negativniho) DNA-Fetézce a
zakonéuje tak transkripci.

Dtive nez zaéneme s popisem struktury téchto terminétord, je nutno si
uvédomit, Ze termindtor se cely prepise do RNA, kterd se pak z ného uvolni (po-
piSeme tento dé&j o néco dale). Nyni si v§imnéme jen strukturnich vlastnosti ter-
minatorti na ro-faktoru nezavislych (obr. 143):

1. Pfed mistem, na kterém se uvoliluje RNA-fetézec z DNA, je sekvence,
ktera md komplementarni prot&jSek na stejném DNA-fetézci. Obé navzijem
komplementarn{ sekvence jsou pieruseny jinou sekvenci oznagenou jako jedi-
neénd sekvence.

2. Konec terminatoru na negativnim fet®zci, na kterém se uvoliiuje RNA,
je tvofen osmi A, které se pfepisuji do RNA na odpovidajici poCet U.

Transkripci celého terminatoru se vytvofi RNA vyznadujici se vlasenko-
vou strukturou vlivem komplementdrnich sekvenci a smylkou ve vidsence
vzniklou vlivem jedine&né sekvence, a koncem z osmi U.

Termindtory na ré-faktoru zavislé maji podobnou strukturu. Zakladni
rozdil mezi ob&ma typy terminatord viak spodiva v tom, Ze terminatory zéavislé
na ré-faktoru nekon&i sekvenci AAAAAAAA piepisovanou v mRNA do UUU-
UUUUU, ale jinou sekvenci, napf. GTTAGAA piepisovanou v mRNA do
CAAUCUU.

jedine&na
sekvence

3 em——————— T ATGG TCGGGCGGATTCCTCGCCC

vlasenka
se
smyckou

A G

U
Cc A

. negativni
DNA-fetézec

mRNA
g AUACC

Q00000

G
c
G
G
G
c
U

vuuuuuuy

Obr. 143
Struktura terminator nezavislych na ré-faktoru a jejich prepis do mRNA
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Vyznam sekvence UUUUUUUU spotiva v tom, Ze predstavuje signi] pro
uvolnéni RNA-polymerazy a mRNA z negativniho DNA-Tfetézce. Tato sekvence
se nevyskytuje u terminatorli na ré-faktoru zavislych a proto k uvolnéni RNA-
polymerdzy a mRNA je na téchto terminatorech zapotiebi ro-faktoru.

2.3.2
Priibéh transkripce bakteridlniho genomu

INICIACE TRANSKRIPCE. Sled dgjii, které jsou zahrnuty do iniciace
transkripce, Ize povSechné popsat takto (obr.144a, b, ¢, d):

A4 1. Nejdiive se RNA-polymeraza prostfednictvim sigma-faktoru navaze na
promotorovou sekvenci -35 a na Pribnowiiv box (obr. 144a). Tato vazba je
velmi specifickd, jelikoZ urCuje, Ze RNA-polymerdza zadne transkripci t¢
transkrip&ni jednotky, k jejimuZ promotoru se navazala. Vysledkem tohoto pro-
cesu je tvorba tzv. uzavieného transkripéniho binirniho komplexu, (. komp-
lexu sloZeného z holoenzymu RNA-polymerdzy a promotorové oblasti dsDNA,
Jejiz Fetézce jesté nejsou rozvinuty. RNA-polymeraza méni v tomto komplexu
svou konformaci, coZ se projevuje ve zméné jejiho tvaru a délky. Cely enzym
pokryva tisek promotoru a transkripéni jednotky v rozsahu -50 az +20 bp.
Sigma-faktor se vaZe na sekvenci -35 a k Pribnowovu boxu prostiednictvim
nékterych aminokyselin, které se nachazeji v &asti jeho molekuly, v niz se tvoi
sekundérni struktura typu o-helixu (obr. 145). Se kterym fetézcem ma viak
RNA-polymeriza vice kontakt, s pozitivnim nebo negativnim nebo s obéma
stejn&? Vice kontaktis md s s pozitivnim Fetézcem. To znamen4, ¥e se na tento
fet€zec i pevndji vaZe (obr. 146).

¢ 2. Zatimco funkee sekvence -35 je rozpoznavaci (je rozpoznavana toliko
sigma-faktorem), spo&ivd funkce Pribnowova boxu v tom, Ze premériuje
uzavieny bindrni komplex na otevieny. V Pribnowové boxu se totiz uvolni
vazby mezi pozitivnim a negativnim fetézcem a DNA se zde rozvine. Také viak
v otevieném bindrnim komplexu zachovava RNA-polymeraza stejny tvar a
velikost jako v komplexu uzavieném a pokryva té% tisek DNA ve stejném
rozsahu (obr. 144b).

¢ 3. RNA-polymer4za zfistava stile na stejném mist&, ale od startovaciho
nukleotidu jiz zadina katalyzovat prvni reakei za tvorby fosfodiesterové vazby
mezi dvéma ribonukleotidy. Pfitom se je§t& neméni Jeji tvar a velikost. Produk-
tem reakce je dinukleotid, coZ je jiz zacdtek syntézy RNA. S timto dinukleotidem
tvoff RNA-polymerdza tzv. otevieny transkripni terndrni komplex, jeho
slozkami tedy jsou DNA, RNA-polymerdza a poddtecni Jragment RNA sloZeny
ze dvou ribonukleotidii (obr. 144c),
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RNA-polymeréza |
(holoenzym)

RNA-polymeréza zméni tvar i velikost

~ po rozpozndni promotoru
sigma-faktorem.

s

uzavieny binarni komplex

Obr. 144a
Iniciace transkripce

otevieny binarni komplex

Obr. 144b
Iniciace transkripce

V otevieném binarnim komplexu je DNA rozvinuta v dseku 11 a% 17 bp.
Tato mistn{ denaturace zptisobi pnut{ v oblasti mezi -35 a -10, k GemuZ jesté
prispiva ohybani DNA kolem molekuly RNA-polymerazy.

FLONGACE RNA-RETEZCE. Za startovacim nukleotidem pokratuje
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-50 -40 @ -30 -20

+20 bp

otevieny ternarni komplex

Cbr. 144¢
Iniciace transkripce

syntéza RNA 2 jeji prodluzovéni. Tuto polymeraci katalyzuje RNA-polymeriza
bez sigma-faktoru, ktery se z ni uvolnil, jakmile se vytvoril po&ateéni fragment
RNA (obr. 144d).

RNA-polymerdza se posunuje po DNA a pfepisuje asi 40 nukleotidd za
sekundu. Oblast, ve které je DNA v otevieném ternarnim komplexu rozvinuta
do polynukleotidovych fetézct, je dlouhd pfiblizné 18 bp. Hybrid RNA-DNA je
dlouhy 2 aZ 3 bp (plivodné se predpokladalo 12 bp). Je tedy zna&né krétky a
pfechodny. Jako hybrid RNA-DNA se oznaduje dvousroubovice, kterd sestdva
z DNA-Fetézce a RNA-Fetézce a vznikd prFechodné pri transkripci. Stabilngji se
RNA véZe aZ ke svému vazebnému mistu na molekule RNA-polymerazy.

Pfi pohybu RNA-polymerdzy béhem elongalni fize se v mist& styku pro-
ximélni ¢asti RNA-polymerdzy s DNA dvousroubovice DNA rozplét a tam,
kde se RNA-polymerdza styka distdln{ &asti s DNA, se opé&t obnovuje dvou-
Sroubovicovd struktura DNA. RNA-polymerdza se pohybuje ve sméru od 3
-konce negativniho DNA-Fetézce k jeho 5'-konci. Syntéza RNA-probihd ve smé-
ru 5'-3"a v tomto sméru se RNA téZ prodluzuje. Samozfejmé, Ze p¥i svém posu-
nu dopfedu RNA-polymerdza méni topologicky stav pfepisované DNA. Pred
mistem odvinovdni zavddf do DNA kladné nadsroubovicové vinuti a za misten
svinovani DNA-Fetézei nadsroubovicové vinuti zdporné. Celkovy pohled na e-
longaéni fazi transkripce je uveden na obr. 147.

VYMENY SIGMA-FAKTORU A NusA -PROTEINU PRI TRANSKRIPCL
Jak bylo jiz n&kolikrat uvedeno, RNA-polymeréaza béhem transkripce prochazi
stavem, kdy je na ni vzan sigma-faktor. V tomto stavu se vdZe na promotor.
Jakmile se z ni sigma-faktor uvolni, navi?e se na ni protein NusA a s timto -
proteinem dorazi aZ k terminatoru. KdyZ se z terminatoru uvolni, je opét nahra- |
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sigma-faktor se uvoliiuje P¥i zakonéGeni faze iniciace a vstupu do
z RNA-polymerazy. faze elongace méni sigma-faktor i
RNA-polymeraza svou konformaci, coZ
se projevuje zménou v jeji velikosti i
tvaru,

Obr. 144d
Iniciace transkripce

ar

usek sigma-faktoru tvofici o-helix

Asi dv Treonin a arginin
se vaZou k této oblasti. se vaZou
k Pribnowovu boxu.
5 TTGACA = = TATAAT #1.%

-35 40
pozitivni DNA-fetézec promotoru

Obr. 145
Vazba sigma-faktoru na promotor

zen sigma-faktorem, kterym je pak zahéjen dalSi proces iniciace transkripce.
Sigma-faktorem je tedy navozena iniciace transkripce, kdezto NusA-proteinem
jeji terminace. Vzajemna vyména sigma-faktoru s proteinem NusA je schema-
ticky znazornéna na obr. 148.
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mista kontakti mista kontaktd
s RNA-polymerazou s RNA-polymerdzou
na pozitivnim Fetézci na negativnim retézci

pozitivni fetézec —+ ¢

negativni fetézec

oromotor g el

Obr. 146

Kontakty RNA-polymerazy s DNA a zviasté s dsekem, ve kterém
se nachéazi promotor

negativni DNAfetézec
5 C-G-A-A-T-G-G-A-A-T- A=dal8i napojujici se
...... ~G-T T !
U-C-G-A-G-G-C\p, A’%A-G-G-U-U% -C-C-U-U-A*"""Gw,  Nukleotid
3'-A-G-C-T-C-C-G” U RNA 3 ~A-G-C-T-T-C-C-A-G-5'
DNA
g T-C-G-A-G-GCw 1~ T-C-G-A-A-G-G-T-C-3'
TG ,G"C/
A-G-C-T-T-A-C-C-T-TA- A
pozitivni DNAfetézec

»——————smér pohybu RNA-polymerazy——
5 »————————smér syntézy RNA > 3

(prodluZuje se RNA-fetézec na 3-konci}

Obr. 147
Celkovy pohled na elongaéni fazi prokaryotické transkripce
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Iniciace transkripce na promotoru

sigma-fakto

RNA-plyeréza

|
o - faktor rozeznévéa sekvenci -35 na promotoru.
Po skonéeni této funkce se z RNA-polymerdzy
uvoliiuje. RM%polymeréza katalyzuje transkripei
bez sigma-faktoru, ktery je v prubéhu elongace
nahrazen NusA-proteinem.

Terminace

RNA-polymerdza se z termingtoru uvolni
a NusA-protein }le opét

nahrazen sigma-taktorem.

Obr, 148
Vzajemné vymény sigma-faktoru a NusA-proteinu na RNA-polymeraze

TERMINACE TRANSKRIPCE NEZAVISLA NA R6-FAKTORU. Termi-
nace transkripce, ktera se uskute¢iiuje na terminatorech, zahrnuje obecng tyto
de&je:
® zastaveni pohybu RNA-polymerazy,

A 4 uvolnéni hotové RNA,

* uvolnén{ RNA-polymerazy z DNA.

Transkripei terminatoru se v RNA vytvoii vlasenka, na kterou se pravdé-
podobné& navéZe po zastaveni svého pohybu na vyse uvedenych sekvencich
RNA-polymeriza, kter sta¢i jest& uvedené sekvence prepsat do UUUUUUUU.
Hybrid RNA-DNA neni na téchto sekvencich stabilni a rozpadne se na volnou
RNA a DNA. Z RNA-polymerazy se uvolni NusA-protein a je nahrazen sigma-
faktorem.

"TERMINACE TRANSKRIPCE ZAVISLA NA R6- FAKTORU. Ré-faktor
je protein o molekulové hmotnosti 46 000. Je viak aktivni ve formé& hexameru.
Vire se bshem transkripce na 5'-konec mRNA, pravd&podobn& na né&kterou
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specifickou sekvenci a pohybuje se smérem k terminatoru transkripéni jednot-
ky. Mezitim se po negativnim DNA-fetdzci té% posouvd RNA-polymeriza
piepisujic jej do mRNA. Jakmile dorazi k terminatoru, zastavi na kratky Sasovy
interval sviij pohyb. Rychlost pohybu RNA-polymerdzy po negativnim DNA-
Fetézci a pohybu ré-faktoru musi byt natolik zkoordinovdna, aby mohlo dojit ke
kontaktu vé-faktoru s RNA-polymerdzou na termindtoru, kde je ro-faktor roze-
zndvdan NusA-proteinem, ktery je, jak jiz vime, pfechodnou soudasti RNA-
polymerazy. R6 - faktor katalyzuje po vazbé na tento protein odvijeni mRNA
z DNA-Fetézce a uvolnéni RNA-polymerdzy. K tomu je zapotiebi ATP, ktery je
hydrolyzovan ré-faktorem vyznagujicim se aktivitou ATP-4zy.

233
Transkripcee strukturnich geni

STRUKTURNI ZVLASTNOSTI TRANSKRIPENI JEDNOTKY OBSA-
HUJICI STRUKTURNI GENY. Bakterialni transkripni jednotka obsahujici
strukturni geny se li3f od ostatnich transkrip&nich jednotek v tom, Ze mezi pro-
motorem a prynim strukturnim genem za startovacim nukleotidem md tzv. ve-
douci sekvenci. U operoni se tato sekvence nachazi hned za operétorem.

Biologicky vyznam vedouci sekvence spo&iva v tom, ¥e se v ni nachazi
tzv. Shineova-Dalgarnova sekvence, kterd se piepisuje z negativniho DNA-
fetézce do 5'-konce mRNA jako:

SSAGGA3.
Touto sekvenci se pak mRNA vaze k sekvenci3' UC C U 5' nachazejici se na
3'-konci 16 S-rRNA ribozomové podjednotky 30S.

BAKTERIALN] MEDIATOROVA RNA. Transkripci transkripéni jed-
notky obsahujici strukturni geny vznikd RNA oznadovana Jjako mediatorova
(zkr. mRNA). U bakterii ji medistorovou &inf to, e obsahuje pfepis Shineovy-
Dalgarnovy sekvence, kterou se miiZe vazat k ribozomiim a na nich byt prekla-
déna do primarni struktury proteind. Primdrni transkripty vznikajici prepisem
transkripcnich jednotek, které nemaji Shineovu -Dalgarnovu sekvenci, se nemo-
hou vdzat k ribozomdm, a proto se neprekladaji. Piisobi Jjako ¥rRNA nebo tRNA.

Primarnim transkriptem transkrip&ni jednotky obsahujici strukturni geny
je tedy u bakteril mRNA vyznalujici se jest® t&mito strukturnimi vlastnostmi
(obr. 149):

2 1. Obsahuje na 5'-konci prepis vedouci sekvence, ktera se nepieklada.

¢ 2. Za vedouci sekvenci obsahuje pfepisy strukturnich genti, z nich¥ kazdy




2.3 TRANSKRIPCE BAKTERIALNIHO GENOMU
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transkripéni jednotka -
(vyjadirena v negativnim DNA-fetézci)
startovaci nukleotid | +strukturni geny
5'
1CC terminéator

—— T vedouci |
promotor | corvence [TAC ATC

UAG koncova
skee

5|

Na ribozomu se pfeklada jen tento tisek:

* mRNA »

Useky obsazené geny A, B, C jsou mnohondsobné delsi neZ ostatnil
Schéma upozorfiuje jen na sloZeni transkripéni jednotky a mRNA.
Neupozoriiuje na délku jednotlivych asekd.
Obr. 149
Schéma bakteridini mRNA a transkripéni jednotky
obsahujici strukturni geny

se pekladd do primarni struktury jedné molekuly polypeptidového fetézce.
Kazdy strukturni gen je vymezen inicialnim a terminacnim kodonem,

¢ 3. Na 3'-konci obsahuje prepis termindtoru koncict osmi U. Tento prepis
se oznaduje jako koncova sekvence a nepieklada se.

¢ 4. Je multigenni (polycistronni). Obsahuje pfepisy nékolika gentl.

Bakterialni mRNA se posttranskripéné neupravuje. SlouZi bezprostfedné
jako matrice pro tvorbu primarni struktury polypeptidu.

Zivotnost molekul bakterialni mMRNA je kratk; polotas Zivota je u vétsi-
ny bakteridlnich mRNA jen nékolik minut. Velmi brzy poté, co se syntetizuji,
se rozkladaji. Rozklad mRNA je tak rychly, Ze z celkové RNA v kterémkoli
Sase jen 3% jsou molekuly mRNA. Rozklad se dgje ve sméru 5-3' katalytickym
adinkem ribonukledzy. Vigi rozkladu jsou chranény jen &asti mRNA pokryté
ribozomy.

SOUVISLOST TRANSKRIPCE DO mRNA S JEJI TRANSLACI. Tran-
skripce je u prokaryot bezprostfedné spfazena s translaci. To znamen4 konkrét-
ng, e soudasnd s transkripci mRNA probiha translace téze molekuly mRNA a
polypeptidovy fetézec se tedy zalne syntetizovat je3té pred dokon&enim transk-
ripce (obr. 150).

P#i 37 °C se mRNA prodlouZi o 40 nukleotidfi za sekundu, coZ odpovida
prodlouzeni polypeptidového fetézce o 13 aminokyselin. U nékterych
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N RNA-polymeraza

zadatek transkripce pokryje se ribozomem a zaéne jeho
translace do polypeptidového fetézce,

- - : prodluzu.”c' se polypephdovy i‘etézec

konec se rozklédé ve sméru 5 ~3'aje pomalejsf
\nez posun ribozom a transkripce. Prvni ribozom se posune smérem
k 3“-konci mRNA a postupné, jak
se mRNA prodiuZuje, napoji se na
e, jeji 5'konec dalsi ribozom atd.

konec transkripce

Jakmile transkripce skonéf

na terminétoru, pokracuje V tomto pripadé se vytvofilo
rozklad mRNA: ribonukledzou, pét molekul polypeptidovych fetézcy,

dokud se tipiné nerozloZi.

Obr.150
Sprazeni transkripce s translaci

transkripCnich jednotek piipadd az 15 iniciaci transkripce za minutu, takZe se
vytvoii 15 molekul mRNA, z nichZ kazda je pokryta 30 ribozomy. Na kaZdé se
tedy vytvoii 30 polypeptidovych fetézci. SpfaZeni transkripce s translaci u
bakterii je tedy velmi efektivni proces syntézy proteind. Nékolik ribozomi:
spojenych jednou molekulou mRNA se ozna&uje jako polyribozom.

2.3.4
Bakterialni transkripce genti pro rRNA a tRNA

TRANSKRIPCE GENU PRO rRNA. Geny, které jsou prepisovany do
pfisludné rRNA u bakterii, se nachazeji na chromozomu v péti a deviti kopiich.
Tento pocet gent pro rRNA se vyvinul zfejmé z toho diivodu, %e rychle rostouci
butiky spotfebuji znaéné mnoZstvi rRNA. Na chromozomu jsou geny pro rRNA
sefazeny do skupin; kazd4 skupina gent pro rRNA se piepisuje jako transk-
ripeni jednotka. U £. coli K12 jsou geny v transkripéni jednotce sefazeny, jak je
uvedeno na obr. 151. Na chromozomu se nach4zi sedm takovych transkripénich
jednotek. Mezi nékterymi geny jsou vmezefeny geny pro tRNA. Kad4
transkripéni jednotka mé dva promotory P1 a P2 a dva terminatory T1 a T2.
Promotor P1 je pravd&podobné hlavni.

Kazda transkrip¢ni jednotka se nejdfive pfepisuje do pre-rRNA, kterd mé
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terminatory

promotory transkripce
pre-rRNA l

posttranskripéni Gprava
{vy$tépeni funkénich produki)

168-rRNA tRNA 235-rRNA 5S-rRNA  tRNA

Obr. 151
Transkripce transkrip&ni jednotky pro rRNA

transkripce

pre-tRNA

W\J

posttranskrip&ni uprava
(vystépeni funk&nich produktd)

Lo
to oot e ;

tRNA  tRNA tRNA tRNA

Obr. 152
Transkripce transkripéni jednotky pro tRNA

sedimentadni koeficient 30S (30S-pre-rRNA) a posttranskriptné se §tépi na
sekvence odpovidajici 5S-rRNA, 16S-rRNA a 23S-rRNA. Vystépeni sekvenct
pledstavujicich jednotlivé typy rRNA se uskutetiiuje RNA4zou IIl. Sekvence
predstavujici tRNA jsou vy$tépeny jinymi enzymy. Kazdé sekvence odpovi-
dajici rRNA a tRNA vytvari sekundarni strukturu vlivem intramolekuldrniho
parovani baz{ (obr. 151).
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TRANSKRIPCE GENU PRO tRNA. U E. coli byly zjistény dv& multi-
genni transkripéni jednotky obsahujici geny pro tRNA. Pro obé je charakteris-
tické, 7e obsahuji jen jeden promotor, a Ze posledni gen je strukturni, napf. gen
pro elongadni faktor EF-Tu. Cela transkripéni jednotka se prepiSe do pre-tRNA,
kterd vytvati v mistech pfepisu jednotlivych genii sekundarni strukturu charak-
teristickou pro tRNA. Usek odpovidajici pfepisu genu kodujiciho EF-Tu mé
funkci mRNA, nebot obsahuje na 5'-konci Shineovu-Dalgarnovu sekvenci,
kterou se p¥ipojuje k ribozomu (obr. 152).
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2.4
TRANSLACE BAKTERIALNI mRNA
(Bakteridlni translace)

Nezbytnou podminkou exprese strukturnich gendi je translace mRNA,
kterd u bakterif je primarnim transkriptem t&chto genti. Vychozimi latkami pro
granslaci je 20 standardnich aminokyselin + selenocystein, jimiZ je cytoplazma
sisobena. Na ribozomech se z nich tvoii za ugasti tRNA polypeptidové fetézce
podle informace obsazené v mRNA. K translaci musi byt viak aminokyseliny
chemicky aktivovany. To se déje procesem, ktery se oznaluje jako aktivace
aminokyselin, Tento proces je katalyzovan aminoacyl-tRNA-syntetizami a
jeho vyslednymi produkty jsou aminoacyl-tRNA (aa~tRNA), tj. tRNA, na
keré je chemicky aktivai aminokyselina vdzdna ve formé svého aminoacylu.
Proces jejich dopravy na ribozomy je fizen iniciaénimi a elongaénimi faktory.
D¥ive neZ ptistoupime k popisu pribéhu vlastni translace, je nutno vyloZit:

¢ strukturu tRNA,
¢ aktivaci aminokyselin,
$

strukturu a slozeni prokaryotickych ribozoma.

Podobn& jako replikaci a transkripci, lze 1 proces bakteridlni translace
rozdélit do i fazi:
¢ 1. Iniciace translace, tj. zahdjeni translace zahrnujict sled déji, jejichZ
vsledkem je iniciacni komplex. Inicia¢ni komplex sestdvd z ribozomu 708,
molekuly mRNA a iniciacni IRNA. Iniciatni tRNA se rozumi tRNA vstupujict
pii translaci jako prvni do peptidylového mista na ribozomu a vdzajici se anti-
kodonem na iniciacni kodon mRNA. Proteiny, které se podileji na Fizeni irans-
lace, se oznaduji jako iniciaéni faktory.

¢ 2. Elongace polypeptidového etézee, tj. prodluzovani polypeptidového
fetézce polykondenzaci aminokyselin na ribozomu podle informace v mRNA.
Nu Fizeni tohoto procesu se podileji dva chemicky riizné proteiny, kter¢ se nazy-
vaji elongaéni faktory.
¢ 3. Terminace translace, tj. déje zahrnuté do procesu zakondeni syntézy
polypeptidového Fetézce na ribozomu, které je signalizovdno terminaénim ko-
donem, a uvolnéni polypeptidového Fetézce jako konecného translacniho pro-
duktu z ribozomu. Terminace translace je Fizena proteiny, které se oznaduji ja-
ko terminadni faktory.

Translace je kone&ny proces prenosu genetické informace z genu do pro-
teinu, v némZ se tato informace realizuje ve forms prekladu do primérni struktu-
ry polypeptidového fetézce (proteinu).
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2.4.1
Transferova RNA (tRNA)

PRIMARN{ STRUKTURA tRNA. Kazda tRNA obsahuje piiblizng 74 az
95 nukleotidi a ma molekulovou hmotnost kolem 80 000. Jeji 3'-konec sestavé
ze sekvence CCA. Na 5'-konci je obvykle zbytek guanylové kyseliny. Mezi
nukleozidy, které tvofi primarni strukturu tRNA, je nékolik s neobvyklymi
bazemi (obr. 153):

v = pseudouridin,

1 = inozin,

A = Né-izopentenyladenozin,
T = ribotymidin,

S'U = 4-tiouridin,

m'G = 1-metylguanozin,
DHUneboD = dihydrouridin.

Tyto neobvyklé nukleozidy vznikaji enzymovou modifikaci jiz vytvo-
feného polynukleotidu. Nezarazuji se do ného p#i transkripci. Vyskytuji se ve
viech molekul4dch tRNA a nejsou v nich rozd&leny ndhodné. Napf. dihydrouri-
din se vyskytuje jen v D-rameni, pseudouridin v pseudouridinovém rameni atd.
Jaka je funkce modifikovanych béazi v tRNA? Je jisté, Ze maji pozitivni vliv na
piesnost syntézy proteini a v né&kterych piipadech téZ na pifesnost navazani
aminokyseliny k tRNA. Nékteré ovliviiuji parovani bazi (str. 134, 138).

Svou priméarni strukturou se jednotlivé druhy tRNA navzijem lisi a ozna-
¢uji se indexem podle aminokyseliny, jejiZz pienos uskute&iiuji. Transferova
RNA piendsejici do ribozomi alanin se oznaduje jako tRNA*, tRNA pfenase-
jici leucin se oznaluje jako tRNA™ atd. JestliZe je na tyto tRNA navazana
aminokyselina ve form& aminoacylu, oznaduji se jako Ala~tRNA*" atd.

Vzhledem k tomu, Ze geneticky kod je degenerovany, miiZe existovat
vice tRNA pro jednu aminokyselinu. Proto buitka ma vice molekularnich druhii
tRNA pro jednu aminokyselinu. Ty molekuldrni druhy tRNA, které se lisi na-
vzdjem antikodony a jsou acylovdny stejnou aminokyselinou, se oznacuji jako
izoakeeptorové tRNA.

SEKUNDARNI STRUKTURA tRNA. VétSina bazi polynukleotidového
fetézce, které tvofi primarni strukturu tRNA, je komplementarni, a proto se pa-
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4-tiouridin ribotymidin pseudouridin
j\ j\
HN t HN CH,  un”  TNH
//’K
N ° N o /
ribéza rib6za rin6za
dihydrouridin
H
HN
H
P H
=
0 T H
ribéza
N6 - izopentenyladenozin 1-metylguanozin

~
H—N—CH_—CH==C 3

oo

N N RN N

Sy w«j,ln)‘
l

ribdza ribdza
Baze ostatnich neobvyklych nukleozidi vyskytujicich se
v tRNA jsou uvedeny na obr. 109.
Obr. 153
Neobvyklé nukleozidy vyskytujici se v tRNA

ruje, tak¥e polynukleotidovy Fetdzec se splétd do sekundarni struktury tvaru
jetelového listku. V tomto tvaru sestava ze &yt hlavnich ramen (obr. 154):

¢  Akceptorové rameno. Toto rameno tvoH 5'-konec a 3'-konec tRNA.
3 konec sestév ze sekvence: 3'A - C - C 5, na jejiz 2'-OH nebo 3'-OH skupinu
adenozinu se vaZe aminokyselina.
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triplet s pseudouridinem.
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A 3'-konec
[

5-konec @@ .\ ceptorové

rameno

pseudouridinové
rameno

dihydrouridinové
rameno

\ variabilni

DHU-smycka antikodonové ¢ smyc¢ka

rameno
vodikové vazby

Y antikodon

Obr. 154
Schéma sekundarni struktury tRNA

Pseudouridinové (TyC) rameno se smyckou. Toto rameno obsahuje

Dihydrouridinové rameno (rameno DHU neboli D-rameno) se smy¢-

kou. Obsahuje dihydrouridin.

¢

Antikoedonové rameno se smy¢kou. Rameno obsahujici antikodon.

tRNA s kratkou tRNA s dlouhou
variabilni smy&kou variabilni smyé&kou

Obr. 155
Schéma tRNA patficich do rdznych tiid
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Kromé& téchto hlavnich ramen mi tRNA jeitd tzv. variabilni smy¢ku.
Podle déiky této smycky se tRNA d&li do dvou t¥id (obr. 155):

¢  tRNA prvni tfidy, které maji kratkou variabilni smy¢ku o 3 az 5 nukleo-
zidech;

¢  tRNA druhé t¥idy, které maji dlouhou variabilni smy¢ku o 13 az 21 nu-
kleozidech; do této t¥idy patii 75 % tRNA.

TERCIARNI STRUKTURA tRNA. Tato struktura tRNA je podminéna
existenci terciarnich interakei, tj.vodikovych vazeb bdzi DHU-smycky s bcize-
mi pseudouridinové a variabilni smycky (obr. 156). Vlivem téchto vazeb se

Gerné krouzky = standardni nukleozidy

Sedé krouzky = neobvyklé nukleozidy

Poiadovym ilem bdze je
oznadlen zacdtek prislu§nélo
ramene a zaldtek a konec

pFislusne smycky. - .
pseudouridinové
rameno

dihydrouridinové
rameno

U variabilni
B\ (md smycka

antikodonové

rameno 8 Vazby, kterymi vzniké

terciarni struktura tRNA.

anﬁkbdon

Obr. 156
Terciarni interakce v tRNAPhe
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pseudouridinové akceptorové rameno
rameno

3
r

L §‘§ Svétlymi &arami je
: vyjadieno spojeni
fﬁ? vodikovymi vazbami.

Sedym a éernym zbarvenim
Je znézornéno proplétani

ey, %% s%';‘éjka retézce.
B 4 dihydrouridinové
0 rameno
6 "’x
antikodonové
38 rameno

3 } antikodon Poradova éisla bazi, jejichs umisténi
. i Jje zde pfiblizné, maji stejny vyznam
antikodonova jako na obr. 156.
smycka
Obr. 157
Schéma terciarni struktury tRNA

molekula tRNA sbali do tvaru typického pro jeji terciarni strukturu. Na obr, 157
miZeme vid&t, které useky tercidrni struktury tRNA odpovidaj jednotlivym
ramendm jeji sekundérni struktury. Své biologické funkce uskuteciiuje tRNA te-
prve v tercidrni sirukture. Ale pro jednoduchost znazornéni ji v dalgich sché-
matech budeme vyjadrovat ve struktufe sekundérni.

2.4.2
Aktivace aminokyselin

Aktivace aminokyselin (aminokyselinu oznatujeme obecné zkratkou aa)
probihé ve dvou krocich :

1. aa + ATP 44— aa~AMP + PP.
2. aa~AMP + tRNA <¢——» aa~tRNA + AMP.
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Reakce jsou katalyzovany stejnou molekulou aminoacyl-tRNA-syntetazy.
Aminoacyl-tRNA-syntetizy neboli aminoacyl-tRNA-ligazy (EC 6:1.1.) jsou
enzymy, které katalyzuji esterifikaci aminokyselin s pFislusnymi tRNA. Vysled-
nym produktem prvni reakce je aa~AMP neboli aminoacyladenylat. Je 1o pre-
chodny produkt aktivace aminokyselin vznikly reakci karboxylové skupiny ami-
nokyseliny a ATP za ucasti aminoacyl-tRNA-syntetdzy (obr. 158a). V amino-
acyladenyldtu je AMP navazdn makroergickou vazbou na aminokyselinovy
zbytek. Aminoacyladenylat se vaZe na aminoacyl-tRNA-syntetizu, dokud se
nesrazi s molekulou tRNA, kterd je pro tuto aminoacyl-tRNA-syntetdzu speci-
fickd. V druhém kroku pak aminoacyl-tRNA-syntetdza pfenese aminokyselinu
na koncovy zbytek adenylové kyseliny tRNA a vytvofi se aminoacyl~tRNA
neboli aa~tRNA (obr. 158b, 158c¢).

Aminoacyl~tRNA jsou tedy tRNA, na jejichz 3'OH-konec nebo 2'0OH-
-konec je estericky vazdana aminokyselina. Na 3'-konci tRNA jsou na riboze dvé
hydroxylové skupiny (2'OH a 3'OH), které mohou byt esterifikovany aminoky-
selinou. Bylo zjisténo, Zze u nékterych tRNA se esterifikuje 2'OH, zatimco u ji-
nych 3'OH. V kazdém piipad€ se mezi aminokyselinou a tRNA vytvori makroer-
gickd vazba. To je vlastn& vysledek aktivace. Aktivovand aminokyselina se pak
pienasi pomoci tRNA do ribozom, v nichZ potom miiZe reagovat tvorbou pep-
tidové vazby s koncovou aminokyselinou polypeptidu.

R
20
HN—C —c// aminokyselina
2 \OH
H
ATP

OH OH

PP= HO— P — 0 — P— OH

I

o
aminoacyladenylat

R
O

\0—~P ——0— RIBOZA — ADENIN
H |
OH

HN—C —
5 Cc

Obr.158a
Prvni krok aktivace aminokyselin
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R
0O o
HN—C— °/< |
O—p —0— RIBOZA — ADENIN
H I
OH
aminoacyladenylat
AMP aminoacyl-tRNA
o R
, _0
HO—P —0— RIBGZA— ADENIN HN—C —¢
2 ~0
OH H

Obr. 158b
Druhy krok aktivace aminokyselin
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2 aminoacyl-tRNA

HG—L—D koncovy adenozin
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Obr. 158¢c
Vazba aminoacylu na 3'-konec tRNA
243

Aminoacyl~tRNA-syntetazy

OBECNA CHARAKTERISTIKA AMINOACYL~tRNA-SYNTETAZ. Ty-
to syntetdzy predstavuji rozmanitou skupinu proteind. Jejich molekulova hmot-
nost je v rozmezi 40 000 a¥ 100 000. Vyznaluji se velmi nizkym stupném
homologie v primarni struktufe a obsahuji nékolik konzervativnich sekvenci.
Vznikly velmi brzy v evoluci a vyvijely se v kontaktu s tRNA. Co do poctu a
charakteru podjednotek mohou byt:

% monomern] (sestavaji bud’ z podjednotky o, nebo B), tj. o nebo [3;

¢ dimerni (sestavaji bud’ ze dvou podjednotek o, nebo B), tj. o, nebo B,;

A4 tetramerni (sestdvaji ze dvou podjednotek o a dvou podjednotek 5 nebo
jen ze &tyt podjednotek o), tj. o, B, nebo a,.
Viechny aminoacyl-tRNA-syntetazy se navzdjem v primarni struktufe
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podstatné lisi. Pfesto viak pro tytéZ aminoacyl-tRNA-syntetazy je znadny fsek
primarni struktury konzervativni. Napi. u glutamyl-tRNA-syntetdzy bakteri je
primarni struktura v 70 % homologicka s primarni strukturou syntetdzy savcg,
To svédéi o tom, Ze aminoacyl-tRNA-syntetdzy patif mezi evoludné nejstars
enzymy a jejich vyvoj je Gzce spjat s vyvojem genetického kddu.

Kazdd aminoacyl-tRNA-syntetaza je specifickd jen pro jednu aminokyse-
linu. Existuje 20 specifickych aminoacyl-tRNA-syntetdz, z nich? kasdg aktivyje
Jednu z dvaceli standardnich aminokyselin (co se tySe selenocysteinu a jeho
tRNA, viz str. 227). Musi se proto specificky vazat jednak na piislugnou amino-
kyselinu a jednak na tRNA pro tuto aminokyselinu. Tato dvé vazebna mista
musime chapat v korelaci, napf. vazebné misto pro alanin je v korelaci s vazeb-
nym mistem pro tRNA*", vazebné misto pro leucin je v korelaci s vazebnym
mistem pro tRNA"* atd.

Zatimco tedy kazda aminoacyl-tRNA-syntetdza si ze souboru dvaceti
standardnich aminokyselin vybere svou a jedinou aminokyselinu, neni tomu
tak, co se tyce vyb&ru tRNA. V jakém vztahu je pak prisluina aminoacyl-tRNA-
-syntetdza k molekularnim druhlim tRNA pienasejicim stejnou aminokyselinu?
Odpoved' je, ze na tuiéz aminoacyl-tRNA-syntetdzu se mohou vdzat tzv.p¥ibuz-
né tRNA, 1j. tRNA, kieré prendSeji stejnou aminokyselinu a jsou, co se tyce pri-
mdrni struktury, znacné homologické a maji i afinitu ke stejnému vazebnému
mistu na aminoacyl-IRNA-syntetdze. Proto pfibuzné (RNA jsou rozezndvdny
stejnouw aminoacyl-tRNA-syntetdzou,

VAZEBNA ROZPOZNAVACI MISTA AMINOACYL-tRNA-SYNTETAZ
Na molekule aa~tRNA-syntetézy jsou tedy tii rozpoznavaci vazebné mista:

¢ vazebné misto pro ATP,

¢ vazebné misto, které je specifické a rozpoznava jen jednu z dvaceti stan-
dardnich aminokyselin,

® vazebné misto pro tRNA, rozeznavajici p¥ibuzné tRNA prenadejici stej-
nou aminokyselinu.

Diky t€mto vazebnym mistim miZe prob&hnout aktivace aminokyselin.
Naproti tomu kazda tRNA m4 dvé specifickd vazebna mista:
¢ rozpoznévaci misto pro aminoacyl-tRNA-syntetazu,

¢ antikodon, kterym se véZe ke kodonu.

Rozpozndvaci reakce mezi aminoacyl-tRNA-syntetizou a piibuznou
tRNA je mimotadng pfesna. Mutace ménici v tRNA jen jeden nukleotid zptiso-
bi, Ze dan tRNA nebude aminoacyl-tRNA-syntetazou rozeznavéna. Tyto muta-
ce se tykaji pfedeviim akceptorového a antikodonového ramene.
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Tab. 8
Klasifikace aminoacyl-tRNA-syntetiz
Prvni ti¥ida Druha tFida
(acylace na C2") (acylace na C3")
Specificita pro Pocet Specificita pro Podet
aminokyselinu podjednotek aminokyselinu podjednotek
Arg monomerni Ala tetramerni
Cys monomerni Asn dimerni
Gin monomerni Asp dimerni
Glu monomerni Gly tetramernf (¢.,f3,)
Ile monomerni His dimern{
Leu monomerni Lys dimerni
Met dimern{ Phe tetramerni (0, 3,)
Trp dimerni Pro dimerni
Tyr dimerni Ser dimern{
Val monomern{ Thr dimerni

HYPOTEZA O EXISTENCI DRUHEHO GENETICKEHO KODU. Jakym
zptisobem viak rozpozna aminoacyl-tRNA-syntetiza transferovou RNA nesouci
piislu§nou aminokyselinu? Dochézi k tomu jen na n€kterych mistech tRNA,
predeviim na akceptorovém a antikodonovém rameni (ukazuje se, Ze zvIasté
antikodon predstavuje diileZitou oblast pro rozeznéni piisluSné aminoacyl-
{RNA-syntetazy) a dale v misté 73. Mezi bazemi tRNA v téchto mistech a
urditymi aminokyselinami v aminoacyl-tRNA-syntetize dochaz{ k vzijemnému
rozpoznavani (tvorbou vodikovych vazeb). Zjidtuje se, Ze urdité aminokyseliny
pislugné aminoacyl-tRNA-syntetézy jsou urditymi pary bazi rozeznavany v ak-
ceptorovém rameni a v pozici 73 blizko 3'-konce tRNA (obr. 159). Nukleotidy
akceptorového ramene a v misté 73 rozezndvané aminokyselinami pFistusné a-
minoacyl-tRNA-syntetdzy byly oznadeny jako parakodony. Povede to ke konst-
rukei druhého genetického kédu, presngji fedeno epigenetického kodu?

KLASIFIKACE AMINOACYL-tRNA-SYNTETAZ. Viechny aminoacyl-
tRNA-syntetizy se klasifikuji do dvou tid, které se lisi v nékterych konzerva-
tivnich sekvencich. Dale se lii podle toho, zda acyluji na akceptorovém misté
2.0H nebo 3'-OH-skupinu koncového adenozinu tRNA. (tab. 8). Mezi ob&ma
t¥fdami jsou viak jet$ dal3i vyznamné rozdily. Je to pfedeviim vazba tRNA na
aminoacyl-tRNA - syntetazu a struktura vazebné domény pro ATP. Reprezen-
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akceptorové rameno

st e
T2

, Aminokyseliny
0 aminoacyl-tRNA-syntetéz
Jsou vyjadfeny
mezinarodnimi Jjednopismenovymi
symboly.
variabilni
smycka

Obr. 159
Interakce aminoacyl-tRNA-syntetaz s tRNA

tantem aminoacyl-tRNA-syntetdz pro prvni t¥idu Jje ternarni komplex:
GInRS . (RNA®™ | ATP
a pro druhou t¥idu bindrni komplex:

AspRS . tRNA*P,

kde GInRS je aminoacyl-tRNA-syntetdza pro glutamin, AspRS je aminoacyl-
tRNA-syntetdza pro kyselinu asparagovou.Tyto komplexy se vytvoii vazbou
aa~tRNA a ATP k aminoacyl-tRNA-syntetaze. GInRS i AspRS maji doménu,
na kterou se vaZou viechny tfi substraty (ATP, aminokyselina a adenozin
akceptorového ramene). Li¥{ se vak ve struktute této domény.

AMINOACYL-tRNA-SYNTETAZY PRVN{ TRIDY. Je-li GIn~tRNA®"
situovéna proti GInRS, pak GInRS vése Gln~tRNAC™ tak, Ze akceptorové rame-
no smefuje doprava, pii¢emz GInRS rozeznava GIn~tRNA®" ze strany meniho

zlabku akceptorového ramene a antikodonové smyCka se vaZe na protilehly
konec GInRS (obr. 160).
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tRNA L

=y aminoacyl-tRNA-syntetiza

Obr. 160

Komplex GinRs -RN/?'n jako reprezentant
aminoacyl-tRNA-syntetaz 1. tfidy

N-konec

Smérem
k C-konci.

Misto, do néhoZ se vkladajf
Jiné domény.

Aminokyselinové sekvenéni motivy. Upiné konzervativni

aminokyselinové zbytky jsou vysdzeny polotuéné. Ostatni
aminokyselinové zbytky jsou konvenéni.

Obr. 161
Schéma sekundarni struktury vazebné domény pro ATP
u aminoacyl-tRNA-syntetaz 1. tfidy
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Vazebna doména této tiidy aminoacyl - tRNA -syntetdz se sklada z péti
paralelnich B-skladanych listi. V ternarnim komplexu GInRS.tRNA%" ATP ¢,
ATP vaze k prvni poloviné B-sklidaného listu, glutamin a akceptorové rameng
tRNA se vazou ke druhé. Aktivni misto domény je N-konec. Dile je tato vaze.
n4 doména charakteristickd dvéma sekvenénimi motivy (obr. 161):

Prerusenim paru U1-A72 se uvolini
Jednoretézcovy usek akceptorového

ramene a vsune se do proteinu. Preruseni

paru U1-A72,

ATP se vdZe v sousedstvi
akceptorového ramene.
Antikodon se prohne

pii U35-U36

Obr. 162

Znazornéni vazby tRNA na
aminoacyl-tRNA-syntetdzy 1. t¥idy
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{RNA aminoacyi-tRNA-syntetaza

Obr. 163

Komplex AspRs -RNAASP jako reprezentant
aminoacyl-tRNA-syntetaz 2, tfidy

Misto, do néhoZ se vkladaji
Jiné domény.

C-konec

Smérem k N-konci.

= ...GXGXGAR....

Obr. 164
Schéma sekundarni struktury vazebné domény pro ATP
u aminoacyl-tRNA-syntetaz 2. tfidy
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L4 KMSKS, v niZ je druhy lyzin potiebny k aktivaci aminokyseliny,
¢ HIGH, v niZ oba histidiny napomahaji vazbé¢ ATP.

Kontakty aminoacyl-tRNA-syntetazy 1. tfidy s tRNA vedou viak ve dvoy
smérech ke zméné konformace tRNA (obr. 162):

¢ 1. Baze U35 a U36 jsou vytladovany z tRNA do proteinu.

5'-koec

3'-konec

LeZi hluboko
v proteinu.

Antikodon
se prohne.

Obr. 165
Znazornéni vazby tRNA na
aminoacyl-tRNA-syntetazy 2. tfidy
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® 2. Konec akceptorového ramene se znaéné prohyba, coz vede k tomu, Ze
se narudi parovani mezi Ul a A72. Jednofetgzcovy Gsek ramene se pak vsune
do hluboké kapsy aminoacyl-tRNA-syntetdzového proteinu, v niZ se také nacha-
zi vazebné misto pro ATP.

AMINOACYL-tRNA-SYNTETAZY DRUHE TRIDY. Je-li Asp~tRNA*?
situovana proti AspRS, pak AspRS vaZe Asp~tRNA*P tak, e akceptorové
rameno sm&fuje doleva, AspRS rozeznava Asp~tRNA™P ze strany vétiiho Z1ab-
ku akceptorového ramene (obr. 163). Vazebna doména, na kterou se vaze ATP,
aminokyselina a adenozin akceptorového ramene tRNA, sestava ze Sesti anti-
paralelnich B-sklddanych listd (obr. 164).

Aktivni misto domény je C-konec (obr. 164). Z obr. 165 je ziejmé, Ze a-
minoacyl-tRNA-syntetazy této tfidy rozezndvaji variabilni smy¢ku a v&tdi Zla-
bek akceptorového ramene, které zlistava ve své pravidelné helikalnf konforma-
ci. ATP se pravdépodobné vaze blizko koncového adenozinu. Na svém druhém
konci se vazebné misto t€sné& vaze s antikodonovou smyckou, kterd prochazi
konformaéni zménou umoZiinjici tésny kontakt antikodonu s aminoacyl-tRNA-
-syntetdzou.

2.4.4
Prokaryotické ribozomy

SLOZENi A MORFOLOGIE PROKARYOTICKYCH RIBOZOMU. Pro-
karyotické ribozomy maji sedimentaéni koeficient 70S. Skladdaji se z téchto
podjednotek: podjednotky 30S a podjednotky 50S.

Morfologie podjednotek je vyjadiena schematicky na obr. 166. Spojenim
obou podjednotek teprve vznikd ribozom, na kterém miZe probihat syntéza
polypeptidového Fetézce. Na obr. 167 je uvedena soucasna piedstava morfolo-
gie ribozomu 70S a predstava, kterym mistem prochazi mRNA (je to v podjed-
notce 308S). Co se tyée vystupu polypeptidového Fetézce z ribozomu, neni jasné,
kterymi misty v ribozomu polypeptidovy fetézec pied vystupem prochazi.

Na obr, 168 je schematicky vyjadieno chemickeé sloZeni ribozomu 708S.

VAZEBNA MISTA NA RIBOZOMU. Na ribozomu je n&kolik vazebnych
mist, kterd se uplatiiuji pii syntéze polypeptidového Fetézce. Nekterd z nich,
jejichz vyznam pro syntézu polypeptidového fetézce je zvlasté dileZity, blize
popiSeme. Jsou to (obr. 169):
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> stopka
vyéndlek— — (o ™

Zlabek

hrbol

+«———— haze

podjednotka 308 : .
podjednotka 508

Obr. 166
Soucasna pfedstava morfologie podjednotek ribozomu

¢ Vazebné misto pro mRNA. Je umisténo na podjednotce 308 a zahrnuje
proteiny S6, S11, S15 a S18 a 3'-konec 16S-rRNA.

¢ Aminoacylové misto neboli A-misto. Jeho slozkou je 16S-rRNA a
proteiny L1, LS, L7, .12, L30 a L33 podjednotky 50S. Nachazi se tedy z ¢4sti
na podjednotce 30S a z v&tsi &4sti na podjednotce 50S. Do tohoto mista vstupuji
a vdzZou se na né p¥i translaci aa-tRNA.,

$ Peptidylové misto neboli P-miste. Nachazi se &4ste&né na podjednotce
30S a z vétsi Casti na podjednotce 508. Zahrnuje proteiny L7, L12, L14, L18,

misto syntézy .
polypeptidového fetézce

misto vstupu aa-tRNA
mMRNA /

polypeptidovy ietézec

Obr. 167
Schéma ribozomu 708
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m.h.=2,5x10°

CED

m.h.=0,9x108 mh=1,6x10°
16S-rRNA 21 proteini 58-rRNA 34 238-rRNA
1540 120 proteint  2g0p
nukleotid nukleotidd nuklectidti
Obr. 168

Slozeni a skladba prokaryotického ribozomu

L.24 a 1.33. Na toto misto se vaZe peptidylova tRNA (zkr. peptidyl-tRNA), t].
tRNA, kjejimuz 3'-konci je estericky vdzdn nascentni polypeptidovy fetézec syn-
tetizovany tak, Ze se postupné prodluzuje o jednu aminokyselinu.

@ Vystupni misto pro deacylovanou tRNA neboli E-misto. Transferova
RNA, ktera jiZ pti translaci odevzdala svou aminokyselinu, o kterou se prodlou-

vazebné misto pro mRNA

, " mRNA
¥ aa-tRNA
peptidyl-tRNA

peptidylové misto aminoacylové misto

vystupni misto aminokyseliny

pro deacylovanou tRNA

prodluzujici se
polypeptidovy fetézec

Obr. 169
Schematické znazornéni vazebnych mist
na prokaryotickém ribozomu
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Zil syntetizovany polypeptidovy Fetézec, se vaZe na vystupni misto, které se
nachézf za peptidylovym mistem.

L4 Peptidyltransferdzové misto. Je to misto vyznadujic{ se katalytickou
aktivitou peptidyltransferdzy katalyzujici tvorbu peptidovych vazeb. SloZeni a
struktura tohoto mista viak zatim nebyly identifikovany a definovény.

Dale jsou na ribozomu vazebna mista pro inicia¢ni a elonga&ni faktory.

2.4.5
Prubéh translace v bakteridlni bulice

INICIACE TRANSLACE. Prvni aminokyselina, kterd se zafazuje do
polypeptidového fetézce pfi jeho syntéze na ribozomu 708, Jje formylmetionin,
ktery se odvozuje z metioninu formylaci jeho aminoskupiny (obr. 170). Tato
Jormylace je katalyzovina transformylazou. Po zafazeni do polypeptidového
fetézce se pak formylmetionin deformyluje za vzniku metioninu. Deformylace
Je katalyzovdna deformyldzou a dochazi k ni a% po vytvofeni polypeptidu obsa-
hujiciho 15 - 30 aminokyselinovych zbytki. Proto asi 50 % riznych polypep-
tidd vytvofenych na ribozomu 70S mé na zadatku aminokyselinovy zbytek
metioninu. Ostatnich 50 % polypeptidii ma na zadatku zbytek jiné aminokyseli-
ny, a to té, kterd nasleduje bezprostfedn& za metioninem, coZ miize byt kterako-
li. Je tedy zfejmé, Ze metionin se asi u 50 % polypeptidii odbourdvd procesem,
ktery je katalyzovdin aminopeptidazou.

K formylaci metioninu dochdzi aZ po pfipojent metioninu k tRNA. Existu-

H l-’l H

| formyl| |
CH H CH

‘ 2 ’ 2
CH CH

‘ 2 ’ 2
s S
& '

s CH
metionin N-formylmetionin
Obr. 170

Metionin a N-formylmetionin
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Ji dva typy tRNA, které pfenaseji metionin. Jsou to tRNAM® a tRNA™®, Obé
maji stejny antikodon, kterym se vaZou na kodon 5'-AUG-3". V primérni struk-
tufe se v3ak li8i. Po vazb& metioninu na tyto RNA se vytvori:

@ metionyl~tRNAM* &ili Met~tRNAM®

¢ metionylMRNA™, kterd je formylovana na formylmetionyl~RINA™
neboli fMet~tRNA™,

Jestlize se kodon AUG nachdzi na zacdtku prepisu strukturniho genu, te-
dy jestlie piisobi jako iniciacni, vde se na néj fMet~tRNA™. Jestlize se Vy-
skytuje kdekoli na jiném misté a nikoli na zacdtku prepisu strukturniho genu,
vdZe se nanéj béhem elongacni fize translace Met~tRNA™ Na druhé strané
zatazeni fMet~tRNA™* na kodon AUG b&hem iniciace translace ¥idi inicia¢ni
faktor IF2. Zatazeni Met~tRNA™ na kodon AUG fidi elongaéni faktor EF-Tu.

Celkove iniciaci bakterialni translace ¥idi tfi iniciaéni faktory IF1, IF2 a
IF3. Iniciace translace probiha za i¢inku téchto faktori v nésledujicich krocich
(obr.171):

¢ 1. Nejdfive disociuje ribozom 70S na své podjednotky 30S a 50S. Na
podjednotku 308 se vaze iniciaéni faktor IF3 a vytvoti s ni komplex

308.1F3.

Vytvotenim tohoto komplexu se zabrani op&tnému spojeni obou ribozomovych
podjednotek.

¢ 2. Inicia¢ni faktor IF2 se specificky vaZe s fMet~tRNA™® a vytvoF{ s ni
binarni transla¢ni komplex

Met~tRNA™, IF2,

% 3. V bindrnim komplexu piisobi ininciagni faktor IF2 jako G-protein a
vaze proto GTP. Tak se vytvoli ternarni translaéni komplex
fMet~tRNA™, IF2. GTP.

A4 4. Nyni dochdzi k rozhodujicimu rozpozndvacimu procesu: Faktor IF3,
ktery je soutasti komplexu 30S.IF3, umoZiiuje, Ze se terndrni komplex navaZe
na ribozomovou podjednotku 30S (kde je rozeznavén faktorem IF2) a mRNA se
navaze pomoci Shineovy-Dalgarnovy sekvence na 3'-konec 16S-rRNA ribozo-
mové podjednotky 30S (obr. 172). Shineova-Dalgarnova sekvence je v takové
vzdalenosti od kodonu AUG, Ze se tento kodon mitZe umistit nad peptidylové
misto podjednotky 30S. S kodonem AUG se spiruje svym antikodonem
fMet~tRNA™, Takto se vytvoii prediniciaéni komplex:
mRNA. 30S.IF3.fMet~tRNA™®, IF2. GTP.IF1,

k nému? patfi je3t& iniciatni faktor IF1. Uloha tohoto faktoru nenf jasn4, ale m&
se za to, Ze zvy3uje afinitu podjednotky 30S k iniciadnim faktoriim a stabilizuje
prediniciani komplex. Na podjenotku 30S se véZe v prib&hu tvorby piedinici-
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fMet~tRNATVET |

iniciaéni faktory

binérni komplex

4

peptidylové misto _______ Yprediniciaéni

aminoacylové misto

iniciaéni @
komplex 5

peptidylové aminoacylové
misto misto

Obr. 171
Iniciace transiace v bakteriaini burice
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165-rRNA

RETRTLEELTTY i
|
mRNA EGGQGGUGAUC AU
5{‘}‘é’l'n‘i-r;ova-Dalgarnova iniciaéni kodon
sekvence
Obr. 172 3

Vazba mRNA na 16S8-rRNA

aénfho komplexu. VSimnéme si, Ze fMet~tRNA™ je jiz v pediniciaénim kom-
plexu vdzdna na kodon AUG nad peptidylovym mistem. V této souvislosti zdii-
raziiujeme, Ze jeji inkorporace do prediniciacniho komplexu byla Fizena inter-
akel mezi faktorem IF2 a IF3. Proto Zddnd jing aa~iRNA se do tohoto komple-
xu nemiife zaclenit.

¢ 5. Prediniciaéni komplex se destabilizuje uvolnénim faktoru IF1 a GTP4-
zovou aktivitou faktoru IF2, ktery pisobi jako G-protein a stane se inaktivni
hydrolyzou GTP na GDP + P. Disledkem téchto procesi je, Ze se uvolni viech-
ny iniciaéni faktory a podjednotka 30S se pak opé&t miiZe spojit s podjednotkou
50S. Toliko fMet~tRNA™ ziistiva spojena s kodonem AUG v peptidylovém
mist&. Tento komplex ribozomu 70S, v néms je fMet~tRNA™ v peptidylovém
misté umisténa, se oznacuje jako komplex iniciaéni. Jim prechézi translace do
faze elongace polypeptidového fetézce.

Jelikoz bakterialni mRNA je vétSinou polygenni, iniciace translace se
opakuje pfed kazdym prepisem strukturniho genu. Opakovani iniciace je umoz-
néno tim, Ze mezi prepisy gend se nachazeji mezigenové sekvence neboli me-
zerniky, kieré se nepreklddaji, ale obsahuji vazebnd mista pro tvorbu pFedini-
ciacniho komplexu, predevsim Shineovu-Dalgarnovu sekvenci (obr. 173).

ELONGACE POLYPEPTIDOVEHO RETEZCE. V bakteridlni bufice fidi
elongaci elongaéni faktory EF-T a EF-G. EF-T se vyskytuje ve dvou formach:

AUG UAG AUG UAG AUG UAG AUG UAG AUG UAG

5'% gen + l; gen Il ; T genvmj en: ] l] gen .“3' mRNA

Béhem odvijeni mRNA z DNA se pfediniciaéni komplex vytvari téz
v mezigenovych sekvencich, v nichZ se nachdzi Shineova-Dalgarnova sekvence.

Proto miZe byt zahdfena dal$l iniciace translace.

Obr. 173
Iniciace translace na polygenni mRNA
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EF-Tu a EF-Ts. Elongace se dé&je v t&hto krocich (obr. 174):

¢ 1. Nejdfive se vytvofi bindrni translaéni komplex
EF-Tu.GTP,
ktery se spoji s aa~tRNA za vzniku terndrniho translaéniho komplexu
EF-Tu.GTP. aa~tRNA.,

Bindrni komplex se vdzZe ke viem aa~tRNA s vyjimkou fMet~tRNA™*,
Proto kodon AUG bude cten jako metionin a nikoli jako formylmetionin.

® 2. Ternarni komplex F{di pak navazini aa~tRNA do A-mista ribozomu
70S v zévislosti na kodonu v tomto mist&. Po spravném sparovani s timto kodo-
nem néjaky zatim nedefinovany signal zpisobi hydrolyzu GTP na GDP + P, coz
vede k uvolnéni EF-Tu a GDP a umist&n{ aa~tRNA do A-mista. V této souvis-
losti je tieba zdlraznit, Ze aminoacylovym mistem musi projit viechny aa~tRNA
kromé fMet~tRNA™, kterd se primo umistuje do peptidylového mista v rdmci
iniciace translace. V procesu umisténi do aminoacylového mista prochézi aa~
~tRNA dvéma stavy:

a) stav A/T, ve kterém se vaze na antikodon a nukleotidy 16S-+rRNA,

b) stav A/A, ve kterém je tipiné umisténa v aminoacylovém misté a vdie se zde
na nukleotidy 23S-rRNA.

¢ 3. Existence aa~tRNA v A-mist& je velmi kratkodob4, pokud je P-misto
obsazeno fMet~tRNA nebo peptidyl~tRNA. Vlivem peptidyltransferazového
mista velké podjednotky se vytvoi{ velmi rychle peptidova vazba mezi prvni
aminokyselinou peptidyl~tRNA a aminokyselinou aa~tRNA. V této reakei je
karboxyl aktivované esterové vazby aa~tRNA nebo peptidyl~tRNA v P-mist&
napaden o-aminoskupinou aa~tRNA nachézejici se v A-mist8. To vede k pFeno-
su peptidylu z tRNA v P-misté na aa~tRNA v A-mist&. Reakce mezi peptidylem
a aa~tRNA probihda v peptidylovém misté, pFicem# aa~tRNA je v aminoacy-
lovém misté driena antikodonem a v peptidylovém misté nukleotidy 235-¥rRNA.
Tento jeji stav se oznacuje jako stav A/P. Pivodni peptidyl~RNA je édstecné
wtésnéna do E-mista. Je viak je$té drZena antikodonem v P-misté. Tento stav
peptidyl~tRNA se nazyva stav E/P. Disledkem téchto déjii je, Ze se rostouci
polypeptidovy Fetézec prodiouzi o jednu aminokyselinu je§té bez translokace
ribozomu a z E-mista se vytésni pFedchozi deacylovand tRNA.

N4 4. Teprve v nasledujicim kroku dochézi k translokaci, ktera se uskutediiu-
Je faktorem EF-G v zdvislosti na GTP. Ribozom se posune o tfi nukleotidy, tedy
o jeden kodon smérem k 3'-konci mRNA, takZe do A-mista se dostane novy
kodon. To také znamena, Ze antikodony neacylovanych tRNA a nové peptidyl-
tRNA jsou posunuty a umistuji neacylovanou tRNA pln& do E-mista, coZ je
stav E/E neacylované transferové RNA, a novou peptidyl-tRNA plné do P-mis-
ta, coZ je jeji stav P/P. Posun ribozomu vZdy o jeden kodon podél mRNA po



2.4 TRANSLACE BAKTERIALN{ mRNA 225

Cely cglklus Se opakuje s timto ribozomem.
kem je prodlouien Ppolypeptidu apét o jednu aminokyselinu.

Vysle

prenos peptidylu ﬂ?lét

@D ———

binarni

Prenos aa~tRNA
do ribozomu.

Obr. 174
Cyklus elongace polypeptidového fetézce
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kazdém prodlouzeni polypeptidového Fetézce vidy o jednu aminokyseliny se o-
znaCuje jako translokace ribozomu.

Schopnost katalyzovat syntézu peptidovych vazeb je inherentni vlastnosti
velké ribozomové podjednotky. Peptidyltransferazové katalytické centrum je
pravdépodobng malé a jeho katalyticka aktivita je zAvisla na umisténi obou mo-
lekul tRNA v peptidylovém a aminoacylovém mist&. Tyto molekuly jsou navz4-
Jjem vzdélené 0,2 - 1,0 nm. Slozky peptidyltransferazového centra nebyly dosud
identifikovany, ale zd4 se, Ze je tvofeno vice proteiny a katalytického idinku se
ziCastiuje 162 23S-rRNA. Moin4, Ze za vlastni katalyticky &inek zodpovida
23S-rRNA.,

Jesté je tfeba se zminit o Wiloze elonga&niho faktoru EF-Ts v procesu
elongace polypeptidového Fetdzce. Tento faktor je tvofen jednim polypeptido-
vym fet€zcem a katalyzuje vyménu GDP za GTP v binarnim komplexu t&mito
reakcemi:

1. EF-Tu.GDP + EF-Ts ¢«——p EF-Tu. EF.Ts + GDP.
2. EF-Tu.EF.Ts + GTP «— EF-Tu.GTP + EF-Ts.

TERMINACE TRANSLACE. Ukongeni syntézy polypeptidového fetdzce
na ribozomu probihd, jsou-li spinény tyto podminky:

¢ pfitomnost termina&niho kodonu,

L4 pfitomnost termina¢nich faktort.

Bakterie maji tfi riizné terminaéni faktory, a to RF1, RF2 a RF3. Ter-
minacni faktor RF1 rozeznavd kodon UAA a UAG, kdezto RF2 rozeznava
UAA a UGA. RF3, na ktery se vaze GTP, stimuluje i¢inek faktorii RF1 a RF2.
Celkové lze fici, Ze za spolutidasti téchto faktord se z karboxylového konce po-
lypeptidového Fetézce uvolni tRNA, &ims se zastavi Jeho prodiuzovani. To md za
ndsledek i uvolnéni jak polypeptidového Fetézce, tak i ribozomu, ktery se pak
rozloZi na své podjednotky.

RYCHLOST A PRESNOST SYNTEZY POLYPEPTIDOVEHO RETIZ-
CE. Jednotlivé d&je elongace polypeptidového fet&zce musi probihat podle hes-
la "co mozna nejrychleji” a "co mona nejpresngji".

V builkdch E. coli se prodluzuje polypeptidovy Fetézec pii rychlosti 10 a%
20 aminokyselin za sekundu. Aviak zatimco se jeden ribozom zabyva synté-
zou, dal3i se uZ navaze na mRNA. Na Jjedné molekule mRNA miize byt obvykle
10 az 15 ribozomi a v n&kterych pfipadech aZ 30. Vzpometite si v této souvis-
losti na polyribozomy (str. 198).

Dochézi viak také k chybnému zafazeni aminokyselin. Na 10 000 poly-
i
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merizalnich krokd pripadé asi pét takovych chyb. To je prekvapivé malo. Ne-
spravné zafazené aa~tRNA jsou z ribozomu odstrafiovany v rozmezi mezi vy-
tvofenim ternarniho komplexu a rozkladem Tu.GTP na Tu.GDP.

VYBER ANTIKODONU KE CTENI GENETICKEHO KODU V BAKTE-
RIALNI BUNCE. K translaci, ktera probih na ribozomech bakterialni buriky, se
pouziva standardniho genetického kédu. K jeho &tenf mé bakterialni buiika E.
coli k dispozici 40 antikodond, tj. 40 riznych tRNA (tab. 9). Tento po&et vyho-
vuje pravidliim o kolisavém parovani bazi, podle nich%:

¢ Pét kodonovych rodin (Leu, Ser, Pro, Thr, Gly) je &teno tRNA se tiemi
riiznymi antikodony (kazd4 je Ctena tfemi).

& KaZda ze tii kodonovych rodin (Val, Ala, Arg) je ¢tena dvéma tRNA
opatfenymi riznymi antikodony.

¢ Sedm dvoukodonovych sad konéicich na U nebo C (Phe, Tyr, His, Asn,
Asp, Cys, Ser) je ¢teno sedmi tRNA s riznymi antikodony (na kazdou sadu pfi-
pada jedna).

¢  KaZda ze tii sad konéicich na A nebo G (Leu, Gln, Arg) miZe byt ¢tena
dvéma tRNA s rliznymi antikodony (na kazdou sadu ptipadaji dvé).

¢  Dvé dvoukodonové sady konéici na A nebo G (Lys a Glu) jsou kazda &te-
na jednou tRNA.

¢ Ile ¢tou dv& tRNA s rdznymi antikodony, Met jedna a Trp také jedna.
Antikodon pro Ile ma v prvni pozici lyzidin (L) nebo kveozin (Q).
To plati i pro ostatni gramnegativni bakterie, nikoliv viak jednoznacné
pro bakterie grampozitivni a bakterie bez bunééné stény (mykoplazmata).
Grampozitivai bakterie vyuZivaji ke &teni genetického kédu 33 druhd
tRNA lisicich se navzajem antikodony (tab. 10) a mykoplazmata 28 (tab. 11).

SELENOPROTEINY. Selenoproteiny jsou proteiny obsahujici selenocys-
tein. Existuje specidlni tRNA, kterou se selenocystein prena$i do ribozomu, kde
se pak zafazuje do priméarni struktury proteinu. Je to tRNAS®, kterd md antiko-
don, jim# precte kodon UGA. Dal§i zvlaStnosti této tRNA je jeji neobvykle
dlouha variabilni smy¢ka (obr. 175). Vznika transkripei genu selC. Pomoci se-
ryl-tRNA-syntetazy je na ni nejdfive prenesen serin, ktery je pak na seryl-
tRNA%* pfeménén selenocysteinsyntizou pies aminoakryly!-tRNA®* na sele-
nocysteyl-tRNAS*, Specificky elongaéni faktor SELB pfenasi selenocysteyl-
tRNA®® do ribozomu. V ribozomech je tento elongaéni faktor rozeznavan sek-
venci ve vlasence mRNA nesouci informaci pro selenoprotein. Tato vlisenka
umoziiuje to, Ze kodon UGA je Cten selenocysteyl-tRNA™ jako selenocystein. Je




2 STRUKTURA, REPLIKACE A EXPRESE PROKARYOTICKEHO GENOMy

228

220 (999) A9 volmo | oo, (009)uy ovn  Ono) A
20N (v99) Ao ann (vvo) nio (vo9) gy (vno) 1eA
(999) A9 (ovo) dsy (009) By (on9) rea
0 ono 299 ovo
099 (noo) Ao (nvo) dsy (noo) ey (Nno) 1=A
Nno9 (©ov) Biy {ovvy) sA7 | N99 (9ov) UL nvs  (onv)iemw
non ann non ( )
(vov) Bay (vvv) shq VOVl ayy nvi (vnv) o
{Dov) 405 {ovv) usy (00V) sy {onvy) ey
nos nno noo nvo
(nov) Jsg {nvy) usy (nov) ayy (nnv) oy
ol 3] 2} (ono) nag
999 (999) Bay e:ow:: ovo) uin owoww: (990) 0ud ovn 2N
(V93) Bay (vv2) un (vo9) 014 (vno) naq
(099) Bay (ov9o) siH (009} o1y ovo (ono) ney
3% 2nD 9599
{(no9) Gy (Nvo) sy (n23) oug (nno) ne
VoD  (99n) dig 0 (ovn)uur) ¥OO,,, (oon)ses| WO " (onminsT
0 (von) uug 0 (vvn) uuy (von) 188 (vnn) na
{oon) sfo {own) 4L (0on) 28 (onn)aud
v39 vno
(non) sho (nvn) aAL VOO non) ses Y9 (nan) eug
(£20068) (eXxX8) | (o006s) exes) | Lexnons) (Le30008) (.EXXX.S) {£0008)
uopoyiue uocpoy uopoygue uopoy uopojynue uopoy uopoyiue uopoy
eutjasHjoujwe euyjasAyjouse eugiesOojounue euljssAHjounue

l1epieq youapebauwelb yoswozoqu A npoy oyayoneush 11912 2 dueA

6 ‘qej

1znod YNy} Auopoiuy




229

2.4 TRANSLACE BAXTERIALNI mRNA

595  (999) A9 ono (ovo) nio 090  (999)Ev ovo  (9n9) A
(vo9) An {vvo) nio (voo) ey {(vno) IeA
e,
oo (099 M| o0 (ovo) dsy| o4  (0OO)EV ovy  (oNO) EA
(noo) A5 (nvo) dsy (noo) ey (Nno) 1eA
noo (99v) By nno (owv) sh7 | NDD non (oov) UL nva (onv) 18
- (vov) Bay (vvv) skq (vov) ayy - (vnv) an
(o9ov) tos {ovv) usy (00V) 1 {onv) 9
noo nno noo it nve ° !
(nov) 1es (nvv) usy (nov) syp (nnv) ay
939 (999) Biy 9019 (VD) uio 992 (93D)9id | 9VO ovn (on9) naT
(voo) Bay (vvo) uo (v092) o1d (vno) naq
591 (099) bBay (ov)) siH {DDD) o4 (ono) ne
oNo 999 d 3)-15) 2 1
(noo) bay (nvo) siH {noo) 0ud {nno) nan
vo0o  (o9n) dig 0 (ovn) uuL VON  (90n) Jos vvo  (9nn)na]
0 (von) uui 0 (vvn) uuy (von) 98 (vnn) na
(oon) sk (ovn) JAL {pon) 4o8 {onn) aud
VoD vno

(non) sko (nvn) AL Vo9 {(non) te8 vvo {(nnn) @2ud
(.ex00¢.8) (e0068) | (ex0008) (oxs) | (£0068) (.£X00x.8) (.£X0008) {£30008)

uopoynue uepoy  yopoygue uopo}  |yopoygue uopoy uopoynue uopoy

euljasHjoule eujjasjoune eugjasjouwe eujjasjoujwe

1apeq yomaizodwelfi yoswozogu A npoy oyayonauab 1us)o 8y aueAiznod YNy Aucpoyijuy
oL "qel




2 STRUKTURA, REPLIKACE A EXPRESE PROKARYOTICKEHO GENOMU

230

(999) fi9 (ovo) nio (909) ety (9n9) reA
onn (Wvvo) n {voo)e vno) rea
290 (vo9) Ao YVO) nio 590 VOO) By ovn
(099) Ap N9 (oys) dsy (099) ey {ono) 1ea
{(noo) Ao (nyo) dsy {noo) ey (nno) iea
n (o9v) Biy | NND (ovY) sAq (9oV) JuL nvo (Onv) 19N
on nnn
(vov) Bry (vvv) skq non VoV v (vny)
(oov) i08 u (0oVv) 4 8
. ane (ovv) usy yi nve (onvw) =i
(nov) 18 (nvv)usy | Nov (nov) L {(nnv) oy
. (599) by 00 {ovo) uio (999) 0id (ono) na7
(Vo) Bay (vvo) un (voD) oig {vno) neq
29N ovn
99l (099) by (ov9o) siH (500) o4d (ono) nay
ono
{noo) Bay (nvo) siH (noo) oud {nno) ne
V3D o (99n) diy 0 (ovn) uuL (©2n) 498 YO n (onn) na7
] {von) uug 0 (vvn) wugp von {von) 1°S (vnn) ne1
Voo (o9on) sfo vno {ovn) AL (oon) 188 {onnjaud
(non) sko (nvn) 141 (non) 198 WO (nnn) eud
(.£0008) (exxx8) | (o008 (2008 | (eXXX.S) (exxx.s) {.£300¢.5) (£X0008)
uopoyue uopoy uopoynue UopoY  |yopoynue uopoy uopoypue uopoy|
ewjosjoujwe euyasfHjousue eujjesAjoujuse eujasAjouse

(ewzejdoyAwfugls guogunq zaq IHepieq YoaWOZOqU A NPOY OYayonoUab 1u930 9y gueAlznod YN} Auopoyijuy

Ll geL




24 TRANSLACE BAKTERIALNI mRNA 231

5 G

antikodon

Obr.175
{RNASEC

Sekvence ve viidsence je rozeznavéna

elongaénim faktorem SELB pfenaSejicim
selenocysteyl-tRNA do ribozomu.

Na tento kodon
se vazZe - Sec
selenacysteyl-tRNA
pomoci antikodonu ACU.
5'.GGAGCUUUUUGA UUUUUGGAUCCCU-3'

Obr, 176
Schéma sekundarni struktury mRNA p fekladané do
formiatdehydrogenazy E. coli
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, | prazdna t(RNASEC

fanﬁkodon

L-serin + ATP\UI} seryl-tRNA-syntetaza

| seryl-tRNASeC

‘/V-selenocysteinsyntéza
H,0

UCA
| aminoakrylyl-tRNASC

fosfoselenéat

(H,PO,SeH) uca selenocysteinsyntaza
O3 \l/

selenocysteyl-tRNASEC

el?ngaéni
UZ A aktor

V—SELB.GTP

komplex
SELB.GTP-selenocysteyl-tRNASEC

Elongacni faktor SELB je na ribozomu rozeznéan
sekvenci ve smyéce na vidsence mRNA. Na zaéatku

této vidsenky je kodon UGA, kteR? je Cten
antikodoném selenocysteyl-t.

Obr. 177
Proces zafazeni selenocysteinu do ribozomu

nutno zdiraznit, 7e kdyby na mRNA neexistovala sekvence pro rozeznani elon-
gacniho faktoru SELB, nemohla by se selenocysteyl-tRNA navazat na mRNA
(a ribozom) a kodon UGA by byl &ten jako termina&ni (obr. 176, 177).

24.6
Posttransla¢ni procesy

Translaci konéi prenos genetické informace ze strukturniho genu tim, %e
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se pod jejim vlivem vytvoii primarni struktura proteinu (polypeptidového fetéz-
ce). Veskeré dali procesy, které se budou odehravat na polypeptidovém fetéz-
ci, budou zaviset na jeho primarni struktufe, ktera rozhoduje o tom, jaké budou
jeho chemické vlastnosti, jakd bude jeho sekundérni a terciarni struktura a do
jaké kvartérnf struktury a nadmolekularnich sestav bude vchazet. Viechny tyto
struktury se vytvateji za danych podminek prostiedi v buiice pod viivem pri-
mdrni struktury proteinu, kterou jsou rozhodujicim zpiisobem uréeny. Jelikoz
procesy, kierymi se vytvdreji tyto struktury proteinii, probihaji aZ po translaci
nebo v prubéhu syntézy polypeptidového Fetézce, oznatujeme je jako procesy
posttransla¢ni.
Celkové se do posttranslaénich procesi zahrnuji:

kotranslaéni Upravy polypeptidovych fetézcii,
¢  posttranslaéni Gpravy polypeptidovych fetézcli,
¢ samosestavovani.

Tyto procesy probihaji obecné nejen v prokaryotickych, ale také v euka-
ryotickych burikdch.

KOTRANSLACNE UPRAVY. Jeité¢ b&hem syntézy polypeptidovych
fetézch dochazi v mnohych piipadech ke zm&nam v jejich struktufe a organiza-
ci. Tyto zmény se oznaluji jako kotranslacni tipravy, tj. dpravy nascentniho,
jesté se prodluzujiciho polypeptidového Fetézce. Jsou to:

¢ 1. Deformylace. Tyka se odstranéni formylové skupiny z N-terminélniho
metioninu polypeptidového fetézce. Tato reakce se uskuteéiiuje v bakteridlnich
butikach, v chloroplastech a v mitochondriich. Enzym katalyzujici odstranéni
formylové skupiny z formylmetioninu na N-konci polypeptidového Fetézce se o-
znatuje jako deformylaza.

¢ 2. Odstépeni aminokyselin. U prokaryot i eukaryot se N-termindlni me-
tionin, poptipadé téz jiné aminokyseliny, odstépuji z volného N-konce poly-
peptidu aminopeptidazou.

¢ 3. Chemicka modifikace aminokyselin polypeptidu. Zbytky R nékite-
rych aminokyselin se &asto po zaélenéni do rostouciho polypeptidového fetézce
chemicky méni. Napiiklad nékteré zbytky prolinu a lyzinu jsou hydroxylovany,
take se vytvo¥ hydroxyprolin a hydroxylyzin. Jiné aminokyseliny, napt. serin,
treonin a tyrozin, mohou byt fosforylovany (str. 19).

¢ 4. Tvorba disulfidovych vazeb. Proti sob& poloZené sulthydrylové

skupiny mohou byt oxidovéany za tvorby disulfidovych vazeb. K tomu dochdzi
pii vytvafeni tercidrni struktury polypeptidového fetézce (str. 24, obr. 9).

¢ 5, Piipojeni cukernych zbytkid. Béhem syntézy polypeptidového fetéz-
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ce mohou byt k nékterym aminokyselindm pfipojeny enzymaticky nékteré cukry
za vzniku glykoproteini (str. 19).

L4 6. Vytvareni sekunddrni a terciarni struktury. Polypeptidové Tetézce
vytvafeji spontanné sekundarni a tercidrni strukturu vétsinou pied dokondenim
své syntézy nebo aZ po uvolnéni z ribozomd (str. 25 a 27).

POSTTRANSLACNI UPRAVY. Postiranslacni uprava je chemickd mo-
difikace translacniho produkty, kterou vznikd funkéni polypeptidovy Fetézec.
Nekteré tpravy, které jsme popsali jako kotranslaéni, se mohou uskuteénit a
po translaci. Rada uprav je viak typicky posttransla&ni, Jsou to:
¢ 1. VystEpeni peptidi. V nékterych polypeptidech se po translaci vyits-
puji vet§i tseky za tvorby aktivni molekuly funkéniho polypeptidu.

¢ 2. Tvorba kvartérni struktury. Mnohé polypeptidy se po translaci
spojuji vodikovymi vazbami a jinymi nekovalentnimi interakcemi za vzniku
kvartérn{ struktury (str. 32).

@ 3. Priddni prostetickych skupin. Prostetické skupiny enzymil a jinych
proteindi se pfipojuji k polypeptidovym fetézcim a% po uvolnéni polypeptido-
vych feté€zclh z ribozomd. Pfipojeni miZe byt spontanni nebo katalyzované
enzymove (str. 36).

¢ 4. Sestavovani oligomernich proteinéi a nadmolekuldrnich struktur.
S timto procesem jsme se jiZ seznamili v kapitole o informadnich makromole-
kulach. Zde bychom chtéli zdtiraznit, %e sekvence aminokyselin polypepti-
dovych fetézcl, z nichZ se skladaji nadmolekularni systémy, ma dv& urovné
informace. Na jedné tirovni tato sekvence urcyje trojrozmérnou konformaci jed-
notlivych polypeptidovych fetézcti, 1. jejich tercidrni strukturu. Na drubé trov-
ni kaZdy polypeptidovy retézec obsahuje ve své tercidrni konformaci jedno nebo
vice rozpozndvacich mist, na které se vdFou ve specifickém geometrickém vzta-
hu sousedni polypeptidové podjednotky za tvorby charakteristické oligomerni a
nadmolekuldrni strukrury. Nekovalentni interakce mezi rozpoznavacimi mfisty
dvou sousednich podjednotek se vyznacuji velmi vysokym stupném specificity
a presnosti komplementarity. Jsou v&t§inou podminény vodikovymi vazbami a
vyznaCuji se vysokym stupném stability, kterd je zase podminéna hydrofobnimi
interakcemi (str. 40).
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2.5
REGULACE EXPRESE
BAKTERIALNIHO GENOMU

Exprese genu je regulovana, fizena, a to na Grovni transkripce, posttrans-
kripénich Gprav, translace a posttranslaénich tprav. Regulace na niZ$i Girovni se
promitd vZdy do vy38ich trovni v této hierarchii:

r

transkripce — posttranskrip&ni ipravy — translace —

—posttransiacni ipravy.

Regulace genové exprese u bakterii nejéastéji plisobi na trovni transkrip-
ce. Je nutno pripomenout, Ze bakterie prepisuji viechny své geny jedinym typem
RNA-polymerdzy. Piesto dovedou transkripci celé fady genlt zapinat a vypinat
podle potfeby. Obvykle Ziji v rychle se ménicim prostiedi, a proto musi soubor
svych enzymi rychle p¥izplisobovat aktudlni fyziologicke situaci. Prakticky ni-
kdy nepotiebuji viechny proteiny, které jsou schopny vytvatet. Velmi efektivné
reguluji mnoZstvi vyrabénych proteinti. Napiiklad enzymy zidastnéné ve spot-
febé a vyuZzivani laktozy se syntetizuji vét§inou jen za pfitomnosti laktézy (jde-
li 0 enzymy indukovatelné). Nahromadi-li se dostate¢né mnoZstvi urcité amino-
kyseliny, zastavi jeji dal3i syntézu tim, Ze vypnou syntézu pfisluSnych enzyma.

Signdl k zahdjeni a zastaveni transkripce regulovaného genu prichdzi
zpravidla ve formé néjaké malé molekuly, kterd je casto substrdtem nebo pro-
duktem enzymu, kiery je regulovanym genem kddovan. Takova molekula je v8ak
piili§ mala na to, aby mohla rozpoznat piisludny promotor od jiného promotoru
a selektivné vypnout nebo zapnout transkripci pfislusného genu nebo genf. A
Zasto k tomu nemé ani chemické piedpoklady. Proto jeji plisobeni na promotor
je zprostiedkovano proteinem, ktery ma nejméné dvé specifickd vazebna mista.
Jednim je schopen rozlisit promotor regulovaného genu od viech ostatnich ob-
lasti chromozomu a druhym rozpoznd piislusny efektor mezi jinymi malymi mo-
lekulami, s nimiz se setkavd.

Proteiny podilejici se na regulaci transkripce nazyvdme regulacni pro-
teiny. Vétdinou se vaZou na reguladni oblasti, napt. promotor. Nizkomole-
kularni latka, ktera svou vazbou na regulaéni protein méni jeho konformaci, a
tim i afinitu k p¥isluiné regulagni oblasti v DNA, patii mezi alosterické efektory
(str. 37). Zde se viak nebudeme zabyvat alosterickymi efektory, které méni
konformaci enzymf, ale témi, které méni konformaci regulatnich proteini.
Alosterické efektory tohoto typu a reguladni proteiny jsou reguldtory. Jako re-
gulator oznadujeme jakoukoliv latky, kterd se podili na regulaci molekuldrniho
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[——regulétory—j

poiitivni neggtivni
Navozuji . Zastavuji
transkripci, transkripci.

/\

regulaéni alosterické
proteiny efektory
VéZou se na regulaéni VéZou se na regulaéni
oblasti, proteiny.

pozitivni | negativni [pozitivni

v y 4

r
Navozuji Zastavuji Umoziiuji vazbu Zabrafiuji vazbé
transkripci. transkripci. regula&niho proteinu regulaémho’protemru
s regulaéni oblasti, s regulaéni oblasti.

Obr. 178
Klasifikace reguiatorn

déje (transkripce, translace gj,). Reguldtor miize byt pozitivni, tj. navozuje
transkripci, translaci nebo jiny Fizeny proces v burice, nebo negativai, tj. zasta-
vujict tyto procesy.

Interakce efektoru s regula&nim proteinem vede k alosterickému efektu.
Obvykle se zména konformace regula&niho proteinu po interakci s efektorem
tykéd zaniku nebo naopak vytvoreni vazebného mista pro regulagni oblast. Podle
toho se ve vztahu k regula&nim proteintim rozliduji dva typy alosterickych efek-
tord (obr. 178):

¢ a) negativni alostericky efektor, {j. efektor zabraviujici vazbé regulacni-
ho proteinu s regulacni oblasti,

¢ b) pozitivni alostericky efektor, tj. efektor umoziujici vazbu regu-
lacniho proteinu s regulacni oblasti,
Podobné rozliSujeme reguladni proteiny na:
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¢ a) negativni regulacni proteiny, tj. regulacni proteiny, jejichz vazba na
regulacni oblast zabrartuje RNA-polymerdze prepis transkripéni jednotky,

¢ b) pozitivni regulaéni proteiny, tj. regulacni proteiny, jejich# vazba na
regulacni oblast umoZiuje RNA-polymerdze prepis transkripcni jednotky. O-
becné proteiny (bez ohledu na mechanizmus icinku), které piisobi jako pozi-
tivni reguldtory, oznaujeme jako aktivitory transkripce.

2.5.1
Enzymova indukce, represe a katabolicka represe

ENZYMOVA INDUKCE. Regulace syntézy proteint je nejlépe prostudo-
véna u proteind s enzymovou funkei. Tyka se viak i proteindi s neenzymovou
funkei. Proto napf. enzymova indukce a represe je vlastné obecn& indukci a re-
presi syntézy proteinti, ktera je demonstrovana na proteinech s funkci enzymo-
vou. Enzymova indukee je syntéza enzymii vyvoland induktorem. Tento zpi-
sob regulace se tyka jen t&ch enzymd, které jsou indukovatelné. Jako indukova-
telné se oznaCuji enzymy, jejich? syntéza je vyvoldna induktorem. Od t&chto
enzymil je tieba odliSovat konstitutivni enzymy, jejiché syntéza nezdvisi na
pritomnosti induktoru a tvofi se v busice v konstantnim mnoZstvi. Induktor je
specificky substrdt (Idtka, molekula), ktery vyvoldvd syniézu pFislusného indu-
kovatelného enzymu.,

Klasickym ptikladem indukovatelného enzymu je P-galaktozidiza E.
coli. Induktorem tohoto enzymu je laktéza. Proto se tento enzym v buiikdch
netvofi, jsou-li v prostredi, které obsahuje jako jediny zdroj uhliku glukézu, Ta-
kové buiiky obsahuji jen asi 5 molekul f-galaktoziddzy. Jestlize se viak ptene-
sou do prostiedi, které obsahuje jako jediny zdroj uhliku laktozu, zaénou za 1
az 2 minuty syntetizovat 3-galaktozidazu ve velkém mnoZstvi (az 5 000 molekul
na buiiku). Indukovana B-galaktoziddza hydrolyzuje laktézu na produkty, které
buiiky vyuZivaji jako zdroj uhliku a energie. Jestlize se indukované buiiky
pfenesou do &erstvého prostredi, které obsahuje glukozu, nikoli v8ak laktézu,
B-galaktoziddza se pfestane syntetizovat a pofet molekul [-galaktozidizy se
rychle sniZ{ opét na velmi nizké mnoZstvi.

Je tfeba jeStd poznamenat, 7 prida-li se do prostfed{ s buiikami E. coli
laktoza, pak se indukuje syntéza nejen B-galaktozidazy, ale téZ dvou dalSich en-
zymi lac-operonu: B-galaktozidpermeazy a B-galaktozidacetyltransferdzy.

ENZYMOVA REPRESE. Tento typ regulace se tykd obvykle enzymi
biosyntetickych drah. Spodiva v tom, Ze syntéza téchto enzymii je potladovdna
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specifickym metabolitem dané biosyntetické drahy, obvykle konecnym metaboli-
tem, kiery kdyz se nahromadi do kritického mnozZstvi v burice, zastavuje syntézu
vSech enzymit této drdhy. Enzymova represe tedy piedstavuje potlaeni syntézy
jednoho nebo nékolika enzymi dané metabolické drahy specifickym metaboli-
tem. Syntéza té€chto enzymil se opét obnovi, jakmile koncentrace metabolitu
klesne pod kritickou hodnotu. Pfikladem tohoto zpisobu regulace je syntéza
histidinu v buiikdch E. coli. JestliZe se histidin nahromadi v butikdch do kritic-
kého mnoZstvi, zastavi se tvorba enzymi, které katalyzuji jeho syntézu; obnov{
se, klesne-li jeho hladina v builkdch pod kritické mnoZstvi. Metabolit (obvykie
konecny ) zastavyjici syntézu enzymii dané biosyntetické drahy se oznaduje jako
korepresor.

Obvykle jsou pfi enzymové represi reprimovany vechny enzymy p¥islug-
né drahy; napf. pfi syntéze histidinu viechny enzymy, které katalyzuji syntézu
histidinu.

KATABOLICKA REPRESE. PFi katabolické represi potlacuje (reprimu-
Jje) substradt syntézu indukovatelnych enzymii i za pritomnosti induktoru. Gluké-
zou se napf potlaluje syntéza B-galaktozidazy i za ptitomnosti laktézy jako in-
duktoru. Tento enzym je indukovin lakidzou jen za nepiitomnosti glukézy. Vli-
vem glukozy se jeho syntéza zastavuje, i kdyZ je v prostfedi pritomna laktéza
Jako induktor. Za takovych podminek se vyuZiva jako zdroj energie a uhliku
glukoza, kdeZto laktdza ziistava nedotiena.

2.5.2
Negativni a pozitivni regulace operonu

POJEM OPERON. Uvedené zpusoby regulace biosyntézy proteinli (en-
zymi1) probihaji a jsou fizeny transkrip&nimi jednotkami typu operonii, Roz-
hodujici funkéni slozkou operont je operator, coZ je regulacni oblast, na kte-
rou se vdzZe represor. Represor je negativni regulacni protein kédovany regu-
lacnim genem. Vazbou represoru na operétor se zastavi transkripce operonu.
Jako regulaéni gen se oznaduje strukturni gen kédujict polypeptid s regulacni
Junkei (v tomto pFipadé represor). Operétor reaguje s represorem nekovalentni-
mi interakcemi. Jestlize se represor spoji s operdtorem, zastavi se transkripce
vSech strukturnich genit daného operonu. V takovém piipads se transkripce za-
stavuje proto, Ze represor vazany na operétor brani vazbg RNA-polymerizy na
promotor nebo zabratiuje jejimu pohybu od promotoru ke strukturnim gentm.
Vazba represoru k operatoru i vazba induktoru nebo korepresoru k represoru je
podminéna slabymi nekovalentnimi interakcemi.
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Represor reaguje snadno s pfisluSnym induktorem nebo korepresorem.
P téchto reakcich dochézi ke konformadnim zmeéném represoru (alostericky
efekt). Vazbou indukioru nabyvd konformace, pti niz je inaktivai (nevdse se na
operdior). Vazbou korepresoru naopak nabyvd konformace, p#i niz je aktivni a
vdZe se na operdior. Vazba mezi represorem a korepresorem nebo represorem a
induktorem se rychle tvofi a op&t naruSuje, coz vede k tomu, Ze represor
prechazi snadno podle fyziologické potfeby z aktivniho stavu do inaktivniho a
naopak.

NEGATIVNI REGULACE OPERONU. Funkce operonu mii¥e byt regu-
lovana negativné nebo pozitivné€. Negativni regulace operonu je podstatou enzy-
mové indukce a represe. Spociva v tom, Ze vazbou aktivniho represoru na ope-
rdtor se (ranskripce operonu zastavi a jeho uvolnénim z operdtoru se opét na-
vozuje. Aktivni forma represoru se vytvori:

¢  a) uvolnénim induktoru z represoru; proto se za nepfitomnosti induktoru
transkripce zastavi (obr. 179),

¢ b) spojenim represoru s korepresorem, tj. s konenym metabolitem (napf.
s histidinem ); transkripce se pak zastavi za pfitomnosti korepresoru (obr. 180).

UVOLNENI INDUKTORU Z REPRESORU (INDUKTOR NEPRITOMEN)

reprt?sqr) Transkripce neprobihd, nebot’ represor je
RNA- (aktivni)  prekézkou pro pohyb RNA-polymerézy.

polymeraza l

Netvoii se indukovatelné enzymy.

SPOJENI INDUKTORU S REPRESOREM

_ geny

L , ‘ terminétor
Transkripce probfha, nebot' represor se

0 uvolnil z operéatoru a umoZnii pohyb
e, RNA-polymerazy pres operétor.
Tepresor . induktor

(inaktivuje represor)

Tvoii se indukovatelné enzymy.

Obr. 179
Negativni regulace operonu v ramci enzymové indukce
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promot,

lterminator

Operator zasahuje do promotoru, takie v pfipadé,
Ze na operétor je vdzan represor, nemtize se na
promotor navazat RNA-polymeriza.

RNA-
polymeréaza

Obr. 181
Prekryvani operatoru s promotorem

PoOZITIVNI REGULACE OPERONU. Pozitivni regulace operonu je
podstatou katabolické represe a spoéiva v tom, Ze vazbou CAP (ktery tvoFi kom-
plex s cAMP) na promotor se za pritomnosti induktoru transkripce operonu na-
vozuje a jeho uvolnénim z promotoru (za nepfitomnosti cAMP) zastavuje. Pozi-
tivni regulacni protein, ktery se v komplexu s cAMP vdze na promotor a umoz-
ruje za pFitomnosti induktoru transkripci, se ozna€uje jako katabolicky akti-
vacni protein (zkr. CAP). Je zi'ejmé, Ze cAMP zde piisobi jako pozitivni aloste-
ricky efektor a CAP jako pozitivni regulaéni protein (obr, 182).

Utinek glukézy na transkripci neni pimy, nybrz probihd pfes produkty
jejtho rozkladu (katabolity), které sniZuji intraceluldrni mnozstvi cyklického
AMP (cAMP). Proto v piesné&jSim slova smyslu predstavuje katabolicka repre-

NETVORI SE KOMPLEX CAP.cAMP.

Transkripce neprobihd, nebot’ promotor je nepfistupny
RNA-polymeraze.
@
OO irepresor | induktor

O Netvori se cAMP.

Netvori se indukovatelné enzymy,
ackoli induktor je pritomen.

TVORI SE KOMPLEX CAP.cAMP.

_geny i terminstor

biha, nebot komplex cAMP.CAP

Transkripce pro

umoZnil vstup RNA-polymerdzy na promotor.
CAP oo g e—
JEPresor:  induktor
(inaktivufe represor)

Vytvori se komplex cAMP.CAP.
Tvofi se indukovatelné enzymy.

Obr. 182
Pozitivni regulace operonu
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Tab. 12
Vztahy mezi induktorem, korepresorem, represorem a cAMP.CAP

Induktor = negativni alostericky efektor
Korepresor = pozitivni alostericky efektor

pozitivni regulator
negativni regulator

Represor = negativniregulaénfprotein = negativni regulator
CAP = pozitivni regulaéni protein = pozitivni regulator
cAMP = pozitivni alostericky efektor = pozitivni regulétor

se snifeni syntézy indukovatelnych enzymii katabolity nékterych substréti pro-
stFednictvim snizené syntézy cAMP.

Cyklicky AMP piisobi tim, Ze se va¥e k CAP, co¥ je dimerni molekula,
Kdyz se CAP spoji s cAMP, navaZe se na specifickd mista v blizkosti promoto-
ru a zvysi pak jeho afinitu k RNA-polymeraze. Katabolity glukézy viak inhibuji
syntézu cAMP, a proto v takovém piipadé se komplex cAMP s CAP vytvofit
nemiZe, takZe promotor je RNA-polymerdze nepfistupny a transkripce nemize
zadit (obr. 182).

Zavérem se pokusme charakterizovat vztahy mezi induktorem, korepreso-
rem, represorem a cAMP.CAP podle tab. 12.

L.AKTOZOVY OPERON E. COLL Laktézovy operon E. coli je ptikladem
operonu, ktery je regulovan negativng i pozitivng. Negativni regulace se usku-
teCfiuje represorem, ktery je kédovan regulaénim genem oznalovanym pisme-
nem i. Transkripéni jednotka laktézového operonu je Fizena jednim promotorem
(p) a operatorem (o), ktery se Easte&n& prekryva s promotorem. Déle tato transk-
rip&ni jednotka obsahuje tyto strukturni geny (obr. 183):

¢ gen z kédujici f-galaktozidazu (EC 3.2.1.23) neboli B-D-galaktozid-

galaktohydrolazu, kterd hydrolyzuje glykozidovou vazbu v B-galaktozidech;

® gen y kédujici B-galaktozidpermeazu;

¢ gen a kodujici galaktozidacetyltransferdzu (EC 2.3.1.18) neboli gala-

ktozid-O-acetyltransferazu, kterd katalyzuje acetylaci B-D-galaktozidu na 6-

-acetyl-B-D-galaktozid,

Tyto enzymy jsou indukovatelné. Indukuji se laktézou, kterd se Gidinkem

‘ B-galaktozidazy §t&pi na glukézu a galaktézu. Bezprostiednim induktorem viak
‘ nenf laktéza, ale alolaktéza neboli [B-D-galaktopyranozyl-(1—>6)-D-gluko-

pyranéza, kterd vznikd za icasti B-galaktozidazy jesté pred hydrolyzou laktozy
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promotor

il terminator

B-galaktozidaza l galaktozidacetyltransferaza
B-galaktozidpermedza
Véechny enzymy jsou indukovatelné laktézou (alolaktézou).

HOGH,
H o}
HOCH, gH ’ o
HO oL ©°
H
OH H H. H laktoza
H H B-D-galaktopyranozyl-(1 —4)-D-glukopyrandza
H OH

HOCH,

OH H H 0
H H
l<gn y MwoH
alolaktéza H OH HO

[3-D-galaktopyranozyl-(1-—»6)—D-glukopyranéza

OH

Produkty hydrolyzy laktézy
B-galaktozidazou.

H H H
H, L p-D-galaktéza
o S CHa
induktor
H B-galaktozidézy

H OH

izopropyltiogalaktozid

izopropyl-p -D-1-tiogalaktopyranozid

Obr. 183
Laktézovy operonE. coli
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na glukézu a galaktozu a je permanentné produkovdna v malém mnoZstvi pre-
ménou laktézy. Alolakt6za se spojuje s represorem a inaktivuje ho. Jako induk-
tor se také pouZziva izopropyltiogalaktozidu (IPTG) neboli izopropyl-B-D-1-
~tiogalaktopyranozidu, ktery pfimo reaguje s represorem.

Represor lakt6zového operonu je protein, ktery ma molekulovou hmot-
nost 152 000. Sklada se ze &ty stejnych protomeri o molek. hmotnosti 38 000.
Kazdy protomer ma dvé domény:

® doména, kterou se represor specificky vaze k operatoru;

¢ doména, na kterou se vaZe induktor (alolaktoza, IPTG).

Operator laktézového operonu sestava ze t¥i podjednotek: O1, 02, 03.
Nejsilngji se vaZe na podjednotku O1, méné na podjednotku O2 a nejslabégji na
03. Podjednotka O1 je hlavni a dalsi jsou tzv. vedlejsi.

Pro 0¢innou vazbu represoru je v operatorové podjednotce nutna sekven-
ce operatoru, ktera ma palindromaticky charakter. Na kaZdou polovinu operato-
rové podjednotky se vaZe jeden protomer, takZe operatorova podjednotka je ob-
sazena dimerem represoru. Polypeptidové fetézce, které jsou v dimeru podjed-
notkami, se vyznaduji motivem helix-otacka-helix, na ktery se vaZe jeSté tieti
o-helix. Rozpozndvacim je helix 2, ktery se vklddd do vétsiho Zlabku, ve kterém
bocni Fetézce aminokyselin (arginin, glutamin, serin a tyrozin) o-helixu 2 tvori
vodikové vazby s bdzemi operdtorové podjednotky. Dalsi dva a-helixy leZi na-
pFi¢ rozpoznavaciho helixu a stabilizuji kontakt represoru s operatorem (obr.
184).

Represor je viak tetramer, ktery se soufasné vaZe na dv& operatorové
podjednotky (na kaZdou jeden dimer), a to na O1 a jednu vedlejsi (O2 nebo
03), takZe sekvence mezi obéma podjednotkami vytvoii smy¢ku, v niz je uza-
viena RNA-polymeréza, ktera takto nemiize opustit promotor. To mé za nasle-
dek zastaveni transkripce (obr.185).

Jak jiz bylo uvedeno, glukdza snizuje v buiikach E. coli hladinu cyklické-
ho AMP, a tim potladuje transkripci lakt6zového operonu. K transkripei lakto-
zového operonu je celkové zapotiebi komplexu cAMP. CAP a laktézy jako in-
duktoru. Za ptitomnosti glukdzy transkripce laktézového operonu neprobihd ani
za piitomnosti induktoru nebot’ glukéza inhibuje syntézu cAMP. K #plné expre-
si laktézového operonu je tedy nutné jednak odstranéni represoru z operdtory,
Jednak stimuladni déinek komplexu CAP.cAMP na promotor. Z toho je ziejmé,
ze laktozovy operon je regulovdn pozitivné i negativné.

CAP-protein (obr. 16) se v aktivni formé& sklada ze dvou identickych
protomer( (monomert), z nichZ kazdy vaZe jednu molekulu cAMP. Tato vazba
zpusobi strukturdlni zm&nu CAP-proteinu, ktery se pak miZe specificky vazat
na usek DNA té&sné pted promotorem. To vede k silnému ohybani DNA v misté,
kde se styka s dimerem CAP. Toto ohnuti DNA je nutné, jelikoz pak umoZiiuje




2.5 REGULACE EXPRESE BAKTERIALNIHO GENOMU 245

promotor operator galaktozidaza acetylaza

Sipkami je zvyraznény piiblizny palindrom.
Podobnost v palindromu se sniuje ve sledu:
01> 02>03.

O1:AATTGTGAGCG&ATAACAATT
TTAACACTCGCICTATTGTTAA

Obr. 184

Vazba dimeru represoru laktézového operonu na palindromatickou
sekvenci operatorové podjednotky O1

02

tetramer represoru’s
promotor

03 Of

>
i

smér transkripce

Obr. 185
Vytvoieni DNA-smyéky mezi dvéma
podjednotkami operatoru

i vazbu RNA-polymemerazy k promotoru (obr. 186).
Poznamka: N&kdy maji rizné operony stejny reguladni gen. Skupina riz-
nych operont se stejnym regulacnim genem se pak nazyva regulon.

2.5.3
Ostatni zptisoby regulace genové exprese u bakterii




246 2 STRUKTURA, REPLIKACE A EXPRESE PROKARYOTICKEHO GENOMU
vétsi zlabek vétsi zlabek
ohnuta rozpoznavaci helix

DNA

Obr. 186
Ohybani promotorové DNA viivem vazby CAP-proteinu

ATENUACE. Atenuace je zpiisob regulace transkripce operonu podmi-
nény pritomnosti atenudtoru. Atenudtor je oblast ve vedouci DNA-sekvenci,
kterd obsahuje specificky tisek pusobici jako pFedcasny termindtor transkripce
nékterych operontt.

V tryptofanovém operonu je atenudtor tvofen Sesti obracenymi repetice-
mi 1,2, 3, 4, 5, 6, u nichz dvojice 1a2,3 a4, 5a6 jsou navzijem komple-
mentarni 2 mohou se proto v mRNA sparovat do vlasenek tti typl (obr. 187):

¢ 1. Vlasenka vznikla spojenim obracenych repetici 5 a 6 za nadbytku tryp-
tofanu. Tato vidsenka md funkci termindtoru transkripce, nebot’ se v jejim pri-
marnim transkriptu za nadbytku tryptofanu zastavuje pohyb RNA-polymerazy.

¢ 2. Vlasenka, kterd se vytvofi spojenim obracenych repetici 3 a 4 za
nedostatku tryptofanu v prostredi; jeji funkce spo¢iva v tom, Ze zabrariyje vy-
tvdreni termindtorové vidsenky. Oznaduje se jako preemptor. Z daliho textu
vyplyne, e preemptor je vidsenka inhibujici v primdrnim transkriptu atenudto-
ru vytvoreni termindtorové vidsenky.
¢ 3. Vlasenka vytvofena spojenim obracenych repetici 1 a 2, kterd umoZiiu-
je vznik terminatorové vldsenky za podminek, Ze se translace zastavi, Oznaduje
se jako protektor. Presn&ji feSeno protektor je vidsenka umozijici v primdr-
nim transkriptu atenudtoru vytvoreni termindtorové vidsenky.

Pro pochopeni atenuace je nutno si nejdfive uvédomit bezprostfedni sou-
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vedouci
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Pii zastaveni translace protektor umoini tvorbu terminétorové vidsenky, na které
se zastavuje transkripce do mRNA.

Obr. 187
Schéma atenuace
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vislost transkripce s translaci, ktera je pro bakterie charakteristickd. To zname-
na, 7e transkripci vznikajici mRNA se hned, jakmile se zalne z DNA odvijet,
pokryva ribozomy, na nichZ se preklada do primarni struktury polypeptidu. Pfi
tomto procesu stale probiha syntéza mRNA, ktera se RNA-polymerazou u 3"
-konce prodluZuje aZ do zastaveni na terminétoru. Terminétor se pfepiSe do
koncové mRNA, v niZ se vytvofi vlasenka, kterd pak zastavi dalSi posun RNA-
polymerazy (str. 195). Princip atenuace v podstaté spofiva v tom, Ze nékteré
operony maji kromé terminatoru, ktery je na konci transkripéni jednotky, jesté
dalsi terminator, ktery se nachazi ve vedouci sekvenci a slouzi k regulaci
transkripce. Jak tento zpsob "funguje" vysvétlime konkrétné na operonu, ktery
obsahuje geny pro syntézu tryptofanu (obr. 187).

V ptipadg, Ze je v buiice nadbytek tryptofanu, vaZzou se Trp~ tRNA™ na
kodony UGG (dva kodony pro tryptofan), které se nachazeji v atenudtorové
sekvenci 1. JelikoZ soudasti atenuatoru je iniciaéni kodon, pieklada se Cast
vedouci sekvence do peptidu aZ po terminadni kodon UAG, ktery je také
soudasti atenuatoru (velmi dalezité pro dal3i pochopeni). Na tomto kodonu se
zastavi pohyb ribozomu. Priichodem pies atenudtorové sekvence 2 a 3 zabraffu-
je ribozom v mRNA, aby se vytvofila preemptorova vlasenka, ale mize se
vytvofit terminatorova vidsenka, na které RNA-polymeraza ukon&f transkripci,
nebot’ sekvence 5 a 6 pro jeji tvorbu jsou k dispozici. To ma za nasledek, Ze
neni dale k dispozici mRNA obsahujici pfepisy geni pro syntézu tryptofanu.

Za nedostatku tryptofanu nemiZe translace vedouci RNA-sekvence do
peptidu pokradovat, nebot’ na kodony UGG se nevaZe Zidné Trp- tRNA™, Tyto
kodony pak ptisobi jako terminadni. Pfesn&ji bychom fekli, Ze ¢im niZsi je
koncentrace tryptofanu v burice, tim niZ$i bude koncetrace molekul Trp-tRNA™,
a tim bude i ubyvat pravdépodobnosti vazby téchto molekul na kodony pro tryp-
tofan (upozortiujeme, Ze spotieba t&chto molekul je vysokd, nebot’ se musi
obsadit dva kodony pro tryptofan). Ribozom proto ziistdvd na atenudtorové
sekvenci 1 a 2, coZ vede k tvorbé preemptorové vladsenky v mRNA. Tato vlasen-
ka brzdi vytvofeni terminatorové vlasenky (to proto, Ze sekvence pro jejf tvorbu
nen{ volna). Proto RNA-polymeraza miize pokradovat v transkripci operonu az
k terminatoru, kterym konéi transkrip&ni jednotka. (Poznamka: Nezapomeiite,
e 5'-konec mRNA je za ribozomem a jeji 3'-konec je pfed ribozomem po sméru
transkripce a proto transkripce miize pokradovat). Disledkem tohoto procesu je,
7e se tvoti mRNA pro syntézu tryptofanu.

Je tedy ziejmé, ¥e pii atenuaci je transkripce Fizena alternativni tvorbou
terminatorové vlasenky ve vedouci sekvenci mRNA. Tato vlasenka se netvoii
za nedostatku tryptofanu, a proto RNA-polymeréaza pokraluje v transkripci aZ
do konce, tj. k terminatoru na konci operonu.

MuZeme si také predstavit, Ze se translace zastavi uméle, napt. tim, Ze se
inhibuje proces vazby aa-tRNA na ribozom. V takovém piipadé se tvofi protek-

M owr

torovéa vlasenka (preemptorova se nemiize vytvorit, jelikoZ Easti jeji sekvence
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bylo vyuzito pro tvorbu protektorové vldsenky). Tvorba termindtorové vlasenky
viak neni inhibovana. Transkripce se zastavi a tryptofan se netvofi.

PROTEINY INDUKOVATELNE TEPLEM. Zvysenim teploty ze 30 °C na
42° - 45 °C dochézi v E. coli k syntéze asi 20 rlznych proteint pfi siln& zvySené
rychlosti. Po ndvratu na vychozi teplotu 30 °C v8ak rychlost syntézy kiesne na
pivodni hodnotu. Proteiny, jejichs syntéza je indukovatelnd vyssimi teplotami,
se oznacuji jako proteiny indukovatelné teplem (zkr. Hsp-proteiny nebo
HSP-proteiny). PriCina této syntézy spoliva ve stupfiujicf se syntéze sigma-
-faktoru oznadovaného jako sigma-32 (6™), tj. sigma faktoru o molek. hmotno-
sti 32 000. Tento faktor se vaZe na molekule RNA-polymerazy na stejné misto
jako standardni faktor sigma-70. Pomoci faktoru sigma-32 rozeznava pak RNA-
polymeraza promotory pro geny kddujici proteiny indukovatelné teplem. Tyto
promotory maji jinou sekvenci neZ promotory, na které se standardné vaze
sigma-70. Z toho diivodu se sigma-70 na né nevaze nebo jen velmi slabé, a jsou
tedy pro RNA-polymerazu uvddénou faktorem sigma-70 uzavieny. Stejné se
nevaZe sigma-32 na standardni promotor. Promotor faktoru sigma-32 mé na
rozdil od standardniho promotoru na obr. 142 (str. 187) tuto strukturu:

$ sekvence-35: CCTTGAA,
.4 Pribnowiivbox: CATTTA,

@ vzdalenost mezi obéma sekvencemi je 13 - 15 bp.
ZvySend syntéza faktoru sigma-32 ma tyto disledky:

® aktivaci genu rpoH, ktery kdéduje faktor sigma-32,

¢ zvyseni intenzity translace mRNA pro faktor sigma-32.

Jestlize je jen jedna z téchto dvou reakci zastavena, je reakce na zvySe-
nou teplotu slabsi nebo vibec chybi. To prakticky znemoZni bakterialni burice
preXit pfi zvydené teplot&. JestliZe, naptiklad vlivem delece genu rpoH, chybi
lipin& faktor sigma-32, jsou tyto zvySené teploty pro E. coli smrtelné.

Faktor sigma-32 viak podléha autoregulaci zp&tnou vazbou. Aktivuje
totiZ geny kodujici proteiny indukovatelné teplem, dokud se v buiice nenahro-
madi do kritického mnoZstvi. Jakmile je ho dosaZeno, vaZe se protein indukova-
telny teplem na sigma-32 a blokuje tak jeho navézani na RNA-polymerazu. To
ma za nésledek, e se zastavi syntéza faktoru sigma-32, a tim i pfislu§ného pro-
teinu indukovatelného teplem, M4 to i ten disledek, Ze se zastavi odbourdvéni
faktoru sigma-32 ( obr. 188).

Nekteré proteiny indukovatelné teplem tvoifi podjednotky chaperond.
Isou to napt. proteiny DnaK (Hsp70), DnaJ a CrpE, které dohromady tvorfi
funkéni chaperonovou jednotku stimulujici sbalovani polypeptidi. Podobné




240 2 STRUKTURA, REPLIKACE A EXPRESE PROKARYOTICKEHO GENOMU

Naproti tomu inaktivni forma represoru se vytvofi takto:

¢ a) spojenim induktoru s represorem; to vede k zahajeni transkripce struk-
turnich gent operonu (obr. 179);

¢ b) uvolnénim korepresoru z represoru; to vede téz k zahajeni transkripce
strukturnich gent operonu (obr. 180).

Nynf jiz mfizeme piesnéji definovat induktor. Je to negativni alostericky
efektor vyvoldvajici syntézu prislusného indukovatelného enzymu (enzymil); je-
ho spojeni s represorem zpilisobuje, Ze represor pfechdzi do konformace zabra-
fiujici jeho vazbé s operatorem. Pisobi jako pozitivni reguldtor, nebot’ navozuje
transkripci operonu. Korepresor je metabolit dané drdahy pusobici jako pozi-
tivai alostericky efektor, jehoZ spojeni s represorem zpiisobuje, Ze represor pre-
chazi do konformace, v niZ se miiZe vdzat na operdtor. Je viak negativnim
regulatorem, nebot’ zastavuje transkripci operonu. Enzymy, jejichz syntéza mize
byt potlacena korepresorem, se oznaduji jako reprimovatelné.

Operdtor se miZe s promotorem Castecné prekryvat. V takovém piipadé
vazba represoru na operator zpisobi, Ze se RNA-polymerdza nevdfe na promo-
tor (obr. 181). Nepfekryva-li se s promotorem, pak vazba represoru na operd-
tor brani pohybu RNA-polymerdzy k strukturnim geniim operonu (obr. 180).

SPOJENI KOREPRESORU S REPRESOREM

aeh toriktor

.represor; Transkripce neprobihd, nebot represor je
RNA- o «—.__ Piekdzkou pro pohyb RNA-polymerézy.
olymeraza korepresor
poly (aktivuje represor k vazbé Koncentrace korepresoru
na operétor) v burice je vysoka.
Zastavl se syntéza korepresoru jako vysledného
produktu dané biosyntetické dréhy.

UVOLNENI KOREPRESORU Z REPRESORU

(promotor | apirator NN T RG] torminator |
GO Transkripce probihé, nebot' represor se
. . R uvolnil z operatoru a umoZnil pohyb
(inaktivni). represor ; RNA-polymerézy pfes operétor.

Koncentrace korepresoru v burice
Je tak nizka, Ze nedochdzi k jeho
vazbé na represor.
Obnovi se syntéza korepresoru.

Obr. 180
Negativni regulace operonu v ramci enzymové represe
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Obr. 188

Autoregulace syntézy faktoru sigma-32

funkénf chaperonovou jednotku tvoti proteiny GroEl a GroEs (Hsp10). I tento
chaperon podporuje sbalovani polypeptidi.

REGULACE EXPRESE GENU PRO rRNA A tRNA. Tvorba ribozom je
uzce spjata s rychlosti déleni bakterialni butiky. V rychle rostoucich kulturich
bakterii se tvofi mnoho ribozomi, které nakonec tvo¥i vice nez jednu tfetinu
bakteridlni hmoty. Se sniZenim rychlosti d&leni se sniZuje i rychlost tvorby ribo-
zomil. Syntéza rRNA a tRNA se vypind za nedostatku aminokyselin v prostiedi,
ve kterém se bakterie mnozi, zatimco syntéza mRNA probihd déle alespori éds-
tecné. Tato odpovéd’ na nedostatek aminokyselin se oznaduje jako striktni
regulace. Bylo zji$téno, Ze syntéza rRNA v ramci této regulace z4visi na mno-
stvi ppGpp (guanozin-5'-bisfosfat-3'-bisfosfat). Nadbytkem ppGpp se zastavi
syntéza rRNA, kdeZto sniZenim jeho koncentrace se opét navozuje rychla synté-
za rRNA. Je pravdépodobné, Ze ppGpp pisobi p¥imo na RNA-polymerazu,
kterd za jeho piftomnosti ztraci afinitu k promotoru P1 a k promotoru odpovi-
dajiciho genu pro tRNA. ppGpp se syntetizuje takto {(obr. 189):

¢ 1. Za nedostatku aminokyselin je pppGpp-syntetiza aktivni a prenasi
zbytek kys. fosfore&né z ATP na 3' OH-skupinu ribézy GTP.

¢ 2. Vznikly pppGpp se pak pfeméiiuje na ppGpp piisobenim enzymu
pppGpp-5'-fosfohydrolazy. To vede k zastaveni syntézy rRNA a tRNA.

A4 3. Za nadbytku aminokyselin se ppGpp rychle pfemétiuje na ppG (piiso-
benim ppGpp-3'-pyrofosfohydrolazy). To mé za nasledek obnoveni syntézy ri-
bozomové i transferové RNA.,
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Obr, 189
Syntéza ppGpp

ALTERNATIVNI SIGMA-FAKTORY. Seznamili jsme se jiz s faktorem
a”, ktery reaguje s promotorem o konvenén{ sekvenci popsané na obr.142 (str.
187), (viz té% str. 190). Vétsina promotori reaguje s RNA-polymerdzou obsa-
hujici sigma-70. Bxistuji viak sigma-faktory, které reaguji na sekvence, jeZ se
pongkud li§i od konvenéni sekvence boxi kolem nukleotidu -35 a -10. Je to jiz
vyde popsany faktor sigma-32 a kromé tohoto jesté faktory:

¢  Sigma-28 rozeznavajici box -35 se sekvenci C T A A A a Pribnowiv
box se sekvenci G C C G A T A A. RNA-polymeraza s timto faktorem p¥episu-
je operony obsahujici geny kodujici proteiny bi¢iku.

® Sigma-54. Tento viak rozeznava box -35 se sekvenci C T G GNA a
Pribnowiiv box se sekvenci T T G C A. RNA-polymerdza obsahujici tento
faktor ptepisuje operony obsahujici geny pro metabolizmus dusiku.

Grampozitivni bakterie Bacillus subtilis ma geny pro nékolik dodatec-
nych sigma-faktorti, které se vyjadfuji ve specifickém sledu v zévislosti na
prib&hu sporulace. Tyto sigma-faktory rozeznévaji promotory operonli obsa-
hujicich geny, jejichZ exprese je poZzadovana v daném &asovém intervalu sporu-
lace.

ZESILOVACE TRANSKRIPCE, Operony, které jsou pfepisovany RNA-
polymerdzou obsahujici sigma-54, jsou regulovany aktivitory, které se vaZou
do mista vzddleného -80 a¥ 160 bp od startovaciho nukleotidu. Dokonce tyto
aktivatory aktivuji transkripei z mist, kterd jsou vzdalena aZ 1 kb od startovaci-
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ho nukleotidu. Tato mista maji vyznam zesilovaé&d transkripce. Takto se ozna-
Cuji regulacni oblasti, které jsou vzhledem k promotoru v poloze cis (1. na stej-
né molekule DNA) a silné zvysuji jeho ucinnost. Zesilovad transkripce muiZe
sousedit s promotorem, ale v&t§inou byvé od promotoru vzdalen.

Aktivator, ktery se vaZe na zesilovad transkripce genu glnd, co je gen
kodujici glutaminsyntetazu, stimuluje transkripei tohoto genu, kterd j je kataly-
zovéna RNA-polymerézou obsahujici sigma-54. Aktivator se nazyva dusikovy
regu!aéni protein C (pouZivané zkratka je NTRC). Glutaminsyntetaza kataly-
zuje syntézu glutaminu z kyseliny glutamové a amoniaku. RNA- -polymeraza
obsahujici sigma-54 rozeznava promotor genu g/nd a pred aktivaci aktivatorem
NTRC vytvol{ s promotorem uzavieny komplex. Nemiize v¥ak vytvofit otevie-

RNA-polymeraza
obsah i sngma-54

zesﬂovaé

uzavieny komplex

inaktivni aktivace

roteinkindzou
(NTRB)

aktivni

NTRC
fosforylovany

otevieny komplex

Obr. 190
Stimulace transkripce aktivatorem NTRC
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ny komplex, dokud neobdrZi signél od NTRC, ktery je regulovan proteinkina-
zou (enzym fosforylujici protein, viz II. dil) oznagovanou jako NTRB. V reak-
cich na nizké koncentrace glutaminu fosforyluje NTRB dimer NTRC, ktery se
vaZe na dvé mista zesilovaCe transkripce (obr. 190). Fosforylovany NTRC vaza-
ny na zesilovad interaguje s RNA-polymerazou za tvorby smy&ky v DNA pro-
motoru. RNA - polymeraza je potom stimulovana ATP4zovou aktivitou NTRC
k rozvinuti matricovych fetézcii za tvorby otevieného komplexu, coZ je nutnou
podminkou k zahdjeni transkripce. Pfedpoklada se, Ze energie k rozvinuti DNA-
fetézcl je dodavana hydrolyzou ATP. To je rozdil proti RNA-polymeraze obsa-
hujici sigma-70, kterd nevyZaduje k tvorb& otevieného komplexu hydrolyzu
ATP.

PROTISMYSLNA RNA. Obvykle kazdy RNA-transkript mé urdity smysl,
ktery se uplatiiuje v jeho funkei, napt. jako mRNA, rRNA, tRNA atd. Vyjadieni
smyslu nékterych transkript u bakterii je zablokovano tim, Ze se na n& komple-
mentarné navaze jiny RNA-transkript (obr. 191). Takové RNA-transkripty,
které se komplementdrné vdZou na jiné RNA a tim inhibuji (blokuji) jejich funk-
ci, byly nazvany protismysiné RNA. Vznik protismyslné RNA si miiZzeme
podle obr. 191 pfedstavit tak, Ze se syntetizuje na pozitivnim DNA-Fetézci proti
RNA, kterd se tvofi na fetézci negativnim. Ob& RNA jsou komplementérni a
proto se sparuji za tvorby funk&né& neaktivniho duplexu. Protismyslnd RNA je
u bakterii jednim z prostfedki regulace produkce RNA-transkripth nékterych
genti. Napf. na transpozonu E. coli je gen koédujici transponazu, tj. enzym, ktery
katalyzuje transpozici tohoto transpozonu. Medidtorovd RNA piekladana do
transponazy miZe byt hybridizovana RNA, které je viidi ni protismysina, tj. ob-

negativni pozitivni
DNA-fetézec DNA-fetézec  Hybridni RNA je
G : nefunkéni.
Comm ©
T o A mRNA hybridni RNA
A T — - — -
N ul A YA
ld—e cl |6 e
T A Al U A
[ ¢l |6 g
Chmm G G| |C G|
—a ul (A 4
A T 1) Al U
= ivni ¢ & lgl-A
pozitivni negativn m
rotismysina
DNA-fetézec  DNA-fetézec P RNA pmgﬂs'“é

Obr. 191
Blokovani mRNA protismysinou RNA
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sahuje sekvence, jeZ se komplementérné véZou k iniciaénimu kodonu a k Shi-
neové-Dalgarnové sekvenci na mRNA pro transpozon. Tim samoziejmé zastavi
jeji translaci. JelikoZ promotor, z néhoZ se piepisuje protismysind RNA je sil-
n&ji neZ promotor, z n&ho¥ se piepisuje mRNA pro transponazu, je produkce
této mRNA siln& omezena. Kdyby tomu tak nebylo, dochazelo by k asté trans-
pozici, coz by mohlo mit negativni G¢inek v téch ptipadech, kdy se transpozon
umistuje v aktivnim strukturnim genu.

Jiny ptiklad regulace prostfednictvim protismysiné RNA se tyka regulace
replikace plazmidu ColEl. Tento plazmid se nachézi v buiikach E. coli ve 20
kopiich. Toto mnoZstvi kopii je regulovano takto (obr. 192):

‘ itivni DNA-tézec

3 s RN A | protismysina hybrid
RNA II RNA ||+IDNA

negativni DNA-Fetézec

Béhem replikace se tvofi jen RNA Il, kterd je $tépena.

RNAéza Hﬁ
3
RNA II > —

" negativni DNA-Fetézec

Zahéjeni syntézy vedouciho Fetézce
od 3'-konce RNA Il slouZiciho jako
primer.

LN o0 s e
negativni DNA-fetézec

Tvorbou duplexu duplex RNA I/RNA II
RNA I/RNA Il se méni ‘

konformace RNA II, coZje e

pfekdzkou tvorby RNA I

hybridu RNA II/DNA. RNA I 3' H
M

ngatin DA-Fetéec

Obr. 192
Regulace replikace plazmidu Col E1 protismysinou RNA

replikace.
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V mist€ ori se nejdifve musi vytvofit RNA-primer pro replikaci, Ten
vznika transkripei Gseku DNA pFed mistem ori dlouhého 550 nukleotidd. RNA,
ktera touto transkripci vznikd, se oznaduje jako RNA II a prodluZuje se aZ do
celého mista ori. Pro pochopeni daliiho textu oznadme vznikly RNA-transkript
vazany na matricovy fetézec v misté ori jako hybrid RNA II/DNA. RNA toho-
to hybridu podiéha 3t€peni RNA4zou H na specifickém mist& u 3'-konce. Takto
se piipravi RNA-primer s 3'-koncem, od kterého pak zadina syntéza vedouciho
etézce.

Tvorba hybridu RNA II/DNA se zastavi, kdyZ se vytvofi RNA T, ktera je
dlouh4a 108 nukleotidi a je komplementarni ke stejng dlouhému iseku na
5'-konci RNA II. RNA I vznika transkripei pozitivniho DNA-fetézce, ktery je
protilehly useku negativniho DNA-fetdzce, na ném? za€ina transkripce RNA IL

RNA I je protismysing a véaze se komplementdrn® k uiseku na 5'-konci
RNA I Vytvoii se tak duplex RNA I/RNA 1I, kterym se pozméni konformace
hybridu RNA II/DNA, a tim i zabrani $tépeni RNA4zou H. To vede pak k zasta-
ven{ replikace v misté ori. Duplex RNA I/RNA 1I je jedt& stabilizovan protei-
nem Rom. Tim se zvy3i uéinnost hybridu RNA I/RNA I
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2.6
REPLIKACE, TRANSKRIPCE A TRANSLACE
GENOMU ARCHE(

Univerzalni fylogeneticky strom uvedeny na obr. 123 byl zkonstruovan
na zéklad® srovnavani sekvenci 16S-rRNA u 2 000 rdznych organizmi.
Sekvence 16S-TRNA jsou totiz vybornym indikatorem evolu€nich vztahl mezi
organizmy, nebot’ tato molekula jako sloZka ribozomi je dilezitym translacnim
faktorem. Je spjata s evoluci translace a jako takov4 patii mezi nejstarsi biolo-
gické makromolekuly. Je funkéné konstantni a vyskytuje se ve viech organiz-
mech (u eukaryot ji odpovidd 18S-rRNA). Vyznaluje se konzervativnimi sek-
vencemi na viech stupnich evoluce. Ale jelikoZ pocet riiznych sekvenci tak
velké molekuly, jako je rRNA, je vysoky (1 500 nukleotidi), podobnost mezi
dvéma srovnavanymi sekvencemi vzdy ukazuje na jejich fylogenetickou piibuz-
nost. Podobné sekvence ukazuji na spoledny piivod neboli kofen srovndvanych
organizmil. Na druhé strang rozdilné sekvence rozdélily srovndvané organizmy
do t¢i domén (bakterie, archea a eukarya).

Pro pochopeni dal$iho textu doplnime obr. 123 schématem na obr. 193.
Vertikalni &4st soufadnic na tomto obrazku vyjadiuje oddéleni evoluéni linie
bakterii od evolu&ni linie sm&fujici k archeim a eukaryim. Horizontalni &ast
pfedstavuje rozdéleni na prokaryota a eukaryota. Toto rozdéleni je cytologicke,
jelikoZ je predeviim zaloZeno na struktuie buiiky. Posledni spolecny predek
viech #ivych organizmi se oznaduje jako umiverzalni predek (piedchidce).
Jemu piedchazel hypoteticky (logicky nutny) prapfedek, oznadovany jako pro-
genot, charakteristicky rychlymi a zakladnimi evolucnimi zménami v replikaci,
transkripci a translaci. Evoluce transkripce a translace probihala az do vzniku
univerzalniho predka. Do té doby se jiz vyvinula DNA s pofadim gent sesku-
penych do operont, jak je znime u bakterii v soudasné dobg&. Eukaryotické
znaky replikace, transkripce a translace u archei vznikaly bud’ v pribéhu evolu-
ce od univerzélniho predka k dobg divergence na archea a eukarya, nebo b&hem
evoluce od progenota k univerzalnimu piedku a v bakteriich pak vymizely nebo
se zasadng zménily. Rozlifeni ve znacich buné&éné struktury, o které se opirame
pti klasifikaci organizmil na prokaryota a eukaryota, se objevilo az v pozdéjsi
dob evoluce eukaryi (nad horizontaln{ &asti soutadnic obr. 193).

Rozdéleni organizmi na prokaryota a eukaryota spoCiva na jejich feno-
typu (pfedeviim na typu bundk), kdezto jejich klasifikace na bakterie, archea a
eukarya se zaklada na jejich evoluci od univerzalniho predka. Proto v této
souvislosti nevadi, zopakujeme-li znovu, Ze ndzvy bakterie (Bacteria), archea
(Archaea) a eukarya (Eucarya) jsou ndzvy domén v systému organizmi, kdezto
terminy prokaryota a eukaryota jsou cylologické a vztahuji se k typu bungk.
Avsak na zakladé molekuldrn® biologickych vlastnosti jsou archea evoluéné
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EUKARYOTA

eukarya @,
skaryatici®
Ak Bungk.

IETEG

bakterie

> archea

PROKARYOTA

" Evoluce eukaryotickych znaki
archedini replikace, transkripce
a transiace.

univerzalni piedek

Mozna, Ze
. evoluce eukaryotickych znaki
Evoluce replikace, transkripce archeaini repfikace, transkripce
a translace v progenoti. a translace probihala v tomto tseku.
progenot
Obr. 193

Doplitkovy vyklad univerzalniho fylogenetickeho stromu
znazornéného na obr. 123

blize k eukaryim. (Poznamka: Terminy "eukarya" a "eukaryota" budeme Casto
zamétovat podle kontextu. Aviak k nedorozuméni nemize dojit, nebot’ vSechny
organizimy s eukaryotickym typem bunék se zahrnuji do domény Eucarya). Ve
kterych molekulrng biologickych aspektech se prokaryotické organizmy podo-
baji bakteriim a ve kterych eukaryotickym organizmiim, se zabyvime v této
kapitole. (Poznamka: JelikoZ v nasledujicich kapitolach se operuje pojmy a Zna-
lostmi tykajicimi se eukaryotické replikace, transkripce a translace, které zde
nevysvétlujeme, doporudujeme, aby se &tendt k témto kapitolam jesté vratil po
prostudovani druhého dilu této utebnice, kde je eukaryoticka replikace, transk-
ripce a translace vyloZena).

2.6.1
Genom archei a jeho replikace

ARCHEALNI NUKLEOZOMY. Strukturdlng se genom archef podoba
bakterialnimu. Sestava z chromozomu a plazmidd (u nékterych druhi). Chro-
mozom je kruZnicovy a proti cytoplazmé neni ohranideny membrénou. Bufiky

i

e
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archel jsou tedy prokaryotického typu (str. 153 - 154). Geny na tomto genomy
jsou organizovany do operont. V nékterych operonech je pofadi geni stejng
jako u bakterii a muselo existovat uZ v dobg, kdy univerzaln{ pfedek divergoval
na bakterialni a archealni evoluéni linii. A€koli archea nemaji jadernou mem-
branu, obsahuji histony, které kondenzuji jejich chromozomovou DNA do
struktur podobnych nukleozomiim. Je znamo, Ze histony, z nichZ jsou slozeny
nukleozomy eukaryotickych bun&k, se nevyskytuji jako monomery, ale jako
heterodimery (H2A + H2B) a (H3 + H4), kde uvedenymi symboly jsou oznage-
ny jednotlivé histony ve stavu monomeri. Na rozdil od toho archedlni histony
tvori homodimery i heterodimery a jelikoZ pomér téchto dimerd se in vivo méni
v zéavislosti na podminkéach ristu, lze predpokladat, Ze homodimery a heterodi-
mery pFispivaji rizzné ke kondenzaci DNA.

U né&kterych druhii archei byly identifikovany geny kddujici histony. By-
lo zjist&no, ze Methanothermus fervidus ma dva geny kodujici histony, Metha-
nobacterium thermoautotrophicum a Methanobacterium formicum tii, Metha-
nococcus jannaschii pét, z nichZ dva jsou umistény na plazmidu. Stred archedi-
nich nukleozomii je tvoFen podobné jako v eukaryotickém typu bunék histono-
vym tetramerem (H3 + HA),.

IDNA - POLYMERAZY A OSTATNi REPLIKACN{ PROTEINY. Aby-
chom pochopili zafazeni DNA-polymeraz archei v celkovém systému DNA-po-
lymeraz, je tieba zminit se o klasifikaci DNA-polymeraz. Tyto polymerazy se
klasifikuji na zaklad& strukturalni podobnosti do tii rodin:

A4 1. Rodina A. Sem patfi bakterialni DNA-polymeraza I a DNA-polyme-
raza 'y mitochondrif kvasinek.

¢ 2. Rodina B. Tato rodina zahrnuje DNA-polymerazy vysSich eukaryi,
DNA-polymerazy I, IT a III kvasinek, bakterialni DNA-polymerézu II a archeal-
ni DNA-polymerazy.

® 3. Rodina C. Zahrnuje bakterialni DNA-polymerazu III.

Viechny dosud studované DNA-polymerdzy archei jsou podobné euka-
ryotickym a patfi do rodiny B. Co se tyée eukaryotickych a archedlnich repli-
ka&nich proteini, lze celkové fici, Ze (tab. 13):

¢ Vsechny eukaryotické a archedini replikacni proteiny se vyznacyji po:
dobnosti v primdrni strukture.

® Zadny bakteridlni replikaéni protein se nepodobd v primdrni strukture
ani eukaryotickym ani archedlnim replikacnim proteiniim s vyjimkou téch, kte-
ré jsou v tab. 13 vysdzeny polotucné.

® Mnohé bakteridlni, eukarydini a archedini replikacni proteiny plni pri
replikaci stejné funkce, ackoli se v primdrni struktufe nevyznacuji podobnosti.
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Tab. 13
Podobnosti v primarni struktuie replikafuich proteint
bakterii, archei a eukaryi

Bakterie Eukarya Archea
ORC-proteiny 1 - 6 Protein podobny
DnaA-proteiny Jsou to proteiny ORC-proteinu.
rozezndvajici Je kédovany:
pocatek replikace. plazmidem.
SSB-proteiny RPA-protein; ?

3 podjednotky

DNA-polymeraza

DnaG-protein DNA-polymeréza o rodiny B
(primaza) rodina B Mnoho specificky

archedlnich sekvenci,

y-komplex RFC-komplex Archedlni protein
homologicky RFC-1 a protein
s y-komplexem RFC-3
B_svorka PCNA-prOtCiH Archealni
PCNA-protein
DNA-polymeraza Il |DNA-polymerdza o, €,8] DNA-polymeriza
(katalytické jadro) rodiny B
Jsou to
Je to DNA-polymerdza DNA-polymerdz Mnoho specificky
rodiny C. rodiny B. archedinich sekvenci,
DNA-ligaza DNA-ligaza DNA-ligza

(NAD-dependentni) (ATP-dependentnf) (ATP-dependentni).

DNA-polymeraza I
(DNA-polymeraza Ribonukleaza H Ribonukleiza H
rodiny A)

Proteiny uvedené ve stejném vadku tabulky maji stejnou funkci v replikaci
DNA. Polotucné vyscizent ndzvii replikacnich proteinii znamend, Ze tyto
proteiny se vyznacujf nejen stejnou funkci, ale i vzdjemnou homologii

v primdrni strukture.

Ponkud prekvapuje, Ze replikacni proteiny bakterii vzhiedem k archeim
a eukaryotinm se nevyznacuji podobnosti v primdrni struktufe. Tuto skutenost
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Ize zatim hypoteticky vyloZit nasledujicimi alternativnimi (vzdjemné se nevylu-
¢ujicimi) moznostmi:

L4 1. VétSina replikaénich proteinti plnicich v univerzalnim pifedku urdité
funkce pfi replikaci se béhem evoluce v jednotlivych liniich postupné ménita,
aZ prestala byt navzajem homologicka.

¢ 2. Univerzalni piedek se vyznaGoval replikadnim mechanizmem jak
bakteridlniho, tak i archedlniho-eukaryotického typu. Riizné slozky tohoto sys-
tému se v8ak v bakteridlni a archealni-eukaryotické evolugni linii po divergenci
téchto linii ztratily.

® 3. Do jedné nebo druhé linie mohly byt zahrnuty nové (nehomologické)
proteiny a nahradit sloZky z univerzalniho ptedka.

2.6.2
Archealni RNA-polymerazy a iniciace transkripce

ARCHEALNI RNA-POLYMERAZY. Archedlni RNA-polymerdzy obsa-
huji 8 az 13 protomerd, které se vice podobaji v primarni struktuie eukaryainim
RNA-polymerazam neZ bakteridlnim., Neni zde zachovana sestava a,ppc
typické pro bakterie. TATA-box byl prokdzdn u nukleotidu -27, co? je znacnd
podobnost s eukaryoty. Neexistuje vak zatim diikaz pro typy struktur promoto-
ru specifické pro transkripci do rRNA a tRNA, jak je tomu u eukaryot.

TRANSKRIPCNI FAKTORY. Archea obsahuji homology eukaryo-
tickych transkripénich faktorii TBP a TFIIB. (Pozndmka: TBP-protein je slo-
kou transkripéntho faktoru TFIID v eukaryotickych buiikach, viz IL. dil).Tyto
faktory za spolupisobeni RNA-polymerazy navozuji a ¥idi u archei bazalni
iniciaci transkripce a pravd&podobné tvorbu piediniciagntho komplexu, ktera je
znazornéna na obr. 194,

VyuZzivani TBP archedlni RNA-polymerazou a viemi tfemi eukaryoticky-
mi RNA-polymerazami ukazuje na to, Ze tento protein je evolu&ng nejstarsi
transkripéni faktor. Musel existovat jif v pFedku, z néhos divergovala archedini
a eukaryalni evolucni linie.

2.6.3
Archealni translace

Archea vyuZivaji, podobné jako bakterie, Shineovu-Dalgarnovu sekvenci
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Holoenzym Pol |}
Bazalni transkripce. eukarydini
TEEE e ‘ » a archealni
had - and — - plediniciaéni
transkripéni
komplex

Aktivace transkripce.

Cerné zbarveni = transkripéni faktory vyskytujici se v archeich a eukaryich.
Sedé zbarveni = transkripéni faktory vyskytujici se jen v eukaryich.
Bijlé zbarveni = pravdépodobny vyskyt,

Obr. 194
Srovnani tvorby transkripéniho prediniciaéniho kompiexu u archei a eukaryi

k identifikaci iniciaéniho kodonu AUG. Pozoruhodné viak je, Ze iniciaéni fak-
tory pouzivané archei jsou v primarni struktufe homologické s témi eukaryo-
tickymi iniciadnimi faktory, které fidi proces vyhledavani iniciaéniho kodonu
na 40S-ribozomové podjednotce eukaryot.

U M. jannaschii bylo identifikovéno 11 genit kédujicich 11 iniciatnich
faktord, z nichz 10 je v primarni struktufe homologickych s eukaryotickymi ini-
ciatnimi faktory. Oznageni téchto genil v sekvencovaném genomu tohoto ar-
chea a oznaCeni eukaryotickych iniciaénich faktord, s nimiz Jjsou iniciaéni fak-
tory kédované geny M. jannaschii homologické, je uvedeno v tab, 14. V téze ta-

bulce je uvedena v analogii s pfislusnym eukaryotickym iniciadnim faktorem

.....

Co se ty€e elongadnich faktord, jak ukazuje analyza sekvenci M. jannas-
chii, maji archea t¥i:
¢ 1. Elongacni faktor EF-1a, ktery je podobny eukaryalnimu elongagni-

mu faktoru EF-la. Tento faktor zodpovida za umisténi aa-tRNA do A-mista na
ribozomu.

¢ 2. Elongacni faktor EF-2, ktery je také podobny eukaryilnimu. Kataly-
zuje translokaci ribozomu b&hem elongace polypeptidového fetézce.

¢ 3.Elongaéni faktor EF-Tu. Umistuje selenocysteinyl-tRNAS® do ami-
noacylového mista ribozomu a vklddad na kodon UGA selenocystein (str. 227).
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Tab. 14
Translaéni inicialni faktory kédované geny M. jannaschii homologické
s eukaryotickymi

Homologicky
Oznacleni genu translaéni iniciaéni
kédujiciho translaéni faktor Predpokladani
iniciaéni faktor eukaryotickych bunék funkce
Zabrariuje spojeni malé
ribozomové podjednot-
0445 elF1A ky s velkou tim, Ze se
vdZe na malou
podjednotku.
0117 elF2 (a-podjednotka) | Tvori terndrni komplex
s Met-tRNA
0097 elF2 (B-podjednotka)
1261 ellF2 (y-podjednotka)
1574 elF4A Aktivita RNA-helikézy
: zavislé na ATP,
1505 elF4A "
0669 elF4A "
Stimuluje hydrolyzu
GTP na faktoru elF2,
1228 elF5 kdyZ uz je iniciacni
kodon sprdavné
zarazen.
0454 elF2B o-podjednotka | Vyméiiuje GDP za
GTP.
0122 elF2B §-podjednotka
0262 [F2 (bakterialni) TvoFi terndrni komplex
§ fMet-tRNA™"a GTP.

Archea obsahuji vechny molekularni druhy tRNA. U M. jannaschii bylo
viak zji§téno, %e obsahuje pouze 16 z 20 aminoacyl-tRNA-syntetdz. Chybéji
syntetdzy pro asparagin, cystein, glutamin a lyzin. Tvorba Gin-tRNA™ a Asn-
IRNA™" probihd v halofilnich archeich po aminoacylaci (RNA®™ g (RNA™"
na Glu-tRNA®™ a Asp-tRNA™", kterd je katalyzovana glutamyl—tRNA—’
syntetdzou a asparagyl-tRNA-syntetdzou. Potom ndsleduje konverze glutanove
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ENDONUKLEAZA

- 2 LiGAZA 5"

3'-misto
“ sestfihu

5.misto —» & « 2',3'-cyklicky fosfat

sestrihu < p’

Obr. 195
Schéma sestfihu intronu v tRNA archei

kys. na glutamin a asparagové kyseliny na asparagin. Pravdépodobng stejnym
zplisobem probihd tvorba Cys-tRNA". Pfi tomto zpiisobu je tRNA®S nejdfive
aminoacylovdna seryl-tRNA-syntetdzou na seryl- RNAY* 4 seryl je pak modi-
Sikovdn na cysteyl. Tvorba Lys-tRNA™* neni jasna.

Ke Cteni genetického kodu pouZivaji halobakterie, které predstavuji vel-
mi vyznamnou skupinu archei, celkem 40 molekuldrnich druhit tRNA figicich
se antikodony (tab. 15).

Archea obsahuji také malé mnoZstvi selenoproteind. Zatazeni selenocys-
teinu do proteinu se dé&je stejng jako na str. 227, 231, 232.

2.6.4
Sestrih tRNA u archel

ARCHEALNI INTRONY. V archeich se nevyskytujf introny ani prvni ani
druhé skupiny, které budou popsény v druhém dile této utebnice. Archedlni pri-
marni transkripty strukturnich genii také neobsahuji introny. Na druhé strané
byly véak u archei popsdny introny v 168 a 23S ¥rRNA, a také v IRNA. Tyto in-
trony se v uritém sméru aZ prekvapivé podobaji introniim tRNA, ktera se tvoi
v jadie eukaryot (viz téz I1. dil). Jsou obecné kratké (14 aZ 106 nuklectidd) a
VétSinou se vyskytujf na stejném mist& tRNA jako u eukaryot, coZ naznatuje, Je
maji spoledny paivod.
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SESTRIH ARCHEALNICH INTRONU. Sestiih archealnich intromd
tRNA probiha podobné jako u eukaryot. Ve druhém dile je mechanizmus mhlmca
sestfihu podrobné vyloZen. Endonukledzou jsou itépena“mista sestithy fawm
ku konci 5'-OH a 2, 3-cyklického fosfatu, Vzniklé molekuly tRNA jsou pak
upravovany ligazou, ktera se vyznacuje témito ¢tyfmi aktivitami (obr. 195

% kinazovou, kterou se fosforyluje 5'-OH konec za vyuziti GTP;

¢ cyklickofosfodiesterdzovou (CPDadza), kterou se otevird 2,3 -cvklicky
fosfat davajici vznik 2'-fosfatu; ’ )

¢ adenylatsyntetazovou (ASTaza), kterou se adenyluje 3'-kenec tRNA a
aktivuje ligaza za vyuZiti ATP,

¢ ligazovou, kterou se spoji oba konce molekuly tRNA;

® 2'-fosfotransferazovou (PTaza), kterou se odstrani 2*-fosfit ve spoji se-
stfihu za vzniku vazby 3'-5'",

ARCHEALNI ENDONUKLEAZA SESTRIHU, Lidi se svou sestavou od
kvasinkové v t&chto smérech:

Je homodimerem z podjednotek o molekulové hmotnosti
37 000,
zatimco endonukleéza kvasinek je heterodimer podjednotek o molek. hmotnosti
54 000, 44 000, 34 000 a 15 000.

Jedna podjednotka homodimeru archelni endonukleazy $tpi 3'-misto sestfibu,
druha 3'-misto.

2.6.5
Zaveér

Zavérem o fylogenetickych vztazich bakterie - archea - eukarya lze Fick:
¢ 1. Archedlni replikace a transkripce mi mnohem vice spoletného s euka-
ryotickou replikaci a transkripci nez s bakterialni.
¢ 2. Sestiih intrond v tRNA archef je velmi podobny a lze tici pfibuzny se
sestfihem introni v eukaryotické tRNA.

¢ 3. Translace archei se vyznafuje jak prvky bakteridlni translace, tak i
prvky translace eukaryoticke.

@ 4 Metabolizmus archei je mnohem ptibuzngjsi (samoziejmé i podobnéj-
§i) metabolizmu bakterii ne? metabolizmu eukaryot.
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¢ 5. Genom archei a struktura bungk jsou prokaryotického typu.

¢ 6. Z evoluéniho hlediska archea divergovala z univerzalniho piedka do

evoluéni linie sméfujici k evoluci eukaryot. Ze spole¢ného predka si zachovala
prokaryoticky typ buiiky. Prvky replikace, transkripce a translace charakteris-
tické pro eukaryota ziskdvala archea pravd&podobng jesté pfed divergenci této
evolugni linie na archealni a eukaryélni. Mohly viak byt jiz pfitomny v univer-
zalnim predku.




4
TERMINOLOGICKY REJSTRIK

4.1
CESKO-ANGLICKY

Rejstiik obsahuje odborné terminy (vétinou z oboru molekuldrni biologie),
které byly poufity v textu tohoto dilu uCebnice. Jsou vysdzeny polotucnym pismem jako
hesla rejstitku. Za terminem ve stejném Fadku ndsledyji jeho synonmyma (pFipadné
zkratky terminil), kterd jsou vysdzena obycejnym pismem. V zdvorce za kaidym ceskym
terminem jsou uvedeny jeho anglické ekvivalenty.

V rejstéiku se odkazuje jen na strdnky (Cisla za zdvorkami), kde jsou hledané
terminy definovdny nebo podrobnéji vylofeny. Na téchto strdnkdch jsou polotucné
vysdzeny. Velmi snadno 1éZ zjistite, se kterym terminem je synonymni termin, ktery jste
detli v néjakém clanku. PFiklad: 'V literatuie jste nasli termin “nukleoid”. V rejst¥iku
zjistite, Ze tento termin je synonymni s terminem “prokaryotické jadro". Pod heslem
“jddro prokaryotické” pak naleznete odkaz na str. 154 a 157, kde je tento termin defi-
novdn a vysvétlen a souéasné se sezndmite i s jeho anglickymi ekvivalenty.

V rejstiiku jsou terminy sefazeny abecedné podle substantiv (v jednotném Cisle,
pokud nebylo nutné pouzit éisla mnoiného). Je-li substantivum specifikovdno pFivlast-
kem, pak piiviastek ndsleduje vidy za substantivem, a to nejdfive pFiviastek neshodny a
teprve po ném piiviastek shodny. Pred kaidym terminem je uvedeno jeho poradové
¢islo, cehoz ditvod je vysvétien na str. 291.

Je tieba upozornit na to, fe zde poufité ceské terminy nejsou vidy pfesnym pre-
Kadem terminii anglickch. Tykd se to obvykle pFipadi, kdy doslovny preklad by
piisobil v cestiné nepFirozent.

A

. aa~AMP = aminoacyladeny!lat

. aa~tRNA = aminoacyl~tRNA

. aa~tRNA-syntetdza = aminoacyl~tRNA-syntetaza

. acetylace (acetylation) 19, 20

. adenin (adenine) 50

. adenozin (adenosine) 51

. A-DNA = DNA-konformace A

. aktivace aminokyselin (amino acid activation, activation of amino acids) 201, 206
. aktivator enzymu alostericky (allosteric activator of enzyme) 37

. aktivator transkripce (transcription activator, activator of transcription) 237
. alanin (alanine) 14, 15, 17, 18

. alela (allele) 150

. alela dominantni (dominant allele) 150

. alela recesivnf (recessive allele) 150

. alela standardni (wild allele) 150

. alolaktéza (allolactose) 242

—
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amfolyt = amfoterni latka

aminoacyladenylit, aa~AMP (aminoacy! adenylate, aa~AMP) 207
aminoacyl~tRNA, aa~{RNA (aminoacyl~tRNA, aa~tRNA) 201, 207
aminoacyl~tRNA-syntetiza, aa~tRNA-syntetdza (aminoacyl~tRNA synthetase,
aa~tIRNA-synthetase) 201, 207, 209

aminoacyl-tRNA-syntetizy 1. tfidy (class I aminoacyl~tRNA synthetases) 212
aminoacyl-tRNA-syntetizy 2. tFidy (class IT aminoacyl~tRNA synthetases) 217
aminokyselina chirdlni = opticky aktivni aminokyselina

aminokyselina kédovan# = aminokyselina standardni

aminokyselina opticky aktivni, chirdlni aminokyselina (amino acid optically active, chiral
amino acid) 13

aminokysclina standardni, kodovana aminokyselina (standard amino acid, coded amino
acid) 12, 13, 14

aminopeptiddza (aminopeptidase) 220

A-misto = aminoacylové misto

antikodon (anticodon) 129

antiparalelizmus (antiparallelism, antiparallel orientation) 67

apoenzym (apoenzyme) 36

arginin (arginine) 16, 17, 18

Archaea, Archacbacteria (Archaea, Archaebacteria) 154

Archacbacteria = Archaea

archea, archebakterie (archaea, archacbacteria) 154, 256

Archacbacteria (Archaebacteria) 154

archebakterie = archea

asparagin (asparagine) 15, 17, 18

atenuace (attenuation) 246

atenudtor (attenuator) 246

B

Bacteria, Eubacteria (Bacteria, Eubacteria) 154
bakterie, cubakterie (bacteria, eubacteria) 154
baze (base) 50

béze purinové (purine bases) 50

béze pyrimidinové (pyrimidine bases) 50
B-DNA = DNA-konformace B

bitkevina = protein

biokatalyzitor (biocatalyst, biocatalyzer) 124
biologie molekuldrni (molecular biology) 8
biomakromolekula = biologickd makromolekula
biopolymer (biopolymer) 11

biopolymer nascentni (nascent biopolymer) 162
bod izoelektricky (isoelectric point) 13

box (box) 188

box Pribnowilv (Pribnow box) 187

buiika donerova (donor cell) 159

buiika recipientni (recipient cell) 159

bZIP leucinovy (leucine zipper, leucine bZIP) 120

C

CAP = katabolicky aktivaéni protein
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CCC = kovalentng uzavfena kruZnice

centrum enzymu aktivni = aktivni misto enzymu

cis-konfigurace paru bdzi (cis-configuration of base pairs) 59

cis-konfigurace vazby peptidové (cis-configuration of peptide bond, cis-configuration of
peptide linkage) 23

C-konec polypeptidu (polypeptide C-terminus) 19

cystein (cysteine) 16, 17, 18

cytidin (cytidine) 51

cytozin (cytosine) 50

~

C

Zetnost repetice (repetition frequency) 102

islo dvousroubovicové (twisting number) 97

¥islo nad$roubovicové (writhing number) 97

&islo vinuti celkové (linking number) 97

¢teni k6du genetického (reading of the genetic code) 129

D

D-aminokyselina (D-amino acid) 13, 14

deformyldza (deformylase) 220, 233

degenerace kédu genetického (degencracy of the genetic code) 130
délka repetice (repeat length) 102

denaturace DNA (DNA denaturation) 86

denaturace makromolekuly informagni (denaturation of informational macromolecule) 32
denaturace proteinu (protein denaturation) 32

deoxyadenozin (deoxyadenosine) 51

deoxycytidin (deoxycytidine) 51

deoxyguanozin (deoxyguanosine) 51

deoxyribonukleotid (deoxyribonucleotide) 51
deoxyribonukleozid (deoxyribonucleoside) 51

deoxyribéza (deoxyribose) 49, 51

deoxytymidin (deoxythymidine) 51

DHU-rameno = dihydrouridinové rameno s¢ smytkou
PHU-smyéka = dihydrouridinova smy&ka

dihydrouridin (dihydrouridine) 202

DNA = deoxyribonukleova kyselina

DnaA-protein (DnaA protein) 170

DnaB-protein (DnaB protein) 167, 170, 173

DnaC-protein (DnaC protein) 171

DNA é&tyffetézcovd = tyftetézcova deoxyribonukleové kyselina
DNA-dependentni RNA-polymeraza EC 2.7.7.6 = RNA-polymeréza
DNA-dependentni RNA-polymeriza EC 2.7.7-= DNA-primaza
DNA-dvou$roubovice (DNA double helix , duplex DNA) 66
DNA-dvousroubovice levototiva (left-handed double helix) 70
DNA-dvou¥roubovice pravotoiva (right-handed double helix) 70
DnaG-protein (DnaG protein) 173

DNA-gyraza (DNA gyrase) 101, 167

. DNA-heliksizy (DNA helicases) 167
. DNA hybridni = hybridni molekula DNA _
 DNA-konformace A, A-DNA (A-DNA conformation, A-DNA) 78,79
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DNA-konformace B, B-DNA (B-DNA conformation, B-DNA) 78, 79

DNA-konformace Z, Z-DNA (Z-DNA conformation, Z-DNA) 78, 79, 85

DNA-kvadruplex = &tyitetézcova deoxyribonukleova kyselina

DNA-ligdza, polydeoxyribonukleotidsyntetdza (DNA ligase, polydeoxyribonukleotide synt-
hetase) 167

DNA-ligaza (ATP) (DNA ligase (ATP)) 167

DNA-ligdza (NAD") (DNA ligase NAD™")) 167

DNA ohnuta = ohnuté deoxyribonukleova kyselina

DNA -polymeriza I, Kornbergv enzym (DNA polymerase I, Kornberg enzyme) 163

DNA -polymeréza II (DNA polymerase II) 165

DNA-polymeriza III (DNA polymerase IIT) 165

DNA -polymerizy, DNA-fizené DNA-polymerdzy EC 2.7.7.7, nukleotidyltransferazy fizené
DNA, DNA-dependentnf DNA-polymerazy (DNA-directed DNA polymerases EC 2.7.7.7,
DNA-directed nucleotidyltransferases, DNA-dependent DNA polymerases) 163
DNA-polymerizy DNA -dependentni = DNA-polymerazy

DNA-polymerizy DNA-Fizené EC 2.7.7.7 = DNA-polymerazy

DNA-primaza, DNA-fizend RNA-polymeraza EC 2.7.7-, DNA-dependentni RNA-polyme-
raza EC 2.7.7-, DNA-fizena RNA-nukleotidyltransferdza EC 2.7.7- (DNA primase, DNA-di-
rected RNA polymerase EC 2.7.7-, DNA-dependent RNA polymerase EC 2.7.7-, DNA-dire-
cted RNA nukleotidyltransferase EC 2.7.7-) 167

DNA-primer (DNA primer) 163

DNA relaxovani (relaxed DNA) 94

DNA-Fetézce antiparalelnf (antiparallel DNA strands) 66

DNA-Fetézce komplementarni (complementary DNA strands) 66

DNA-tFetézec = polydeoxyribonukleotid

DNA-Fetézec antikodujici = negativni DNA-fetézec

DNA-Fetézec k6dujici = pozitivni DNA-fetézec

DNA-tetézec negativni, DNA-fetézec antikédujfci (minus DNA strand, anticoding DNA-
strand) 146

DNA-Fetézec opoZd’ujici se (lagging DNA strand) 168

DNA-Fetézec pozitivni, kodujici DNA-fetézec (plus DNA strand, coding DNA strand) 146
DNA-ietézec vedouci (leading DNA strand) 168

DNA-Fizend RNA-nukleotidyltransferdza EC 2,7.7.6 = RNA-polymeraza

DNA.-Fizena RNA-nukleotidyltransferiza EC 2.7.7- = DNA-priméza

DNA-Fizend RNA polymeriza EC 2.7.7.6 = RNA-polymeraza, bakteridln{
RNA-polymeraza

DNA-Fizend RNA polymeridza EC 2.7.7- = DNA-priméza

DNA-sekvence (DNA sequence) 12

DNA-sekvence jedineénd (unique DNA sequence) 102

DNA-transkript (DNA transcript) 127

DNA-triplex = téifet¥zcova deoxyribonukicova kyselina

DNA-triplex intermolekuldrni = DNA-troj¥roubovice intermolekularni

DNA-triplex intramolekuldrni = DNA-troj¥roubovice intramolekulérni
DNA-troj§roubovice = tfifetézcova deoxyribonukleova kyselina

DNA-troj¥roubovice intermolekularni, DNA-triplex intermolekularni (intermolecular
DNA triplex) 89

DNA-troj¥roubovice intramolekulirni, DNA-triplex intramolekuldrni (intramolecular
DNA triplex) 89 '

dogma molekuldrni biologie astfedni (central dogma of molecular biology) 125

doména (domain) 154

doména proteinové (protein domain) 32

D-rameno = dihydrouridinové rameno se smy&kou
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147. D-rib6za (D-ribose) 49, 51

148. dsDNA = dvoufetdzcova deoxyribonukleovs kyselina

149. D-smyéka = dihydrouridinovd smy&ka

150. dsRNA = dvoufetézcova ribonukleové kyselina

E

151. efekt alostericky (allosteric effect) 37

152. efekt hyperchromni (hyperchromic effect) 87

153. efektor alostericky (allosteric effector) 37

154. efektor alostericky negativni (negative allosteric effector) 236
155. efektor alostericky pozitivni (positive allosteric effector) 236
156. elongace DNA-Fetézce (elongation of DNA chain) 162

157. elongace RNA-Fetézee (elongation of RNA chain) 186, 191
158. elongace Fetézce polypeptidového (elongation of polypeptide chain) 201
159. E-misto = vystupni misto

160. endonukleza sestfihu archealni (archaeal splicing endonuclease) 265
161, endonukledzy (endonucleases) 163

162. enzym (enzyme) 35

163. enzym alostericky {allosteric enzyme) 37

164. enzym indukovatelny (inducible enzyme) 237

165. enzym konstitutivni (constitutive enzyme) 237

166. enzym Kornbergiv = DNA-polymeraza |

167. Eubacteria (Eubacteria) 154

168. Eubacteria = Bacteria

169. eubakterie = bakterie

170. Eucarya, eukarya (Eucarya, eucarya) 154

171. eukarya = Eucarya

172. eukaryota (eucaryotes) 154

173. exon (exon) i41

174. exon konstitutivni (constitutive exon) 142

175. exon potencidlni (potential exon) 142

176. exonukledzy (exonucleases) 163

177. exprese genu (gene expression) 152

F

178. o-faktor, sigma-faktor (o-factor, sigma factor) 188, 249
179. faktor elongaéni EF-G (elongation factor EF-G) 225

180. faktor elongadnf EF-T (elongation factor EF-T) 225

181. faktor elongatni EF-T's (clongation factor EF-Ts) 225

182, faktor elongatni EF-Tu (clongation factor EF-Tu) 225
183. faktor elongaéni SELB (SELB elongation factor) 227, 231
184, faktor inicia¥nf IF1 (initiation factor IF1) 221, 222

185. faktor inicia¥ni IF2 (initiation factor IF2) 221, 222

186. faktor inicia®ni IF3 (initiation factor IF3) 221, 222

187. faktor termina¥ni, uvoliiovaci faktor, RF-faktor (termination factor, release factor) 201
188. faktor terminaéni RF1 (termination factor RF1) 226

189. faktor terminagni RF2 (termination factor RF2) 226

190. faktor termina&ni RF3 (termination factor RF3) 226

191, faktor uvoliiovaci = termina&ni faktor
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o-faktory alternativni, alternativni sigma-faktory (alternative o-factors, alternative sigma
factors) 251

faktory elonga&ni archedlni (archacal elongation factors) 261

faktory elonga&nf bakterialni (bacterial elongation factors) 225

faktory iniciaéni archealni (archaeal initiation factors) 262

faktory inicia&ni bakteridlni, IF-faktory (bacterial initiation factors, IF factors) 201
faktory transkripéni archedlni (archaeal transcription factors) 260

fenotyp (phenotype) 152

fenylalanin (phenylalanine) 14, 15, 17, 18

N-formylmetionin (N-formylmethionine) 220

formylmetionyl~tRNA™ (formylmethionyl ~ IRNA™") 221

fosfoprotein (phosphoprotein) 19

fosforylace (phosphorylation) 19, 20

F-plazmid (F plasmid) 160

fragment Okazakiho (Okazaki fragment) 167

funkce proteinii biologicka (biological function of proteins) 34, 39

funkce proteinfi enzymova (enzymatic function of proteins) 35

funkce proteinii katalyticka (catalytic function of proteins) 35, 124

funkce proteind rozpozndvaci (recognition function of proteins) 34

funkce proteinfi stavebni (structural function of proteins) 124

G

B-galaktozidiza (B-galaktosidase) 237, 242

B-galaktozidacetyltransferaza (B-galaktoside acetyltransferase) 237, 242
B-galaktozidpermedza (B-galaktoside permease) 237, 242

G4-DNA = {tyitfetézcova deoxyribonukleova kyselina

gen (gene) 139

gen jako regulaéni oblast ( gene as a regulation region) 144

gen pro funkéni RNA (gene transcribed into functional RNA) 143

gen reguladni (regulator gene, regulatory gene) 238

gen strukturni (structural gene) 140

gen strukturni bez intronit = jednoduchy strukturni gen

gen strukturni jednoduchy, gen strukturni nepferudeny introny, strukturni gen bez introni
(uninterrupted structural gene, intronless structural gene) 141

gen strukturni nepierufeny introny = jednoduchy strukturni gen

gen strukturni pierufeny introny = sloZeny strukturni gen

gen strukturni s introny = sloZeny strukturnf gen

gen strukturni sloZeny, strukturnf gen pferudeny introny, strukturni gen s introny
(interrupted structural gene, mosaic structural gene, split structural gene) 141
genetika molekuldrni (molecular genetics) 9

genofor (genophore) 149

genofory homologické (homologous genophores) 149

genofory nehomologické (nonhomologous genophores) 149

genom (genome) 152

genotyp (genotype) 152

geny prekryvajici se (overlapping genes) 144

glutamin (glutamine) 15, 17, 18

glycin (glycine) 14, 15,17, 18

glykoprotein (glycoprotein) 19

glykozylace (glycosylation) 19, 21
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237. G-motiv (G motif) 91

238. guanin (guanine) 50

239. guanozin (guanosine) 51

H

240. o-helix = o-§roubovice

241, helix rozpozndvaci (recognition helix) 116

242, heteroalely (heteroalleles) 150

243, heteropolymer, kopolymer (heteropolymer, copolymer) 11
244, histidin (histidine) 16, 17, 18

245, HLP-protein = protein podobny histoniim

246, holoenzym (holoenzyme) 36

247. homeodoména (homeodomain) 117

248. homoalely (homoalleles) 150

249, homologie sekvenéni (sequence homology) 88, 149
250. homopolymer (homopolymer) 11

251. HSP-protein = protein indukovatelny teplem

252, Hsp-protein = protein indukovatelny teplem

253. HTH-jednotka (HTH-unit) 116

254, hybrid RNA-DNA (RNA-DNA hybrid) 192

255. hybridizace molekul DNA (hybridization of DNA molecules) 88
256. hydroldzy (hydrolases) 39

257, hydroxylace (hydroxylation) 19

258, 3-hydroxyprolin (3-hydroxyproline) 19

259. 4-hydroxyprolin (4-hydroxyproline) 19

260. 5-hydroxyprolin (5-hydroxyproline) 19

261. hypoxantin (hypoxanthine) 134

CH

262. chaperon hsp 60 (chaperone Hsp 60) 45, 48

263. chaperon hsp70 (chaperone Hsp 70) 45, 48

264. chaperon molekulérni (molecular chaperone) 45

265. chromozom (chromosome) 149

266. chromozom prokaryoticky (procaryotic chromosome) 157

I

267. IF-faktory = bakterialni inicia¢ni faktory

268. indukce enzymovi (enzyme induction) 237

269, induktor (inducer) 237, 240

270. informace geneticka (genetic information) 123

271. iniciace replikace (initiation of replication) 162, 170
272. iniciace transkripee (initiation of transcription) 186
273, iniciace translace (initiation of translation) 201

274. inozin (inosine) 202

275. interakee hydrofobni (hydrophobic interactions) 24, 77
276. interakee proteind nekovalentni (noncovalent interactions) 23
277. intron (intron) 141

278, intron archedlni (archacal intron) 263

279, izoforma proteinu (protein isoform) 143




280

280.
281,
282,
283.
284,

2835,
286.
287.
288,
289,
290.
291.

292
293.
294,
295,
296.
297.
298.
299.
300.
301,
302,
303.
304,
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311,
312
313.
314.
315.
316.
317.
318.

319,
320.
321
322.
323.

4 TERMINOLOGICKY REJSTRIK

izoleucin (isoleucine) 14, 15, 17, 18

jzomerAzy (isomerases) 39

izomery DNA topologické (topological isomers of DNA) 99
NC-izopentenyladenozin (N°-isopentenyladenosine) 202
izopropyl-B-tiogalaktozid, IPTG (isopropyl B-thiogalactoside, IPTG) 224

J

jadro DNA-polymerazy III katalytické (catalytic core of DNA polymerase I1I) 165

jadro prokaryotické, nukleoid (nucleoid) 154, 157

jednotka genomu bakterialniho transkripéni (transcription unit of bacterial genome) 186
jednotka repetice (repeating unit) 102

jednotka transkripéni (transcription unit) 143

jednotka transkripéni neoperonovi (nonoperon transcription unit) 186

jednotky transkripéni prekryvajici se (overlapping transcription units, complex transcrip-
tion unit) 147

K

katenace (catenating, catenation) 99

katenan (catenane, catenated circles) 99

kod geneticky (genetic code) 129

kéd standardni geneticky (universal genetic code) 132

k6d tripletovy geneticky, tiipismenovy kod (triplet code) 130

kodon (codon) 131

kodon amber (amber codon) 131

kodon iniciaéni (initiation codon) 132

kodon nesmysiny (nonsense codon) 131

kodon ochre (ochre codon) 131

kodon opal (opal codon) 132

kodon pro selenocystein (codon coding for selenocysteine) 132

kodon terminanéni (termination codon, stop codon) 132

kodeny synonymnf (synonymous codons) 130

kodony univerzAlni (universal codons) 132

kédovéni genetické (genetic coding) 129

koenzym (coenzyme) 36

kofaktor (cofactor) 36

y-komplex (y complex) 166, 175, 178

komplex iniciaéni (initiation complex) 201, 223

komplex piedinicia&ni (preinitiation complex) 221

komplex transkrip&ni bindrni otevieny (binary open transcription complex) 190
komplex transkrip¥ni binfrni uzavieny (binary closed transcription complex) 190
komplex transkrip&ni ternarni otevi‘eny (open ternary transcription complex) 190
komplex translaénf bindrni (binary translation complex) 221, 222,224

komplex transla&nf terndrni (ternary translation complex) 221, 222

3'-konec (three prime (3°) end, three prime (3°) carbon atom end, three prime (3°) terminus)
55

5°-konec {five prime (5°) end, five prime (5) carbon atom end, five prime (5°) terminus) 55
konformace (conformation) 13

konformace anti = antiklinaini konformace glykozidové vazby

konformace C2’-endo (C-two prime (2°)-endo conformation) 53

konformace C3’~endo (C-three prime (3’)-endo conformation) 52
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324. konformace enzymu aktivni (active conformation of an enzyme) 37

325. konformace vazby glykozidové (conformation of glycosidic bond) 53

326. konfor.'m.ace vazby .glykozidov‘é antiklindlni, konformace anti (anticlinal conformation of
glycosidic bond, anti conformation) 53

327. konforjm.ace vazby glykozidové synklinlni, konformace syn (synclinal conformation of
glycosidic bond, syn conformation) 55

328, konformace nukleozidi {conformation of nucleosides) 52

329. konformace syn = synklinalni konformace glykozidové vazby

330. konjugace (conjugation) 159

331. kopolymer = heteropolymer

332. korepresor {(corepressor) 238, 240

333. kostra pent6zafosfatova = pétel polynuklcotidu

334, kruZnice kovalentn& uzavi‘end, CCC (covalently closed circle) 94

335, kruZnice oticiva (rolling circle) 180

336. kruZnice oteviend, OC (open circle) 94

337. kveozin (queosine) 134

338. kyselina adenylova, AMP (adenylic acid, AMP) 12

339, kyselina asparagové (aspartic acid) 15, 17, 18

340. kyselina cytidylovd, CMP (cytidylic acid, CMP) 12

341. kyselina deoxyadenylovi, dAMP (deoxyadenylic acid, dAMP) 12

342, kyselina deoxycytidylovi, dCMP (deoxycytidylic acid, dCMP) 12

343, kyselina deoxyguanylova, dGMP (deoxyguanylic acid, dGMP) 12

344, kyselina deoxyribonukleova, DNA (deoxyribonucleic acid, DNA) 12

345. kyselina deoxyribonukleova Etyifetézcova, Stytfetézcova DNA, DNA-kvadruplex, G-4
DNA (four-stranded DNA, DNA quadruplex, G4-DNA) 49, 91

346. kyselina deoxyribonukleova dvouietézeovd, dsSDNA (double-stranded deoxyribonucleic
acid, dsDNA) 49

347. kyselina deoxyribonukieova dvoutetézcova kruZnicové (circular double-stranded deoxyri-
bonucleic acid) 49

348. kyselina deoxyribonukleov4 dvouietézcova linedrni (linear double-stranded deoxyribo-
nucleic acid) 49

349. kyselina deoxyribonukleova dvoufetdzcova paralelng (parallel double-stranded DNA) 92

350. kyselina deoxyribonukleova jednofetézcovd, ssDNA (single-stranded deoxyribonucleic
acid, ssDNA) 49

351, kyselina deoxyribonukleova jednofetézeova kruZnicova (circular single-stranded deoxyri-
bonucleic acid) 49

352. kyselina deoxyribonukleova jednofetézcova linedrni (linear single-stranded deoxyribonuc-
leic acid) 49

353, kyselina deoxyribonukleov4 ohnutd, ochnutd DNA (bent DNA, curved DNA) 93

354, kysclina deoxyribonukleova tiifetézcovi, DNA-trojéroubovice, DNA-triplex (three- stran-
ded DNA, DNA triplex, triple helical DNA) 49, 88

355, kyselina deoxytymidylové, dTMP (deoxythymidylic acid) 12

356, kyselina glutamova (glutamic acid) 15, 17, 18

357. kyselina guanylovd, GMP (guanylic acid, GMP) 12

358. kyselina nukleova (nucleic acid) 11, 349

359. kyselina ribonukleovs, RNA (ribonucleic acid, RNA) 12

360. kyselina ribonukleovi dvoufetézcova, dsRNA (double-stranded ribonucleic acid, dsRNA)
49 .

361. kyselina ribonukleov4 dvoufetézcova linedrni {double-stranded linear ribonucle-ic acid) 49

362. kyselina ribonukleovd jednofetézcovd, sSRNA (single-stranded ribonucleic acid, ssRNA)

49
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kyselina ribonukleovi jednofetézcova kruZnicova (circular single-stranded ribonucleic
acid) 49

kyselina ribonukleova jednofetézcova linedrni (linear ribonucleic acid) 49

kyselina ribonukleovd medidtorovd, mRNA (messenger ribonucleic acid, mRNA) 185
kyselina ribonukleova protismyslna (antisense ribonucleic acid) 253

kyselina ribonukleovi ribozomovi, rRNA (ribosomal ribonucleic acid, rRNA) 185, 198,
219

kyselina ribonukleovi ribozomova prekurzorova, pre-fRNA (precursor ribosomal ribo-
nucleic acid, pre-ribosomal RNA, pre-rRNA) 185

kyselina ribonukleova transferovi, tRNA (transfer ribonucleic acid) 185, 200, 202

acid) 132, 201

kyselina ribonukleovd transferové izoakeceptorovi, izoakceptorova tRNA (isoacceptor
transfer ribonucleic acid, isoacceptor tRNA) 202

kyselina ribonukleova transferova peptidylova, peptidyl~tRNA, peptidylova tRNA {pepti-
dyl transfer ribonucleic acid, peptidyl~tRNA) 219

kyselina ribonukleova transferovd prekurzorovi, pre-tRNA (precursor transfer ribonuc-
leic acid, pre-tRNA) 185

kyselina uridylovd, UMP (uridylic acid, UMP) 12

kyseliny ribonukleové transferové pFibuzné, tRNA piibuzné (cognate transfer ribonucleic
acid, cognate tRNA) 210

L

L-aminokyselina (L-amino acid) 13, 14

latka amfoterni, amfolyt (amphoteric substance, ampholyte)13
leucin (leucine) 14, 15, 17, 18

ligazy, syntetdzy (ligases, synthetases) 39

. B-list skladany = B-struktura

. LTR-sekvence = dlouh4 koncova repetice

lyazy, syntazy (lyases, synthases) 39

lyzidin (lysidine) 138

lyzin (lysine) 16, 17, 18

M

makromolekula (macromolecule) 11

makromolekula biologickd, biomakromolekula (biomacromolecule) 11
makromolekula informaéni (informational macromolecule) 11
matrice, templat (matrix, template) 126

metionin (methionine) 14, 16, 17, 18

metionyl~tRNA™ (methionyl~tRNA™") 221
5-metoxykarbonylmetyluracil (5-methoxycarbonylmethyluracil) 134
metylace (methylation) 19, 20

1-metylguanozin (1-methylguanosine) 202

. 3-metylhistidin (3-methythistidine) 19

. 5-metyl-2-tiouracil (5-methyl-2-thiouracil) 134

. mezernik, mezigenova sekvence (spacer, intergenic sequence) 223

. misto aminoacylové, A-misto (aminoacy! site, A site) 218

. misto enzymu aktivni, aktivni centrum enzymu (enzyme active site) 35
. misto pas = misto pro sestavovani primozomu

. misto peptidylové, P-misto (peptidy! site, P site) 218
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401. misto peptidyltransferdzové (peptidy! transferase site) 220

402. misto pro mRNA vazebné (mRNA binding site) 218

403. misto pro sestavovani primozomu, misto pas (primosome assembly site, pas sie} 173
404. misto ter = terminator replikace

405. misto vystupni, E-misto (exit site) 219

406, molekula DNA hybridni, hybridni DNA (hybrid DNA molecule, hvbrid DDNA) 48
407. molekula hydrofilni (hydrophilic molecule) 25

408. molekula hydrofobni (hydrophobic molecule) 25

409. monomer = protomer

410. motiv (motif) 114

411. motiv bZIPu leucinového (leucine b zipper motif) 120

412. motiv helix-otadka-helix (helix-turn-helix motif) 116

413. motiv homeodomén (homeodomain motif) 117

414. motiv na DNA se vazajici (DNA-binding motif) 114

415, motiv prsti zinkovych (zinc finger motif) 117

416. mRNA = mediatorova ribonukleové kyselina

417. mRNA bakterialni = bakteridlni mediatorova RNA

N

418. nad¥roubovice, superhelix (superhelix, supercoil) 93
419. nad¥roubovice kladuna (positive supercoil) 96

420, nadiroubovice levotodiva (left-handed superhelix) 96
421, nadiroubovice pravoto&iva (right-handed superhelix) 96
422, nad¥roubovice ziporn4 (negative supercoil) 96

423, N-konee polypeptidu (polypeptide N-terminus) 19

424, NTRC-protein = dusikovy regulaéni protein C

425, nukleizy (nucleases) 163

426. nukleoid = prokaryotické jadro

427. nukleotid (nucleotide) 49, 51

428. nukleotid startovaci (starting nucleotide) 145

429. pukleotidyltransferdzy DNA Fizené = DNA-polymerizy
430. nukleozid (nucleoside) 51

431. nukleozom archeélni (archaeal nucleosome) 257

432. NusA-protein (NusA protein) 192

0

433, OC = oteviena kruZnice

434, oligonukleotidy triplex tvofici= TFO-oligonukleotidy
435. oligopeptid (oligopeptide) 19

436, operitor (operator) 186, 238

437. operon (operon) 186, 238

438. operon laktézovy (lactose operon) 242

439, osa dvouSroubovice (helix axis) 66

440. osy dvougroeubovice lokalni (local helix axes) 72

441, B-ota¥ka (P-turn) 30

442. oxidoreduktézy (oxidoreductases) 38

P

443. palindrom (palindrome) 102
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parakodon (paracodon) 211

parametry globdlni (global parameters) 72

parovan{ bazi (base pairing) 58

paroevani bazi Hoogsteenovo (Hoogsteen base-pairing) 61

pérovani bizi Hoogsteenovo obracené (reverse Hoogsteen base-pairing) 63, 109, 110
péarovini bazi kelisavé (wobble pairing) 133

pérovani bizi kolisavé obracené (reverse wobble base-pairing) 109, 111

pérovani bdzi Watsonovo-Crickovo (Watson-Crick base-pairing) 58

parovini bazi Watsonovo-Crickovo obracené (reverse Watson-Crick base-pairing, trans-
Watson-Crick base-paiting) 60, 109, 110

pirovani kedon-antikodon (codon-anticodon base-pairing) 133

patei DNA (DNA backbone) 66

pitei* polynukleotidu, pentézafosfitova kostra (polynucleotide backbone) 55
PDI4za = proteindisulfidizomerdza E C 5.3.4.1,

pentdzafosfatova kostra = pétel polynukleotidu

peptidyl~RNA = peptidylov4 transferové ribonukleova kyselina

peptidylova tRNA = peptidylové transferové ribonukleova kyselina

pilus (pilus) 159

plazmid (plasmid) 157, 159

plazmid konjugativni (conjugative plasmid) 159

plazmid nekonjugativni (nonconjugative plasmid) 159

P-misto = peptidylové misto

potatek replikace (replication origin) 128 ;
polydeoxyribonukleotid, DNA-Fetézec (polydeoxyribonucleotide, DNA strand) 11
polydeoxyribonukleotidsyntetiza = DNA-ligaza

polymer (polymer) 11

polynukleotid, polynukleotidovy Fetézec (polynucleotide, polynucleotide chain) 11, 55
polypeptid, polypeptidovy fetézec (polypeptide chain) 12, 19

polyribonukleotid, RNA-fetézec (polyribonucicotide, RNA strand) 11
polyribozom (polyribosome, polysome) 198

polysacharid (polysaccharide) 11

posun (dx) horizontalni (displacement (dx)) 71

posun (Dx) pifény (shift (Dx)) 74

posun (dy) horizontalni (displacement (dy)) 71

posun (Dy) podélny (slide (Dy)) 74

posun (Dz) svisly (rise (Dz)) 74

pravidla parovani bazi kolisavého (wobble base-pairing rules) 133

pravidlo Chargaffove (Chargaff’s rule) 67

pravidlo pArovéni bazi Watsonovo-Crickovo (Watson-Crick base-pairing rule) 58, 133
preemptor (preemptor) 246

pre-rRNA = prekurzorova ribozomova ribonukieova kyselina

pre-tRNA = prekurzorova transferové ribonukleova kyselina

primer (primer) 163

primozom (primosome) 173

primozom typu fX (fX primosome) 173

primozom typu oriC (oriC primosome) 173

proces posttransia¥ni (post-translational process) 232, 233

procesivita DNA-polymerézy III (DNA polymerase I11 processivity) 177
procesivita polymerdizy (polymerase processivity) 166

produkt transla¥ni (translation product) 140

progenot (progenot) 155, 256

prokaryota (procaryotes) 153
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4935, prolin (proline) 14, 16, 17, 18
496. promotor (promoter) 146
497. promotor bakteridlni (bacterial promoter) 187
498. promotor bakteridini silny (strong bacterial promoter) 188
499. promotor bakteridlni slaby (weak bacterial promoter) 188
500. proteazom (proteasome) 43
501. protein, bilkovina (protein) 11, 12, 13
502. protein aktivaéni katabolicky, CAP (catabolite activator protein, AP 241
503. protein C regulagni dusikovy, NTRC-protein (nitrogen regulatory protein £, NTRC-
protein) 252
504. protein fibrilarni (fibrillary protein) 29
505. protein globularni (globular protein) 29
506. protein histontim pedebny, HLP-protein (histone like protein, HLP proteini 157
507. protein oligomerni (oligomeric protein) 32
508. protein regulaéni (regulatory protein) 235
509. protein regulalni negativni (negative regulatory proteiny 236, 237
| 510. protein regulaéni pozitivai (positive regulatory protein} 2346, 237
| 511. protein replikalai (replication protein) 128
512. protein s motivem helix-otatka-helix (helix-turn-helix proteing 116
513. protein s motivem homeodomén (homeodomain proteiny 117
514, protein s maotivem leucinového zipu (leucine zipper proteiny 120
515. protein s motivem zinkovych prstii (zinc finger protein} 117
516. protein teplem indukovatelny, HSP-protein, Hsp-protein theat-shock protein. HP-protein,
Hsp-protein) 249
517. protein vizajici jednoFetézcovy dsek DNA = SSB-protein
518, proteindisulfidizomeraza E C 5.3.4.1, PDlaza (protein disulfide isomerase, rearrangasey 23
519. proteiny archeslni replikagni (archacal replication proteins} 238
520. protektor (protector) 246
521, protomer, monomer (protomer, monomer) 11,32
522, protonace bézi (protonation of bases) 31
523, prst zinkovy (zinc finger) 117
524, predek univerzilni (universal ancestor) 155, 256
525. pseudorotace (pseudorotation) 52
526. pseudouridin (pseudouridine) 202
527. pseudouzel (pseudoknot) 107
528. pseudouzel typu B (B-type pseudoknot) 109
529. pseudouzel typu H (H-type pseudoknot) 109
530, pseudouzel typu I (I-type pseudoknot) 109
531, purin (purine) 50
532, pyrimidin (pyrimidine) 50

R

533. ramec Steci (reading frame) 130

534. ramec &teci oteviteny (open reading frame) 130
535, ramec &tecl uzavieny (closed reading frame) 130
536. rameno akceptorové (acceptor arm) 203

537. rameno antikodonové (anticodon arm) 204 . - \
538. rameno se smy&kou dihydrouridinové, DHU-rameno, D-rameno {dihydrouriding arm} 204

539, rameno se smy¢kou pseudouridinové, TyC- rameno (pseudouridine arm. TyC-arm) 204
540, regulace operonu negativai (negative control of operon) 239
541. regulace operonu pozitivni (positive control of operon) 241
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regulace striktnf (stringent control) 250

reguldtor (regulator) 236

reguldtor negativni (negative regulator) 236

regulitor pozitivni (positive regulator) 236

regulon (regulon) 245

renaturace DNA (DNA renaturation) 88

renaturace makromolekuly informaénf (renaturation of informational macromolecule) 32
renaturace proteinu (protein renaturation) 32

repetice, repetitivni sekvence (DNA repeat, repetitive DNA sequence, repetitious DNA) 102
repetice koncova dlouh4, sekvence LTR, LTR-sekvence (long terminal repeat, LTR sequen-
cc) 103

repetice obrdcen4 (inverted repeat) 102

repetice piim: (direct repeat) 103

repetice rozptylens (interspersed repeat, interspersed sequence) 104

repetice rozptylend dlouhd (long interspersed repeat, long-period interspersion) 104
repetice rozptylena krdtka (short interspersed repeat, short-period interspersion) 104
repetice tandemova (tandem repeat) 102

replika (replica) 125

replikace (replication) 125

replikace dvousmérn4 (bidirectional replication) 161

replikace jednoretézcové RNA, replikace ssRNA (replication of single stranded RNA) 127
replikace jednosmérn4 (unidirectional replication) 161

replikace semikonzervativni (semiconservative replication) 125, 126

replikace ssRNA = replikace jednofetézcové RNA

replikon (replicon) 127

Rep-protein (Rep protein) 180

represe enzymova (enzyme repression) 237

represe katabolicka (catabolite repression) 238

represor (repressor) 186, 238

RF-faktor = terminadni faktor

ribonukleotid (ribonucleotide) 51

ribonukleozid (ribonucleoside) 51

ribotymidin (ribothymidine) 202

rib6za (ribose) 49, 51

ribozom (ribosome)} 218

ribozom prokaryoticky (procaryotic ribosome) 217

RNA = ribonukieova kyselina

RNA dvou$roubovicov4 oblast (double helix RNA region) 106

RNA medidtorova bakteridlni, bakteridlni mRNA (bacterial messenger RNA, bacterial
mRNA) 196

RNA-nukleotidyltransferdza DNA-fizena EC 2.7.7.6 = RNA-polymerdza
RNA-polymerfza, DNA-Fizend RNA polymerdza EC 2.7.7.6, DNA-fizena RNA-nukleoti-
dyltransferéza EC 2.7.7.6, DNA-dependentni RNA-polymerdza EC 2.7.7.6, transkriptiza
(RNA polymerase, DNA-directed RNA polymerase EC 2.7.7.6, DNA-directed RNA nucleo-
tidyltransferase EC 2.7.7.6, DNA-dependent RNA polymerase EC 2.7.7.6, transcriptase) 185
RNA-polymeriza archedlni (archacal RNA polymerase) 260

RNA-polymeraza bakteridlni, DNA-fizend RNA-polymerdza EC 2.7.7.6 (bacterial RNA
polymerase, DNA-directed RNA polymerase EC 2.7.7.6 ) 188

RNA-polymeriza DNA-dependentni EC 2.7.7.6 = RNA-polymeraza

RNA-polymeriza DNA-Fizena EC 2.7.7.6 = RNA-polymeraza

RNA-primer (RNA primer) 163

RNA-replikdza (RNA replicase) 127
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588. RNA -Fetézee = polyribonukleotid

589. RNA-sekvence (RNA sequence) 12

590. RNA-transkript (RNA transcript) 127

591, rodina kodonova (codon family) 130

592. rodiny DNA-polymeraz, (families of DNA polymerases) 258

593, r6-faktor (rho factor) 189

594. rozpoznavani (recognition) 35

595. R~plazmid (R plasmid) 160

596. rRNA = ribozomova ribonukleova kyselina

R

597. tetézec polynukleotidovy = polynukleotid
598, Fetézec polypeptidovy = polypeptid
599. Fetézec postranni = zbytek R

S

600. sada dvoukodonova (two-codon set) 131

601. samosestavovani (self-assembly) 42

602. sbalovani proteinu (folding) 25

603. sekvence aminokyselinova (amino acid sequence) 12

604. sekvence koncova, terminatorova sckvence (termination sequence, termination site. termina-
tor sequence) 197

605. sekvence konvenini (consensus sequence, canonical sequence) 187

606. sekvence LTR = dlouha koncové repetice

607. sekvence mezigenova = mezernik

608. sekvence nukleotidova (nuclcotide sequence) 12

609. sekvence nukleotidové kédujici (nucleotide coding sequence) 127

610. sekvence nukleotidova komplementdrni (complementary nucleotide sequence) 59

611. sekvence repetitivni = repetice

612. sekvence Shineova-Dalgarnova (Shine-Dalgarno sequence) 196

613. sekvence terminatorova = koncova sekvence

614. sekvence vedouci (leader sequence, eader) 196

615. selenocystein (selenocysteine) 16, 18

616. selenocysteinsyntdza (selenocysteine synthase} 227, 232

617. selenoprotein (selcnoprotein) 227

618. serin (serine) 16, 17, 18

619. sestfih = posttranskrip&ni uprava sestiihem

620. sestiih alternativni (alternative splicing) 142

621. sestiih intrond archealnich ( splicing of archeal introng) 263

622. sestiih konstitutivni (constitutive splicing) 142

623. sigma-faktor = o-faktor

624, sigma faktory alternativni = alternativni o-faktory

625. sila promotoru (strength of promoter) 188

626, skupina prosteticka (prosthetic group) 36

. 627. skupina vazbova (linkage group) 149 ] . »
628. smytka dihydrouridinové, DHU-smy&ka, D-smycka (dihydrouridine loop, DHU-loop,

D-loop) 204 "
629. smy&ka pseudouridinova, TyC-smytka (pseudouridine loop, TyC-loop) 204

630. smy&ka variabilni (variable loop, extra loop) 204
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smydka vlasenkova v RNA (hairpin loop in RNA) 105

smy&ka vldsenkova Etyibdzova (tetra-loop) 105

smy¢ka vlasenkova tiibizova (tri-loop) 105

smy¢€ka vnitFni (internal loop) 106

smysl kodonu (sense of the codon) 130

SSB-protein, protein vazajici jednofetézcovy Gsek DNA (single-stranded DNA-binding
protein, SSB protein) 171

sSDINA = jednotetézcova deoxyribonukleova kyselina

ssRINA = jednofetézcova ribonukleova kyselina

strom fylogeneticky univerzalni (universal phylogenetic tree) 155, 257
B-struktura, B-skladany list (B-pleated sheet) 27

B-struktura antiparalelni (antiparallel B-sheet) 27

struktura DNA primarni (DNA primary structure) 12, 49

struktura DNA sekundéarni (DNA secondary structure) 66

struktura DNA tercidrni (DNA tertiary structure) 93

struktura kifZova (cruciform structure) 103

B-struktura paralelni (parallel f-sheet) 27

struktura proteind kvartérni (protein quarternary structure) 32

struktura proteinii prim4rnf (protein primary structure) 12, 19

struktura proteini sekunddrni (protein secondary structure) 25

struktura proteind tercidrni (protein tertiary structure) 27

struktura RNA primarni (RNA primary structure) 12, 13

struktura tRNA primarni (tRNA primary structure) 202

struktura tRNA sekunddrni (tRNA secondary structure) 202

struktura tRNA tercidrni (iRNA tertiary structure) 205

superhelix = nad$roubovice

B-svorka, posuvna svorka (B clamp, sliding clamp) 166, 175, 178

svorka posuvna = 3-svorka

syntazy = lydzy

syntetizy = ligdzy

syntéza DNA-Fetézce diskontinuilni (discontinuous synthesis of DNA strand) 168
substrat (substrate) 35

syntéza DNA-Fetézce kontinudilni (continuous synthesis of DNA strand) 168
syntéza DNA-Fetézce semidiskontinudlni (semidiscontinuous synthesis of DNA) 168
syntéza ve sm&ru 5’ — 3’ (five prime to three prime (5° — 3°) synthesis) 163

8

o-§roubovice, o-helix (o-helix) 26, 113
T

TwyC- rameno = pseudouridinové rameno se smykou

TyC-smy&ka = pseudouridinova smyéka

templat = matrice

teplota tini (melting temperature) 87

terminace replikace (termination of replication) 162

terminace transkripce (termination of transcription) 186

terminace transkripce na ré-faktoru nezavisla (rho factor-independent termination) 195
terminace transkripce na ré-faktoru zdvisl4 (rho factor-dependent termination) 195
terminace translace (termination of transtation) 201
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675. terminator (terminator) 145
676. terminator na ré-faktoru nezdvisly (rho factor-independent terminator) 189
677. termindtor na ré-faktoru zavisly (tho factor-dependent terminator) 139
678. terminator replikace, misto ter (replication terminator, ter site) 180
679. tetrida (tetrad) 63
680. TFO-oligonukleotidy, oligonukleotidy tvotici triplex (triplex forming oligonucleotides) 89
681. 4-tiouridin (4-thiouridine) 202
682. topoizomerdza (topoisomerase) 99
683. topoizomeriza I (topoisomerase I} 99
684, topoizomerdza I (topoisomerase IT) 99
685. transferazy (transferases) 38
686. transformylaza (transformylase) 220
687. trans-konfigurace pard bazi (trans configuration of base pairs) 60
688. trans-konfigurace vazby peptidové (trans configuration of peptide bond) 23
689, transkripce (transcription) 127
690. transkripce archealni (archaeal transcription) 260
691. transkripce bakterialnf (bacterial transcription) 185
692. transkripce zpétna (reverse transcription) 127
693. transkript (transcript) 127
694. transkript primArni (primary transcript) 127
695. transkriptaza = RNA-polymeraza
696. translace (translation) 127
607. translace archedlni (archaeal transiation) 260
698. transiace bakteridlni (bacterial translation) 201
699. translokace ribozomu (ribosome translocation) 226
700. treonin (threonine) 16, 17, 18
701. tridda (triad) 61, 63
702. triplet (triplet) 129, 130
703. tRNA = transferova ribonukleové kyselina
704. tRNA™® (RNAScc ) 227, 231
705. tRNA iniciadni = iniciatni transferova ribonukleova kyselina
706. tRNA izoakceptorova = izoakceptorova transferova ribonukleova kyselina
707. tRNA piibuzné = pfibuzné transferové ribonukleové kyseliny
708. tryptofan (tryptophan) 14, 15,17, 18
709. Tus-protein (Tus protein) 180
710. tymin (thymine) 50
711. tyrozin (tyrosine) 15, 17, 18
U
712. ubikvitin (ubiquitin) 45, 46
713. tihel zkrutu (angle of propeller twist) 69
714, uhlik alfa {carbon alfa) 13
715. univerzalita kédu genetického (universality of the genetic code) 132
716. aprava kotransladni (cotranslational modification, cotranslational processing) 233
717. dprava posttranskriptnf (post-transcriptional processing) 127
718, dprava posttransiani (post-translational modification, post-translational processing) 234
719, dprava sestiihem posttranskripéni, sestfih ( post-transcriptional processing by splicing,
splicing) 141 :
720. uracil (uracil) 50
721, uridin (uridine} 51
722, uzel (knot) 99
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723. valin (valine) 14, 15,17, 18

724. vazba disulfidov4 (disulfide bond, disulfide bridge, disulfide link) 25
‘725, vazba fosfodiesterova (phosphodiester bond) 55

726. vazha N-glykozidova (N-glycosidic bond) 19, 21

727. vazba O-glykozideva (O-glycosidic bond) 19, 2}

728. vazba peptidové (peptide bond) 19

729. vidlice replikaéni (replication fork) 161

730. vinuti dvougroubovicové (twisting) 70

731, vinuti nad¥roubovicové (supercoiling, writhing) 93, 94
732. vinuti nadroubovicové kladné (positive supercoiling) 96
733. vinuti nad¥roubovicové zdpoerné (negative supercoiling) 95
734. vidisenka (hairpin structure) 103

735. vidsenka se smytkou v DNA (hairpin loop in DNA) 103
736. vrstveni bAzi (base stacking) 77

737. vydut’ (bulge) 106

738. vykrut z roviny (roll) 73

739. vykrut z roviny kladny (positive roll) 73

740, vykrut z roviny ziporny (negative roll) 73

VA

741, zdbrana sterickd (steric hindrance) 23

742, zauzleni (knotting) 99

743, zévity nad¥roubovicové kladné (positive supeshelical turns) 96
744, z4vity nadSroubovicové zfporné (negative superhelical turns) 96
745, zbytek R, postrannf fetézec (residue R) 13

746. Z-DNA = DNA-konformace Z

747, zesilovad transkripee (enhancer) 251, 252

748, zkrut v roving (twist) 73

749, zkrut vrtulovy (propeller twist) 69, 71

v

z

750, #labek menl (minor groove) 69
751, ¥abek vELI (major groove) 69




DOPLNUJICI POZNAMKA
DOPLNUJICI POZNAMKA
Tab. 16
Velikost chromozomu nékterych druhi bakterii a archei
Velikost
chromozomu
Strudné charakteristika vyjadiena
Druh podtem pari
bazi
Bakterie
Mycoplasma genitalium Bakterie bez bunééné stény. 0,58 x 10°

Mo#ny pivodce negonoroické uretritidy.

Mycoplasma pneunioniae Nemd bunécnou sténuy, zpiisobuje mirné 0,78 x 10"
katary dychacich cest a také pneumonii.

Patri mezi spirochéty, zpiisobuje lymskou 0,95 x 10°
Borrelia burgdorferi chorobu. Bakteridlni druh, jeho?
chromozomem je linedrnf dsDNA.

Helicobacter pylori Zpiisobuje chronickou gastritidu 1,67 x 10°

Haemophilus influenzae Zpiisobuje meningitidu u déti, chronickou 1,83 x 10°
bronchitidu, preumonii aj.

Rhodobacter sphaeroides Anoxigenni fotoorganotrofni organizmus. 4,0 x 108

Escherichia coli Vyskytje se jako normdlni flora v tlustém 4,6 x 10°

stievé savcil.
Bacillus subtilis Pidni bakterie. 5,0 x 10°
Archea
Methanococeus jannaschii Archeum produkujici metan, Je vysoce 1,66 x 10°

termofilni. Roste pti 90 °C.

Extrémné termofilni archeum rostouci je$té

Thermococcus celer pti 93°C. Je obligdtn& anaerobni chemoorga-| 1,9 x 10°
notrof vyuZivajici siru jako akeeptor
elektrond.
Haloferax mediterranei Roste v prostiedi s vysokym obsahem soli. 2,9 x 10°

Kromd Borrelia burgdorferi ma chromozom ve formé linedrni dsDNA téZ Streptomyces
lividans, takZe je pravddpodobné, Ze tento typ chromozomu bude dokazén u vice bakteridlnich
druhi,

U druh@ Escherichia coli K-12, Haemophilus inflluenzae, Helicobacter pylori, Methano-
coceus jannaschii, Mycoplasma genitalium a Mycoplasma pneumoniae je zndma sekvence celého
chromozomu, Predpoklada se, ¥ do konce tohoto tisicileti bude znama sekvence chromozomu
viech vyznamnych bakteridlnich patogena,

Ucebnlce pokraéuje druhym dllem
vénovanym ‘
molekularnl blologu 'eukaryot






