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STRUKTURA, REPLIKA
- AEXPRESE |
EUKARYOTICKEHO GENOMU

CE

V prvnim dilu této ucebnice jsme uvedli, Ze bufiky prokaryotického typu,
tedy prokaryota, jsou vysledkem evoluce, kterd probihala od hypotetického
spole¢ného predka ve dvou liniich. Jedna z téchto linii vedla k bakteriim a
druhd k eukaryotium. Z eukaryotické linie se odvinula dalsi, ktera vedia k ar-
cheim. Tento vysledek, zaloZeny na analyze sekvenci genit prepisovanych do
16S-rRNA a 185-¥FRNA zhruba u 2 000 riznych druhil, je samoziejmé nutno
brat v avahu pFi klasifikaci organizmii zaloZené na jejich evoluci. Konkrétné
vede k zdvéru, Ze viechny organizmy na Zemi lze v souladu s jejich evoluci
roztFidit do hierarchicky nejvysSich taxoni, tzv. domén nebo nadrisi. Budeme se
driet terminu "doména"”. Jsou tedy tfi domény: Bakterie (Bacteria), archea
(Archaea) a eukaryota (Eucaryotes) neboli 16z eukarya (Eucarya). Archea, ac¢
prokaryotického typu bunék, nesdileji stejnou evolucni vétev jako bakterie, ale
vétev smérujici k eukaryotim. Zachovala si v§ak prokaryoticky typ bunék
charakteristicky tzv. prokaryotickym (proti cytoplazmé neohranicenym) jddrem.
Na druhé strané u eukaryot je na rozdil od bakterii a archei jadro bunék
zietelné ohranideno jadernou membrdnou (eukaryotické jddro).

Eukaryota zahrmuji organizmy jednobunééné a vicebunécné. Jejich
buriky jsou stejné jako u bakterii a archel rozliSeny na jddro, cytoplazmu a
plazmatickou membrdnu. Vytknéme nékteré jejich zdkladni znaky, kterymi se
zdsadné lisi od bakterii a archel:

1. Jadro eukaryotickych bunék je tvofeno chromatinem, coZ je komplex
dsDNA, histonit a proteinit nehistonové povahy. Chromozomy obsahuji linedrni
dsDNA. Déleni jddra je mitotické a zajistuje se jim rozdéleni chromozomit do
dcerinych bunék.

2. Pokud eukaryotické buriky jsou téZ vybaveny bunécnou sténou, pak
Jejim zdkladem je celuléza (u rostlin) a chitin (u hub). Zivocisné buriky bunéé-
nou sténu nemaji.

3. Vsechny eukaryotické buriky obsahuji organely, kieré se v buiikdch
prokaryotickych nevyskytuji. Jsou to predevsim mitochondrie a v rostlinnych
burikdch kromé mitochondrii jesté tzv. plastidy, z nichZ zdiiraziiujeme prede-
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v§im chloroplasty. Mitochondrie a plastidy jsou membrdnou oddéleny od ostai-
niho kompartmentu buriky a obsahuji alespori jednu molekulu kruznicové
dsDNA. V mitochondriich probihad oxidativni fosforylace, kterou se tvoFi vétsi-
na ATP buriky. Chloroplasty jsou plastidy, v nichZ probihd fotosyntéza uskutec-
fjici se za ucasti chlorofylu.

4. 7 dalsich struktur typickych pro eukaryotické buriky jsou endoplazma-
tické retikulum, Golgiho systém a lyzozomy. '

5. Rozmnozovdni eukaryot je jednak nepohlavni (u jednobunécénych euka-
ryot) jednak pohlavni (u vicebunécnych,).

6. Buriky vicebunécnych eukaryot jsou zretelné diferencovdny co do
struktury, morfologie a fyziologické funkce. K této diferenciaci dochdzi béhem
ontogenetického vyvoje vicebunééného organizmu.

Eukaryota se déli na:

1. Rostliny (Plantae). Od ndsledujich skupin se li§i tim, Ze jsou opatFeny
bunéénou sténou, chloroplasty a jejich vyZiva a metabolizmus jsou foroauto-
trofni. Fotosyntéza na rozdil od fotosyntézy prokaryotické je oxigenni a usku-
tecriuje se za ucasti chlorofylu v chloroplastech.

2. Houby (Fungi). Lisi se od pfedchozi skupiny tim, Ze maji bunéénou
sténu sloZenou z chitinu a jsou heterotrofni (chemoheterotrofni). Z evoluéniho
hlediska se viak ukazuje, ze pravdépodobné bude tfeba oddélit od hub hlenky
(Myxomycota) jako samostatnou skupinu (viz str. 156, obr. 123).

3. Zivocichové (Animalia). Jejich buriky nemaji bunéénou sténu a jsou
obaleny jen plazmatickou membrdnou, neobsahuji chloroplasty a jejich vyZiva
a metabolizmus jsou heterotrofni (chemoheterotrofini). Jsou jednobunécni
(prvoci) a vicebunécni (bezobratli Zivocichové a strunatci). U vicebunécnych
zivocdichit se vyvinula nervovd soustava, kterd je zdkladem pro psychickou
cinnost, zvld§té rozvinutou u Homo sapiens (sapiens). Z evolucniho hlediska se
viak ukazuje, Ze pravdépodobné bude treba oddélit od ostatnich ZivoCichit
prvoky (Protozoa) jako samostatnou skupinu (str. 156, obr. 123).

U eukaryot probihaji viechny zpiisoby pFenosu genetické informace (rep-
likace, transkripce a translace) jako u bakterii a archei. To ukazuje na jejich
evolucni souvislost, v ramci které osvédcené mechanizmy pienosu genetické in-
Jormace ztistaly zachovdny. Na druhé strané viak komplikovanost struktury a
stavby eukaryotického organizmu si vyZddala nékteré modifikace jednotlivych
prenosit genetické informace, aniz vSak byl narufen jejich zdakladni princip
vyjddieny tstiednim dogmatem molekuldrni biologie. Modifikace jednotlivych
zpuisobui pFenosu genetické informace jsou predeviim zaméfeny na zajisténi
presné diferenciace bunék béhem ontogenetického vyvoje rostlinného a Zivo-
cisného organizmu. S tim souvisi i struktura genii, které u eukaryot obsahuji
vé§inou introny.
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5.1
STRUKTURA EUKARYOTICKEHO GENOMU

Geny, z nichZ sestdva genom eukaryotickych organizmil, jsou rozdéleny
do dvou nebo tfi bun&énych organel:

A4 v Zivogignych butikich do dvou organel, a to do jadra a mitochondrif;

¢ v rostlinnych butikach do tii organel, tj. do jadra, mitochondrii a chloro-
plastt.

Vétsina gend je soustfedéna v jadfe na chromozomech. Kazdy chromo-
zom obsahuje jednu molekulu dsDNA, ktera pisobi ve funkei genoforu. Dale
budeme tuto DNA oznadovat jako chromozomovou DNA nebo téZ jadernou
DNA (zkr. nDNA od angl, nuclear DNA). Geny, které jsou na této DNA lokali-
zovdny, jsou nazyvany jadernymi. Koduji proteiny nebo jsou piepisovany do
funké&nich RNA, které rozhodujicim zptisobem ovliviiuji Zivotni funkce euka-
ryotické buiiky.

Do mitochondrii a chloroplastl se soustied’uje jen mala ¢4st genll, které
véak také vyznamné zasahuji do Zivotnich funkei, napf. do fotosyntézy v chio-
roplastech nebo terminalnfho oxiddzového cyklu v mitochondriich. Genoforem
je v téchto organelach vétsinou kruznicova dsDNA. Budeme ji nazyvat jako mi-
tochondriovou (mtDNA) nebo chloroplastovou DNA (ctDNA).

Zatim jen u mala eukaryot, napf. u Succharomyces cerevisiae, byly zjis-
tény plazmidy.

Hned na za&atku této kapitoly je tieba zdlraznit, Ze eukaryoticky chro-
mozom je sloZita struktura, jejiZ soucdsti je DNA, ktera jako jedind v n&m plni
funkci genoforu. Struktura chromozomu se mén{ v zdvislosti na fyzikdlnim a
chemickém stavu chromatinu (jadernid hmota), tj. zda je chromatin ve stavu
kondenzovaném nebo dekondenzovaném. Kondenzovanym stavem budeme
rozumét silné zhustény stav chromatinu na rozdil od velmi slabé zhuténého
neboli chromatinu dekondenzovaného.

5.1.1
Fyzikalni promény chromatinu

OBECNA CHARAKTERISTIKA CHROMATINU. Je obtiZné kratce cha-
rakterizovat tak komplikovanou strukturu, jakou je chromatin. Ale pokusime se
jeii zakladni strukturni znaky popsat. Pfedné je to hmota, kterd se vyskytuje vy-
lucné v jdde eukaryotické buriky a je sloZena z dsDNA, histonit a proteini
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nehistonové povahy. Podle intenzity zbarveni bazickymi barvivy a stupné
kondenzace se rozliguji dva fyzikalng odlidné stavy chromatinu:

¢ euchromatin, ktery se barvi slabé a je v dekondenzovaném stavi;
A heterochromatin, ktery se barvi silné a predstavuje kondenzovany stav
chromatinu.

Heterochromatin miize byt konstitutivni nebo fakultativni. Konstitutivni
heterochromatin je chromatin nachdzejici se trvale v heterochromatinovém
stavu po cely bunécny cyklus ve viech busikdch a vyvojovych stadiich organiz-
mu. Vyskytuje se obecn& v centromerach a telomerach chromozomil. Fakulta-
tivni heterochromatin prechdzi v zdvislosti na ontogenetickén vyvoji organiz-
mu do euchromatinového stavu a naopak.

S kondenzaci chromatinu souvisi i jeho transkripéni aktivita. Plati asi
obecng, ze chromatin, ve kterém pravé probihd transkripce, tedy tzv. aktivni
chromatin, musi byt v dekondenzovaném stavu neboli ve stavu euchromatin.
Ale obecn& neplati, Ze veskery euchromatin je transkripéné aktivni. Neplati to
proto, ze dosti velkd &ast chromozomové DNA, kterd se nachazi v euchromati-
nu, nembize byt pepisovana, nebotf neobsahuje promotory. Aviak na druhé
strané v heferochromatinu transkripce probihat nemiize, nebot je v kondenzo-
vaném stavu. Proto se heterochromatin povaZuje za transkripéné neaktivni.

Kondenzaci a dekondenzaci chromatinu je nutno viak chapat dynamicky,
coZ znamena, e neni jen na jedné strand dekondenzovany chromatin a na strang
druhé chromatin kondenzovany. Mezi t&mito hrani¢nimi stavy chromatinu je
fada mezistupiii, takze pfesndji feeno existuje chromatin vice nebo méné
kondenzovany (dekondenzovany). Chromatin v interfizi neboli interfizni
chromatin, tj. chromatin v dobég, kdy se buiika nedgli, je silné dekondenzovan
na 10 nm (desetinanometrova)-chromatinova vlikna neboli nukleozomové
fetézce, nebo na 30 nm (tficetinanometrovd)-chromatinova vldkna (viz déle).
Naproti tomu chromatin v mitotické fazi je silné kondenzovéan do mikrosko-
picky viditelnych chromozomi, které miZzeme oznaCovat jako mitotické chro-
mozomy nebo podle fazi mitézy, napt. metafizni chromozomy.

Mizeme tedy rozezndvat tfi zdkladni Girovné kondenzace chromatinu:

1. Chromatin tvofeny 10 nm-chromatinovymi vlikny (nukleozomové
fetézee). Tloust'ka téchto vldken je piiblizng 10 nm. Tato forma chromatinu se
ziskava izolaci z jader pii nizkych koncentracich KCL.

2. Chromatin tvofeny 30 nm-chromatinovymi vlikny, jejichz tloustka
je 30 nm. Ziskava se izolaci z jader pii koncentraci 0,15 M KCL.

3. Mitotické chromozomy, které piedstavuji nejvyssi formu kondenzace
chromatinu.

Nejdtive viak popiseme chemické slozky chromatinu.
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HisTONY. Viechny histony maji podobnou strukturu. St¥ed jejich mole-
kuly je globularni, konce jsou flexibilni a vlaknité. ZvIast€ charakteristickym
znakem histonl je vysoky obsah argininu a lyzinu. Tyto aminokyseliny se
vyskytuji ptedev§im ve flexibilnich koncich histonii. Na zékladé poméru argini-
nu k lyzinu se rozli$uje 5 druht histonu (v niZze uvedenych zlomcich je v &itateli
uveden pocet zbytki lyzinu a ve jmenovateli pocet zbytkd argininu):

® histon HI s pomérem 59/3,
histon H2A s pomérem 13/13,

® histon H2B s pomérem 20/8,
L4 histon H3 s pomé&rem 13/17,
A4 histon H4 s pomérem 11/14.

Histony H2A a H2B tvoii stabilni dimery, kdezto histony H3 a H4 se
spojuji do stabilnich tetrameri.

NEHISTONOVE PROTEINY. K nehistonovym proteintim pati{ piede-
v§im RNA-polymerazy a dalii proteiny transkripéniho apardtu. Jejich mnoZstvi
je zavislé na bun&&ném typu a fyziologickém stavu buiiky. Dale k nehistonovym
protein(im patii HMG-proteiny neboli proteiny skupiny vysoké pohyblivosti,
které se vyznaduji vysokou elektroforetickou pohyblivosti. Jsou to:

1. Proteiny HMG1 a HMG2. Tyto velmi piibuzné proteiny se vazou
dobie na DNA, piednostng viak na neobvyklé strukiury DNA, jako je napt.
kifzova struktura aj. Jejich funkce neni znama, ale pravdépodobng& maji dilezity
vyznam v transkripci a replikaci.

2. HMG14 a HMGI17. Tyto téZ malé a velmi piibuzné proteiny se vaZou
na jddro nukleozomu, zvla$té v t&ch oblastech chromatinu, ve kterych probiha
syn- téza RNA. Zde HMG14 a HMG17 zaujimaji misto, které jinak obsazuje
histon H1.

NUKLEOZOMY. Nukleozomy jsou &dstice chromatinu, které chdpeme
Jjako jeho zdkladni jednotky. Kazdy nukleozom obsahuje (obr. 196):

@ oktamer histontt (H2A, H2B, H3, H4),,
¢ jednu molekulu histonu H1, ktera neni sou¢4sti histonového oktameru,

® tsek DNA o primérné délce 200 bp, ktery tvoFf dvé otatky (dva zavity)
kolem histonového oktameru.

Oktamer histonl tvo¥i vnitini &ast nukleozomu. Kazdy histon je v ném
zastoupen dvakrat. Histon H1 se poji k nukleozomu z vn&j$i strany a podili se
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histonovy oktamer
l DNA

Histonovy oktamer [
Ize si Ize velmi ?‘
zjednodusené
predstavit jako
valec, kolem néhoz -
se otaéi DNA.

10 -11 nm

realnéjsi

pohled

na umisténi histon
v oktameru

Obr. 196
Schéma slozeni nukieozomu

na spojovani sousednich nukleozomii v nukleozomovém fetézci (viz niZe).
Kolem histonového oktameru se otdci dsDNA.

Histonovy oktamer si ve zjednodufené formé predstavujeme jako valec
(nikoli jako kulovity titvar) o &ffce 10 - 11 nm a vySce 6,0 nm. Sestavé z téchto
slozek:

A4 histonovy tetramer (H3 ), - (H4),,

¢ dva dimery H2A - H2B,

Profil nukleozomu se utvafi podle tetrameru (H3 ), - (H4),, na ktery se
piikladaji ze dvou stran dimery H2A - H2B a z vn&jsi strany se pfipojuje histon
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H1. Pisobenim nukledzy se DNA nukleozomu, jejiz primérnd délka byla
pivodné 200 bp, postupné odbourava za uvolnéni histonu Hl aZ na tzv. jadro
nukleozomu obsahujici DNA o délce 146 bp, ktera tvoFi 1,75 otacky kolem
histonového oktameru (obr. 197).

NUKLEOZOMOVY RETEZEC. Zakladem eukaryotického chromozomu
je 10 nm-chromatinové vlakno neboli nukleozomovy fetézec, jehoZ jednotlivé
Slanky tvori jddra nukleozomu spojend dlovhou linedrni molekulou dsDNA,
ktera se tdhne od jednoho konce chromozomu ke druhému (obr. 198).

Nukleozomovy fetézec je pozorovatelny elektronovym mikroskopem. Je-
ho tloudtka je v rozinezi 10 aZ 11 nm a oznatuje se proto jako 10 nm (deseti-
nanometrové)-chromatinové vlakno. Uping dekondenzovany chromatin sesta-
va z takovych vldken, ktera vlastng piedstavuji dekondenzované a despiralizo-
vané chromozomy (coZ bude ziejmé&j§i z dalgiho vykladu) v euchromatinu bé-
hem interfaze, tj. v obdobi, kdy se buitka nedéli.

ZAKLAD KONDENZACE CHROMATINU. Pii koncentraci soli vyssi

nukleozom

Uginkem nukleazy se nukleozom
postupné odboura za ztraty histonu H1

aZz na jadro nukleozomu.

nukleaza

jadro nukleozomu

Obr. 197
Parametry forem nukleozomu vzniklych aéinkem nukleazy
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Nukleozomové Fetézce se tvoii pri
nizkych koncentracich solf (KCl) a
za nepfitomnosti histonu H1,

histonovy oktamer dsDNA

Obr. 198
Nukleozomovy fetézec

neZ je koncentrace, ktera je potfebnd pro tvorbu nukleozomového fetézce, a za
piitomnosti histonu H1 se zagind chromatin kondenzovat do vyssich struktur.
Histon H1 je protein, jehoZ stfed je globularni a hydrofobni, kdeZto C-konec a
N- konec jsou vlaknité (obr.199). Pomoci téchto koncil se v nukleozomu vaZe
na mista, kde dsDNA do nukleozomu vstupuje a na mista, kde z n&ho vystupu-
je. Tato mista jsou vazbou histonu H1 chranéna proti G&inku nukledz. Vazba
histonu HI na nukleozomy je nutnou podminkou pro kondenzaci chromatinu.
Molekula histonu H1 se totiZ v nukleozomu véaZe globularni &asti na specifické
misto DNA a vlaknitymi konci na sousedni nukleozomy. Tim umoZni, Ze se
sousedni nukleozomy mohou t€sné k sobé pfiloZit (obr. 200), coZ se jevi jako
jeden ze zdkladnich faktor®t navozujicich kondenzaci chromatinu do vldken
rizné tloustky.

30 NM-CHROMATINOVE VLAKNO. Toto vlakno predstavuje dalsi
zasadité konce
hydrofobni obla;\

NH2 COOH
Iobulérm
Gast
viaknité
konce

Obr.199
Schéma molekuly histonu H1

COOH
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stupeti kondenzace chromatinu. Vznikd za G&asti histonu H1, ktery sdruzuje
nukleozomy nukleozomového fetézce a spiralizuje je do solenoidové struktury.
Jeden zavit (oté¢ka) solenoidu je tvofen Sesti nukleozomy. Priimérna tloustka
vldkna je 30 nm (obr. 201).

Pohled shora na 30 nm-chromatinové vlakno ve sméru osy, kolem které
se otaceji nukleozomy, by ukazal $estici nukleozomi pfipadajici na jeden zavit
a soulasné téz, jaké je rozloZeni molekul histonu H1 v jedné otadce (obr. 202).

30 nm-chromatinové vlakno se vaZe k tzv. proteinovému leSeni, coZ je
vidknitd struktura sloZend z proteinii nehistonové povahy. Jednim z t&chto
proteinl je topoizomeraza 1I. Dal§imi proteiny nehistonové povahy, které se
nachéazeji v proteinovém leseni, jsou proteiny HMG, déle transkripéni faktory,
polymerazy aj. (obr. 203).

histon H1

Nukleozomy spojené
prostrednictvim histonu H1.

Obr. 200
Spojovani nukleozomii prostiednictvim histonu H1

nukleozom

Histon H1 je vynechan.

Pro snadnéjsi orfentaci jsou nukleozomy prvniho a druhého zavitu
¢islovany a Sipky ukazuff na smér zavitu ¢i otacent.

Obr. 201
30 nm-chromatinové vlakno
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K proteinovému leSeni se 30 nm-chromatinové vidkno vaZe ve forms
smycek, které se oznaluji jako chromatinové domény (obr. 203). V {pati
kazdé smycky je jedna molekula topoizomerazy II, kterd pravd&podobné pfi
transkripci a replikaci méni topologicky stav DNA nachdzejici se ve smyg&ce.
Predpoklada se, Ze v chromatinovych doménéch, tedy ve zmin&nych smy&kéch,
probiha transkripce. Chromatinov4 doména miZe mit jednu nebo i vice transk-
ripénich jednotek. Kromé& toho kazd4 chromatinova doména predstavuje neza-
visly replikon a obsahuje jeden po&atek replikace (ori). V kapitole, ktera pojed-
nava o replikaci eukaryotické chromozomové DNA, se dovime, Ze DNA v chro-
mozomu predstavuje soubor mnoha replikont, &imZ je zaji§téno, Ze replikace
probéhne v ramci bunéného cyklu. Oblast na DNA, kterou se chromatinové
vidkno vazZe k proteinovému leSeni, se oznaluje jako p¥ipojovaci oblast pro
proteinové leSeni, zkracené SAR. K této oblasti se téZ vaze topoizomeraza II.
Je to usek dlouhy asi 250 - 1 500 kb sestavajici ze souvislého sledu A a T.

MITOTICKE CHROMOZOMY. Kondenzaci 30 nm-chromatinovych
vldken se vytvoli aZ b&8hem mitdzy nebo meidzy mikroskopicky viditelné chro-
mozomy. Pfedpoklada se, Ze 30 nm-chromatinové vlakno se spiralizaci konden-
zuje (obr, 204) do 600 - 700 nm-chromatinovych vlaken, ktera tvoii strukturu
metafaznich chromozomi (obr. 2095).

V mitotickych chromozomech je chromatin ve stavu, ktery predstavuje
nejvys$si stuperi kondenzace a je proto i transkripcné inaktivni.

istonovy
oktamer

Z obrazku je zfejmé, Ze mo-
lekuly histonu H1 udrZuji
stabilitu Sestice nukleo-
zomti pripadajici na jeden
z4vit (otacku). Viimnéte

si té2, 2e DNA tvofi ko-

lem histonovych oktamert
solenoid.

Obr. 202
30 nm-chromatinové vlakno - pohled shora ve sméru osy vlakna
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nukleozom

1 zavit (otadka) 30 nm-chromatinového
vidkna, ktery sestava ze Sesti nukleozomu

L dsDNA propojenych dsDNA.

30 nm-chromatinové vlakno

By,

OO000G  DODGOEKK

< proteinové leSeni >

chromatinova doména
(chromatinova smy¢ka)

Tento obrazek je idealizujicim schématem.
Chromatinaové domény nejsou stejné velkeé.
Jejich délka je 60 - 150 kb.

Obr. 203
Vazba 30 nm-chromatinového viakna na proteinové leseni,
chromatinové domény (smyéky)

Spiralizaci se 30 nm-chromatinové
vldkno kondenzuje do vy$sich
struktur.

30 nm-chromatinové
viakno

proteinové ledeni

Obr. 204
Kondenzace 30 nm-chromatinového viakna
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PRUHOVANI CHROMOZOMYU. Jednotlivé chromozomy v karyotypu se
mimo jin€ rozli§uji podle spekter pruht, které se zviditelni metodami pruhovéni
chromozomil. Existuji tyto zplisoby pruhovani (obr. 206):

Pruhovani G. Chromozomy se podrobi natriveni trypsinem a pak se
barvi Giemsovym barvivem, které se vaze na DNA. Tmavé pruhy se oznalujf
jako G-pruhy. Svétlé pruhy jsou G-negativni,

Pruhovani Q. Chromozomy se obarvi fluorescenénim barvivem, které se
pfednostné vaze na DNA bohatou pary AT. Fluoreskujici pruhy v UV-svétle se
nazyvaji Q-pruhy a oznaduji stejné chromozomové segmenty jako G-pruhy (ale
reverzibilthg, opagné).

600 nm 600 nm sestersl_(é
chromatidy

elome W/

centfromera—————

V obdobi metafaze je kaZdy chro-
mozom daného paru rozdélen
na chromatidy. Chromatidy po-
chazejici ze stejného chromozo-
mu se oznacuji jako sesterskeé.

\ tel omery
Zakladem kaZdé chromatidy je
600 nm-chromatinové vidkno

kondenzované pravdépodobné
spiralizaci.

V chromatidach se nachazeji mole-
kuly DNA vzniklé béhem S-faze
replikaci ze stejné matefské mo-
lekuly.

V kaZdé chromatidé je jedna molekula linearni dsDNA.

Obr. 205
Schematické vyjadrieni hypotézy o zakladni struktuie
metafazniho chromozomu
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Pruhovani R. Je v podstaté opakem pruhovaciho spektra G. Nejdiive se
chromozomy denaturuji teplem v roztoku NaCl a pak se barvi Giemsovym
barvivem. Tepelné denaturaci podléhd DNA bohatd na AT-pary. Vzniklé pruhy
se nazyvaji R-pruhy a jsou identické s Q-pruhy.

Pruhovani T. Tim se identifikuje podskupina R-pruhi, ktera se specielng
soustied’uje do telomer. Zviditelni se bud® plisobenim teploty na chromozomy,
diive neZ se obarvi Giemsovym barvivem, nebo plisobenim kombinace barviva
a fluorochrom. :

Pruhovani C. Predpokldda se, Ze se jimi prokazuje konstitutivni hete-
rochromatin, Nejdiive se chromozomy denaturuji v nasyceném roztoku hydro-
xidu barnatého a pak se barvi Giemsovym barvivem.

Pruhy jsou rozmistény jak v kratkém rameni chromozomu, které se ozna-
Cuje jako p, tak i v dlouhém oznalovaném jako q. Pak se &isluji v kratkém i
dlouhém rameni smérem od centromery, napt. pl, p2, p3; ql, q2, q3, q4 atd.
Podpruhy se &isluji jako p11 (&ti jedna-jedna a nikoli jedenact). Jedté niz$i kate-
gorie pruhi se &isluje napi. p11.1, p11.2 atd. Centromera se oznaduje jako cen
a telomera jako tel. Cislovani pruhti samoziejmé piedchazi ¢islo chromozomu.

HYPERSENZITIVNI MISTA. Ne viechna mista nukleozomového fetéz-
ce v chromatinu jsou pokryta nukleozomy. Jsou zde i mista volnd bez nukleo-
zomu. Ta jsou pochopitelng velmi citliva k nukleazam, nebot’ nejsou chranéna
nukleozomy. Oznaduji se jako mista hypersenzitivni k deoxyribonukledze 1
(DNAA4za I) nebo zkracené hypersenzitivni mista. Tato mista, jejichz rozsah je

C-pruhy G-pruhy  Q/R-pruhy
telomera
a

ramenop

centromeraw

rameno q

telomera —

Obr. 206
ldealizované pruhovani chromozomu
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50 - 200 bp, jsou stondsobné citlivéjsi k DNAdze I ve srovndni se sousednimi
oblastmi. Jsou to mista, ktera musi byt rychle piistupné proteiniim (transkripé-
nim faktorGim, enzymim) uplatiujicim se pii regulaci transkripce. Patii sem
promotory a jiné regulatni oblasti. Jsou nutnou, ale ne postadujici, podminkou
pro transkripei strukturnich gendi. RozliSuji se dva typy téchto mist:

A4 konstitutivni, kterd se trvale vyskytuji v chromatinu,

¢ indukovatelna, krerd se odkryvaji tésné pred nebo po aktivaci genu.

Jak jiz bylo uvedeno, hypersenzitivni mista nejsou pokryta nukleozomy.
Cim jsou tedy chrangna proti G&inku nukledz? Predpoklada se (hypotéza), Ze na
hypersenzitivai mista se vaZou reguladni proteiny (napt. transkripéni faktory a
jiné nehistonové proteiny), kterymi jsou nukleozomy vytésnény. Témito protei-
ny jsou pak hypersenzitivni mista vi&i G¢inku nukleaz dotasn& chranéna.

Na obr. 207 je uveden piiklad hypersenzitivnich mist v palindromatické
regula&ni oblasti (promotor a misto ori) pro dvé transkripéni jednotky, které se
tykaji transkripce do rRNA u Tetrahymena pyriformis.

5.1.2
Eukaryotick4 chromozomova (jaderna) DNA

ROZMERY CHROMOZOMOVE DNA. Kazdy eukaryoticky chromozom
obsahuje jednu dlouhou linearni molekulu dsDNA. Vyplyva to ze studii DNA
chromozomi riznych druhii eukaryot. Jestlize se¢teme podet pard bazi piipa-
dajicich na DNA v jednotlivych chromozomech haploidni buiiky, obdrZime
gislo udavajici velikost jaderné slozky haploidniho genomu piislugného euka-
ryotického druhu (tab. 17).

Z ohromujici velikosti lidského a viibec sav€iho genomu obsahuje gene-

tickou informaci pouze 10 %. V&tiina strukturnich gent méfi
1,0 x 10%a% 2,0 x 10° bp,

co? je udivujici rozdil proti prokaryotickym geniim. Vezmeme-li v tvahu, Ze
pouze 1 000 bp jednoho takového genu kéduje proteiny o primérné délce, kterd
odpovida 300 aZ 400 aminokyselinovym zbytkm, pak znacna &ast musi pripa-
dat na nekodujici sekvence. Z evolu€niho hlediska tato skute€nost znamena, Ze
vétdina savéiho genomu byla v evoluci informaéné nevyuzita a je k dispozici
dalsim muta&nim zménam.

REPETICE. Vyraznou zvla§tnosti eukaryotické chromozomové DNA je
to, 7e znaénou jeji Sast tvoli repetice. Jsou to predeviim:
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osa symetrie
palindromu

ripcni jednotka
rRNA

A
Jiiimi i

hypersenzitivni hypersenzitivni
mista nukleozomy mista

Obr. 207
Hypersenzitivni mista v regulaénich oblastech transkripéni jednotky
piepisované do rRNA u Tetrahymena pyriformis

A4 kratké tandemoveé repetice,

¢ rozptylené repetice.

S ob&ma typy repetici jste se jiz sezndmili na str. 102-104. U bakterif se
nevyskytuji (alespofi ne do té miry jako u eukaryot). Je to jedna z charakteristik
eukaryotické chromozomové DNA. Dal§i charakteristickou zvia$tnosti eukaryo-
tické jaderné DNA je, Ze obsahuje téz genové repetice. Takto se oznaluji
repetice, jejichZ jednotky maji vyznam geni. U mnohobunéénych organizmil se
25 az 50 % strukturnich gent vyskytuje jako jedineéné DNA-sekvence.
Zbyvajici. &ast se vyskytuje ve dvou nebo vice kopiich, tedy v genovych
repeticich. Jsou to:

1. Genové rodiny. Genovou rodinu tvori skupina sekvenéné pribuznych
geni, které maji spoledny evoluéni pivod a stejnou biologickou funkci. V pfi-
slu§né genové rodiné se geny Sasteénd li§i v sekvenci a koduji tedy proteiny,
které se ponékud li§i sekvencemi aminokyselin. Casto se jednotlivé geny téZe
rodiny nevyjadii soudasné ve stejném vyvojovém stadiu organizmu. Piikladem
jsou geny kédujici polypeptidové Fetézce hemoglobinu, které patii do dvou
rodin. V jedné roding jsou geny kédujici globiny &, G, A, 8, B a ve druhé  a
dva geny a. Exprese gendl § , &, Gy, AY se uskutediiuje v embryu, genl o, GT, A,
ve fétu a u dospélého jedince se vyjadiuji geny kédujici fetézce a, 8 a B.
Dospély jedinec pak obsahuje hemoglobmy o,8, (hemoglobin HbA,) a a, B,
(hemoglobin HbA).
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Tab. 17
Velikost DNA jaderné slozky haploidniho genomu u vybranych druhi
eukaryot
Velikost Pocet
genomu chromozomi
Druh v poétech pari bazi | v haploidnim genomu
(bp)
Saccharomyces ;
cerevisiae 1,34 x 10 16
Caenorhabditis elegans 8,0x 10 4
Drosophila .
melanogaster 1,65x 10 4
Xenopus laevis 3,0x10° 18
Mus musculus 3,0x 10° 20
Homo sapiens 3,0x10° 23
\Zea mays 5x10° 10
\Allium cepa 1,5x% 1()10 8

V genovych rodinach se vyskytuji téZ pseudogeny, coZ jsou nepiesné
kopie strukturnich gentl, které vznikly asi nepresnou duplikaci nebo mutaci,
kterou se piivodné aktivni gen v genové rodiné inaktivoval,

2. Tandemové genové repetice. Jsou to geny nebo skupiny gend
opakujici se bezprostredné za sebou, tedy v tandemu. Pokud jednotka repetice
predstavuje skupinu gent, maji geny uvnitt skupiny stejné pofadi, napf:

A-B-C-D--A-B-C-D-—-A-B-C-D-—-A-B-C-D -~
kde A, B, C, D je oznaCeni jednotlivych gend uvniti genové skupiny. Nukleoti-
dové sekvence oddélujici jednotlivé geny nebo skupiny genii se ozna&uji jako
mezerniky, které ve vySe uvedeném piikladu jsou vyjadieny pomlkami. Tan-
demovym zplisobem se opakujf:

® Geny prepisované do 5S rRNA (Zetnost repetice 250 u clovéka).

® Geny prepisované do tRNA (Zetnost repetice 10 aZ 100 pro jednotlivy
druh tRNA u ¢lovéka).

¢ Geny kédujici histony (etnost repetice 20 pro skupinu gend kédujicich
vSech pét histonii u obratloved).




5.1 STRUKTURA EUKARYQTICKEHO GENOMU 325

Biologicky vyznam téchto tandemovych genovych repetici spo&iva v tom,
Ze jedna kopie kaZdého z uvedenych genti by nestadila kryt spotiebu jeho
produktd bufikou. V bufice musi byt dostatetnd zdsoba 5S-rRNA a tRNA pro
realizaci translace, a takeé histont pro syntézu histonového oktameru pii replika-
ci.

3. Rozptylené genové repetice. Takto nazyvame gen nebo genovou rodi-
nu, jejichz kopie se vyskytuji na riznych mistech haploidniho genomu. Tykd se
to napr. nékterych genit prepisovanych do 1RNA, snRNA aj.

TELOMERY. Kazdy eukaryoticky chromozom mé tyto funk&ni slozky,
které zaji§tuji jeho biologickou funkeci jako celku. Jsou to:

1. Centromera, kterd zaji§tuje b&hem mitdzy a meiézy segregaci chro-
mozomi do dcefinych buné&k. U kvasinek je centromera dlouh asi 110 bp. Jeji
konce jsou, co se tykd sekvenci, znaén& konzervativni, a sekvence mezi nimi je
sestavena z 80 - 90 bp bohatych pary AT. SloZit&j$i je u vyssich eukaryot.

2. Telomera, kterou je fizeno pfti replikaci dokonéeni syntézy dcefinych
DNA-fetézcll na 3'-koncich matricovych DNA-fetézcli chromozomu. Mechaniz-
mus tohoto procesu pii replikaci je vysvétlen na str. 343, obr. 219. 3-konce
DNA v telomerach se vyznaluji tandemovymi repeticemi, které jsou pro dany
druh charakteristické. Jednotky téchto repetici jsou napt.:

TTGGGG neboli T,G, u Tetrahymena thermophila a Glaucoma chattoni.
TTTTGGGG neboli T,G, u Euplotes aediculatus a Oxytricha nova.
TTTAGGG neboli T;A,G; u Arabidopsis thaliana.

TGGG neboli TG, u Saccharomyces cerevisiae.

TTAGGG neboli T,A,G; u Clovéka, mysi a Trypanosoma brucei.

Tyto tandemové repetice mohou byt bud’ pravidelné, tj. opakuji se v nich
stale stejné jednotky, nebo nepravidelné, tj. jednotky repetice mohou mit rizné
variace, jejichz opakovéni nemusi byt stejné. Pfesto vak u viech tandemovych
repetici lze pozorovat jeden DNA-fetézec bohaty na G a jemu komplementérni
bohaty na C. U druhdi Oxytricha bylo zjidténo, Ze makronukledrni DNA-fetézec
(poznamka: u prvoki rozliSujeme mikronukleus a makronukleus) bohaty na G
se vyskytuje jen na 3'-koncich chromozomové dsDNA a pfe€niva 12 a7 16
nukleotidy za 5'-koncem DNA-fetézce, ktery je mu komplementarni a je bohaty
na C, napf.:

5'-C4A4C4A4 G4T4G4T4G4T 4G4 T4-3'
3'-G4T 4G4 T4G4T 4G4 Ty mmemmmmmmn C 4 A 4 C4 Ag-5'
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Sekvence analogické repeticim v telomerach se studuji na OligOI,lLl’leOtl-'
dech in vitro. Bylo zjidténo, Ze za definovanych podminek doch,am, mezi
souvislymi iiseky guaninu neboli G-motivy analogickymi makrron’ukl‘earm DNA
(Oxytricha) na 3'-koncich k intramolekularnim a intermolekuldrnim interakcim,
které jsme vysvétlili na str. 91 - 93 (obr. 73 a 74).

Tandemové repetice, které se vyskyluji na 3'-koncich chromozommrsz
Jjaderné dsDNA eukaryot budeme déale nazyvat telomerickt-é kopce nebo téz
telomerické sekvence. Netvoii se replikaci, ale jsou syntetizovany enzymem
telomerdzou (str. 343). Jejich délka je v rozmezi od 38 bp u bi¢ikoveil (.)xytri—
cha a Euplotes az do nékolika desitek kilobazi u saveld. Telomerizou je tato
délka regulovana u kazdého druhu organizm(. Telomeraza (EC 2.7.7.-) se
definuje jako specificka DNA-polymerdza, kterd pFipojuje telomerické sekvence
k 3'- konciim chromozomové DNA. Timto pfidavanim telomerickych sekvenci
se vyrovnava ztrata vySe uvedenych repetici na 3'-koncich chromozomové
DNA, k niz by dochdzelo za nepfitomnosti telomerdzy vlivem nedokondeni
syntézy dcefinych DNA-fetézcti na téchto koncich v S-fazi bun&iného cyklu.
Proto se telomerdza vyskytuje v rychle se délicich butikach u jednobuné&nych
organizmit (prvoci, kvasinky). U savci se nevyskytuje v somatickych burikdch,
ve kterych v dusledku toho dochdzi ke zkracovdni telomerickych koncii. Vysky-
tuje se viak v pohlavnich buiikdch, v embryonalnich butikach a dale také v buii-
kach odvozenych z nddori (HeLa-buiiky).

Délka telomer se zkracuje v zavislosti na stafi nékterych somatickych
tkini ¢loveka, zachovavé se viak v zarode¢nych busikach. U mysi, které maji
muohem kratsi rozpéti Zivota nez &lovek, k takovému zkracovani v zavislosti na
stari viak nedochdzi. Uvadi se hypotéza, e zkracovanim délky telomerickych
sckvenei je indukovan opravny mechanizmus DNA, kterym se zastavuje bundd-
ny cyklus. Avsak na druhé strané telomeraza Jje nutna a potrebna pro to, aby
mohlo bunééné déleni probéhnout. Piitomnost telomerazy v rakovinnych buii-
kach ¢lovéka tuto hypotézu podporuje. Mohlo by pak zastaveni aktivity telo-
merdzy v téchto buikich vést téz k zastaveni jejich dé&leni?

5.1.3
Mitochondriovy genofor

OBECNA CHARAKTERISTIKA MITOCHONDRIOVEHO GENOFORU.
Mitochondriovy genofor je tvofen dsDNA, ktera miize mit tuto konformaci:

¢ U vicebun&&nych Zivogichd je to kruznicova dsDNA 0 rozmérech 16 a7
” . S oA S My . 7 a » , . : ’
20 kb. Kazdy Zivogisny druh ma svij vlastni typ mitochondriového genoforu.

¢ U vys8ich rostlin je mitochondriovy genofor tvoren kruZnicovou dsDNA
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nebo linedrni ssSDNA a kolisa ve velikosti v rozmezi 250 kb a2 2 000 kb. Jeji
struktura a uspofddani gend je znaéné variabilni, dokonce u stejného organiz-
mu.

L4 U jednobunéiné tasy Chlamydomonas reinhardii je mitochondriovy
genofor tvofen linearni dsDNA, kterd méa délku 40 kb.

¢ U prvokii se mitochondriovy genom nachézi ve form& kruznicové nebo
linearni dsDNA ( napi. u Tetrahymena pyriformis, Paramecium aurelia), jejiz
délka je v rozmez{ 30 az 60 kb a lisi se podle druhu.

¢ Kvasinky maji mitochondriovy genofor ve formé& kruZnicové dsDNA,
jejiz velikost je 20 aZz 100 kb. Rozdily zavisi na druhovém postaveni. Nékteré
kvasinky maji mitochondriovy genofor tvoieny linedrni dsDNA..

Celkové lze fici, Ze konformace, tvar a velikost mitochondriové DNA je
znaén¢ heterogenni a zdvisi na fylogenetickém postaveni druhu. U viech
uvedenych skupin organizmd se obvykle v mitochondriich vyskytuje vice mole-
kul DNA (5 aZ 10), coZ kolisd podle druhu. Vy§§i po&et molekul Jje spise vyjim-
kou.

DileZité je si povSimnout, Ze¢ DNA mitochondrii Zivo&ichii je pomérné
mald a md informaénf kapacitu kédovat maximalng 36 proteinti. Aviak bioche-
mické reakce, které v mitochondriich probihaji, ukazuji na to, Ze mitochondrie
potiebuji vétsi poet proteind. Tyto proteiny jsou kédovéany jadernymi geny a
Jsou dopravovany do mitochondrii z cytoplazmy.

USPORADANI GENU NA GENOFORU MITOCHONDRIi CLOVEKA.
Jako piiklad uspofadani genti na mitochondriovém genoforu uvadime uspofada-
ni genl na mtDNA &lovéka. Uspoiddani gentt na mtDNA ostatnich saved je
podobné. Jeho vyraznym znakem je husté obsazeni mtDNA geny. To plati jen
pro savee, nikoli pro rostliny a jiné organizmy. Z obr. 208 je zfejmé, Ze mtDNA
¢lovéka kdduje:

¢ 2 molekuly rRNA, a to 12S-rRNA a 16S-rRNA;

¢ 22 molekul tRNA a 13 riiznych proteinl.

Molekularni druhy tRNA jsou na obr. 208 vyjadteny mezindrodnim
symbolem pro aminokyselinu, kterou pfenaseji (napt. G pro glycin, S pro serin
atd.). Nachazi-li se vice genii na mtDNA pro tutéz tRNA, je u mezinarodniho
symbolu uvedeno pofadové &islo kopie. Na mtDNA clovéka se vyskytuji geny
pro vechny tRNA. To plati i pro ostatni savce. Gen pfepisovany do tRNAST
(gen S) a tRNA (gen L) se vyskytuje ve dvou kopiich. Strukturni geny jsou:

¢ geny CO I, CO II, CO III, které kéduji ka%dy jednu z podjednotek
cytochrom c-oxidazy; ostatni podjednotky jsou kédovany jadernymi geny;
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D-smycka

B = strukturni geny

w = geny pro rRNA
e~ = geny pro tRNA

——— H-Fetézec

ET ¢
ND6(

L-fetézec —>
Celkova délka = 16 569 bp
13 strukturnich gent
22 genl pro tRNA
2 geny pro rRNA

p’ “lp-pma
Coll KT ATPaza 6
ATPaza 8
Obr. 208

Usporadani geni na DNA mitochondrii ¢lovéka

¢ geny ND1 az ND6 kédujici podjednotky NADH-dehydrogenézy;

® geny oznacené ATPéaza 6 a ATPaza 8, které koduji $estou a osmou pojed-
notku z deviti podjednotek H'-transportujici ATP-syntdzy (EC 3.6.1.34);

® z osmi podjednotek ubichinon-cytochrom b-reduktazového komplexu
toliko podjednotka cyt b je kédovana na mtDNA.

Na mtDNA ¢lovéka jsou prakticky vSechny geny pro realizaci transkripce
a translace. Toliko geny pro ribozomové proteiny, DNA- a RNA-polymerazu
chybi a jsou ve své funkei nahrazovany jadernymi geny. Mitochondriové geny
saveu a Zivocichi vitbec jsou jednoduché, kdezto v mitochondriich hub a vostlin
Je rada strukturnich genit sloenych (obsahuji introny a exony). Do Jjaké miry je
mtDNA ¢tlovéka zavisla na genech jadernych chromozomii, uvadi tab. 18.
Celkové charakteristika obou slozek genomu &lovika, t. jaderné slozky a
mitochondriového genoforu, je uvedena v tab. 19.

VARIABILITA MITOCHONDRIOVE DNA. Popsali jsme mtDNA &lové-
ka. Ji podobna je téz mtDNA ostatnich saved a pravdépodobn& viech obrat-
lovei. AvSak mtDNA ostatnich organizmi se od ni vyrazné li3i (tab. 20).
Uvedeme jako pfiklad takové odli¥nosti mtDNA bezobratlych a kvasinek:
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Tab. 18

Kooperace jadernych genii s geny na mtDNA lidského genomu

329

Funkéni produkt

Podjednotky (protomery)
funkéniho produktu

uréené geny

uréené geny

lokalizovanymi lokalizovanymi

na mtDNA v jadie bunky

NADH-dehydrogenaza 7 podjednotek >41 podjednotek
Sukeiniat CoQ-oxidoreduktiza | 0 podjednotek 4 podjednotky

Komplex cytochromu b-¢1

1 podjednotka

10 podjednotek

Cytochrom c-oxidaza

3 podjednotky

10 podjednotek

H'-transportujici ATP-syntaza| 2 podjednotky 14 podjednotek
rRINA mitochondrii 2 0
tRNA mitochondvii 22 0
mRNA mitochondrii 13 0
DNA- a RNA-polymerazy 0 viechny
Ribozomové proteiny 0 ~70

Z bezobratlych napt. mtDNA Drosophila melanogaster m&ti 20 000 bp a je
tedy v&tSf neZ mtDNA obratlovel. Na druhé strang se ob& DNA podobaji, co se
ty€e pofadi genii. Rozdil mezi nimi spodiva v tom, e mtDNA drozofily obsahu-
je dlouhé Gseky bohaté pary AT, jejichZ funkce nenf znama.

DNA mitochondrif kvasinek méff podle druhu 20 000 aZ 100 000 bp. Ob-
sahuje také useky bohaté pary AT o nezndmé funkci. Krom& toho obsahuje
nékteré geny, které chybi u mtDNA obratlovcil. Nékteré geny mtDNA kvasinek
jsou také delsi nez u obratlovct a obsahuji introny (gen COI a cytb).

Zv145t¢ odliSnd od mtDNA ZivoCichi je mtDNA rostlin (tab. 20):

¢ Je mnohem vétsi (250 az 2 500 kb). Ve velikosti mtDNA se viak té7
vyznamné li§f jednotlivé druhy rostlin navzijem, dokonce i uvnité stejného
druhu a moZzna i ve stejné buiice.

¢ DNA mitochondrif rostlin miize svou strukturu ménit. Tyto zmény jsou
disledkem intramolekuldrni rekombinace,
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Tab. 19
Celkova charakteristika lidského genomu
Jaderna slozka genomu | Mitochondriovy genofo
Velikost 3,0 x 10° kb 1,66 x 10* kb
Pocet
molekuldrnich 23 v butikdch XX jedna kruznicova
druhu dsDNA, 24 v buiikach XY molekula dsDNA
tj. DNA Ii8icich se vechny jsou linedrni

navzajem v
primarni struktufie

Celkovy pocet | 23 v haploidnich buitk4ch
molekul dsDNA | 46 v diploidnich buiikach ~10°
na buiiku

SdruZené proteiny

histony a nehistonové
proteiny

vétSinou bez proteinti

Genova hustota

1 gen na 40 kb

1 genna 0,45 kb

Repetitivni DNA

znacéna Cast

velmi mala &ast

Transkripce

vétSina genli se piepisuje
Jednotlivé

vice genil se piepisuje do
jednoho primarniho
transkriptu

Introny

vétSina gent

Zadny gen

Dédiénost

mendelistické pro sekven-
ce na X a autozomy,
otcovska pro sekvence
nay

jen mateisk4

Pocet genit 65 000 - 80 000 37
Primérny podet
genii na genofor 3000 37
Velikost genu 10-15kb
Vzdilenost mezi
geny 25-30kb
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Tab. 20
Mitechondriovi DNA ruznych skupin organizmi

Organizmy Velikost v bp Struktura Charakteristika
Buiiky vice- kazdy Zivo¢i§ny druh ma

bunéényeh | 1,6 a22,0 x 10" | kruZnicovi svilj viastnf typ mtDNA
Zivodichia

pozoruhodnd variabilita
ve velikosti, struktufe a

2,5 x 10° kruznicovi genetické organizaci
Buiiky vyssich az nebo nejen mezi druhy, ale
rostlin 2.0 x 10° linedrni také u stejného organiz-
mu, a tedy i ve stejné
buiice
3,0 x 10 kruznicova
Prvoci aZ nebo rozdily mezi druhy
6,0 x 10° lincdrni
2,0 x 10 jednotnd uvniti stejného
Kvasinky az. kruznicova drubu, ale rozdily mezi
1,0 x10° druhy

¢ Velmi charakteristické pro mtDNA vySgich rostlin jsou Gscky, kterd se
podobaji DNA chloroplasti.

5.1.4
Chloroplastovy genofor

OBECNA CHARAKTERISTIKA GENOFORU CHLOROPLASTU, Creny,
které tvoFi genom rostlinné bunky, jsou rozdéleny do jadra, mitochondrii o
chlovoplastiy (plastidiy). Chloroplastovy genofor sestava 2 dsDDNA, kterd sc
oznaluje jako ctDNA a je kruznicova. Jeji délka je znacné variabilni, a to 120
az 210 kb. Pfesto, jak ukazalo studium velkého poctu rostlinnych druhit rizného
fylogenetického postaveni, se vyznacuje fadou spoleényeh znaki, 7 nichZ jsou
to zejména :

soor

¢ Uspotadani gent na ctDNA je pozoruhodné konstantni,
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A4 Jsou na nf lokalizovdny dvé obracené repetice, které ji rozdéluji na krat-
ky jednokopiovy uisek (SSC-iisek) a dlouhy jednokopiovy tisek (LSC-1isek).
U Nicotiana tabacum je délka obracené repetice zhruba 25 kb, délka SSC-tseku
18 kb a LSC-lseku 87 kb. V obrécené repetici jsou umistény n&které geny pro
tRNA a geny pro rRNA. Vé&tsina gend je v LSC-tiseku (obr. 209).

4 Rozdily ve velikosti ¢tDNA u riznych druhii jsou zplsobeny hlavné
délkou obrécenych repetici, v nich se nékteré geny v riizném poltu opakuji.

¢ Na vystavbé a funkei chloroplastii se podili asi 1000 riznych proteind.
Avsak jen 100 z nich je kédovéno strukturnimi geny lokalizovanymi na ct DNA.

¢ Poradi genii pfepisovanych do rRNA se shoduje s jejich poradim, které
bylo stanoveno u bakterii. Kromé toho asi 70 % nukleotidové sekvence rRNA
chloroplastii je na stejném mists Jako nukleotidova sekvence v rRNA E. coli.

® Geny kédujici podjednotky pFislugného oligomerniho proteinu nejsou
organizovéany do operond, jak je tomu u bakterii, ale jsou rozdéleny do n&koli-
Ka transkrip&nich jednotek. Napt. 14 genii kddujicich proteiny fotosystému II je
u jednodéloznych rostlin rozd&leno do Zesti transkripénich jednotek, u dvoudg-
loznych do sedmi.

¢ VétSina transkripénich jednotek v chloroplastech je polygenni, pFidemy
transkripéni jednotka sestava z gent, jejichz transla&ni produkty se funk&né
navzdjem lig].

Ad Na rozdil od mtDNA je ctDNA, co se tye struktury a organizace, zna&né

Jednotnd. To plati nejen pro jednotlivou rostlinu, ale 1 pro cely rostlinny druh,
ve kterém se ve viech buiikich nachazi stejnd ctDNA.

LSC
 _VétSina genu je -
v tomto tiseku,

ctDNA

viz str. 102

168 W obracena obFacens §f 165
238 @, repetice repetice £
geny pro y 23S
rRNA 4,58 . 47 4,55 gepﬁ'rﬂ(’
(napf. N. tabacum) 58 SSC > 65 (napfr. N. tabacumy)
Obr. 209

Schéma organizace gent na chloroplastovém genoforu




CATREUE TURS BURARYOLICREHD GEROMU 333

Tab. 21
Geny chloroplaste Nicotiana tabacum

Funkce [ Pocet genu
| Transkripec
!RN;\—g;nlymer:‘im l 4
Translace

FRNA 1
tRNA 30
Ribozomové proteiny 21

Fatosyntéza
Fixace CO, 1
iif(itosystém I 5
Fotosystém 1 14
Cytochromovy komplex b/f 5
H'transportujici ATP-syntiza 6
| Jind funkec
gNAD(‘P)H-dehydrogenﬁzcvy komplex 11
Clp-proteiza 1
‘Acetyl-KoA-karboxvidza (EC 6.4.1.2) 1
‘Membrina plastidu I
Maturdzy (str. 394) 1
é()tevx"'ené Cteci ramee kédujici vice neZ 29 aminokyse - 30
lin

(GENY NA ¢tDNA. Nukleotidova sekvence ¢tDNA druhu M polvmorpha
Je Kompletné znama. Rovnéz uspoiadani genli na ni je podrobné zpracovéno a
vyjadieno genetickou mapou. Z téchto genli uvadime jen nékteré a rozdélujeme
Jje podle funkee produktd, do kterych jsou prepisovany nebo prekladany:

1. Geny prepisované do rRNA. Produkty téchto genli jsou 5S-rRNA,
4.55-rRNA, 16S-rRNA a 235-rRNA. Vyskytuji se v n¢kolika repeticich.

2. Geny piepisované do tRNA. Je jich 30. Jsou tedy piepisovany do 30
molekularnich druhl tRNA (tab. 29, str. 424,

3. Geny kddujici podjednotky RNA-polymerazy. Jsou to podjednotky
o B pBapn

4. Geny kédujici ribozomové proteiny. Je to 8 proteind ribozomové
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podjednotky 50 S a 11 proteinii ribozomové podjednotky 30 S.
5. Geny kédujici proteiny fotosyntézy. Jsou to pfedeviim:

velké podjednotka ribuléza 1,5-bisfosfatkarboxylazy;
proteiny fotosystému I;

proteiny fotosystému II;

podjednotky ATP-syntazy;

podjednotky ND1 az ND6 enzymu NADH-dehydrogenézy.

V tab. 21 jsou uvedeny z hlediska funkei v transkripci, translaci a foto-
syntéze podty geni lokalizovanych na ctDNA Nicotiana tabacum.

e ¢ & & ¢

5.1.5
Zvlastnosti genomu rostlin

Z molekularngbiologického hlediska je genom rostlin sloZit&j§i ne
genom Zivolichdl, M4 jadernou sloZku (chromozomy), mitochondriovou DNA
(mtDNA) a plastidovou DNA (napf. ctDNA). Tyto slozky rostlinného genomu
jsou navzéjem zavislé a vzdjemné kooperuji.

Pro jadernou sloZku genomu vys§ich rostlin je charakteristicky velky
rozdil v jeho velikosti mezi jednotlivymi rody, &eled&mi atd. Tyto rozdily se
vysvétluji rozdilngm po&tem mnohondsobnych repetici. Napf. genom Zea mays
Je asi dvacetkrét v&t§i nez genom Arabidopsis thaliana. P¥i tom 80 % sekvenci
Arabidopsis thaliana je jedinegnych, tak¥e na repetice pfipada 20 %. U Zea
mays je jen tietina sekvenci jedinednych, tak¥e ostatni dvé tietiny pfipadaji na
repetice.

Mnohé geny rostlin jsou soudésti genovych rodin (str. 323). Tato skuteg-
nost ma svilj vyznam z hlediska evoludniho pre¥iti rostlinného druhu. Jestlize je
v genové rodiné nékolik gent, které maji podobnou nebo stejnou funkei a 1i8{ se
spekirem exprese, mohou rostliny 1épe reagovat na zmény prostiedi. Genovymi
rodinami ziskavaji tak rostliny na plasticits, co¥ Jje pro n€ vyznamnou evolu&ni
vyhodou.
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5.2
REPLIKACE EUKARYOTICKEHO GENOMU

5.2.1
Zvlastnosti replikace chromozomové (jaderné) dsDNA

U eukaryotickych bunék musime rozliSovat replikaci DNA, kterd je
soudastf jejich jadernych chromozomii a replikaci DNA, kterd tvofi genofor
mitochondrii a chloroplastil. Nejdiive se budeme zabyvat replikaci chromozo-
mové (jaderné) DNA neboli nDNA. Tato replikace probihd v podstatnych
rysech stejng jako u bakterii. Je semikonzervativni a semidiskontinudlni. Jeji
pribéh lze jako u bakterii rozdélit na pochody iniciace, elongace a terminace
replikace. Dfive viak neZ zaéneme tyto faze probirat, pfipomeneme, Ze:

1. Replikace jaderné DNA probihd jen v urcité fazi bunééného cyklu, a to
v S-fazi (obr. 210). To je dileZity rozdil proti bakteriim, kde replikace DNA je
zahajena hned po skoneni bunééného déleni. Zreplikované molekuly nDNA
segreguji jako soudast chromozomu b&hem mitézy (faze M bunééného cyklu)
do deefinych bungk. Ve fazi G,, kterd pfedchédzi S-fazi, a ve fazi G,, ktera

V M-fazi probéhne mitdza,

V G,- fazi se burika
pripravuje k déleni.
KaZda molekula

dsDNA se nachéazi ‘ .

v navzdjem jesté m O o
neoddélenych - = hurika
chromatidach.
Teprve v anafizi
se sesterské chro-
matidy oddéli v ne- §
zavislé chromozo-
my.

—_ Poéet molekul dsDNA se
2 molekuly 2 molekuly : M

v kaidém chromozomu

dsDNA dsDNA - ‘ = zdvojndsobl.
Kazdd molekula dsDNA pep—
Je v jiném chromozomu Bunécny cyl’flus savel buriky
stejného paru. s generaéni dobou 16 hod.

Obr. 210

Zjednodu$ené schéma bunééného cyklu zduraziiujici potet molekul dsDNA
v chromozomech v jeho riznych fazich
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Poéatek obousmérné replikace.

Kontinualni syntéza| Diskontinualni syntéza.
3|5

—|— ——
5 / vedouci  lopozdujici se\ .
fetézec fetézec
opozdujici se| vedoucl /————
3 \ fetézec fetézec 5

53
Diskontinuaini syntéza | Kontinudlni syntéza.

Staré a nové nukleozomy se na matricovych a podle nich
syntetizovanych komplementarnich fetézcich rozdéluji ndhodné.

nové
nukleozomy

nukleozomy

Obr. 211
Schéma replikaéni vidlice eukaryotické jaderné DNA

nasleduje po S-fizi, se eukaryotickd buiika vyznaguje metabolickou aktivitou,
transkripci a translaci, nikoli viak replikaci.

2. Molekula nDNA kazdého chromozomu predstavuje velky soubor repli-
konit (chromatinovych domén), z nich# kasdy md jedno misto ovi. Replikace
viak neprobihd soucasné ve viech replikonech, ale v uréitém poradi, kdy se

+ nejdiive zreplikuji ¢asti DNA v euchromatinu, kdeZto heterochromatinové &4sti
se replikuji pozd€ji. Ale do konce S-fize se zreplikuje celd molekula nDNA.
Plati viak, Ze kaZdy replikon se zreplikuje jen jedenkrdt.

EUKARYOTICKE DNA-POLYMERAZY. Bereme-li v tivahu cely genom
cukaryotické butiky, pak Ize Fici, Ze jeho replikace je katalyzovana &ty¥mi
DNA-polymerdzami. Jsou to:

¢ DNA-polymeriza o, kterd v komplexu s DNA-primdzou katalyzuje syn-
tézu Okazakiho fragmentit p#i replikaci nDNA, nevyznacuje se 3—>5"-exonu-
kledzovou aktivitou.
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® DNA-polymeraza (3, ktera se uplatiiuje v syntéze krdtkych fetézci pri
reparaci DNA.

¢ DNA-polymeraza v, kterd katalyzuje syntézu mitochondriové DNA.

¢ DNA-polymeraza 8, kterd katalyzuje syntézu vedouciho ¥etézce a dokon-
cuje syntézu opoidujiciho se Fetézce. Vyznacuje se 5'—>3'-polymerdzovou a
3'—>5"exonukledzovou aktivitou. Vdie se na ni tzv. proliferaéni bunéény
antigen neboli PCNA-protein.

L4 DNA-polymeraza g, jejiz funkce neni zatim znama.

Piehledné jsou tyto polymerazy uvedeny v tab. 22,

REPLIKACNI VIDLICE. Je§té jednou piipomindme, Ze replikace euka-
ryotické jaderné DNA probiha v chromatinovych doméndch, z nichz kazda
piedstavuje replikon. Kazdy replikon ma misto ori, v némZ replikace replikonu
zading, a to vidy tvorbou replikaéni vidlice (obr. 211). V replikacni vidlici
probihd replikace obousmérné. Predpoklada se, Ze nukleozomy se v replikaéni
vidlici ndhodné rozdgli do obou fetézcl, které se souCasné pokryvaji nové
syntetizovanymi nukleozomy. Zjednodu$ené si lze predstavit rozpad nukleo-
zomu a jejich obnovu podle schématu na obr. 212.

5.2.2

Pribéh replikace euka-
ryotické jaderné dsDNA

nukleozom
AKTIVACE INICIACE RE-
Nukleozomy se N v .
rozpadajl pii rekonstituce PLIKACE. Jak jiZ bylo uvedeno, je
replikaci. nukleozom dsDNA jadra eukaryotické buitky
nové histony souborem linedrné sefazenych re-
ikond. Je rokaryot t€Z u eu-
® staré histony plikonti l'lkouu P:ol ary v
zasoba O.O 0© / karyot mé kazdy replikon sviij po-
histonl & OOQ [ Lo tatek replikace, ktery se u niZsich
0® g d"oﬂ @ % eukaryot (kvasinky) sklddé z téchto
© O ®8e0 g funkénich sloZek (obr. 213):
Na obrézku je pro jednodgchosét scf;(emattického @ rozpozmivaci element (sek-
vyjédfeni nukleozom zndzornén jako tetramer o .
f%?stond. Ve skutednosti viak jde o oktamer. vence) poéatku replikace (zkr.
ORE);
Obr. 212 )
Predstava zdvojovani nukleozomil ¢  clement (sekvenc.e) pro od
pifi replikaci eukaryotické vijeni DNA (zkr. DUE);

chromozomové dsDNA




338 5 STRUKTURA, REPLIKACE A EXPRESE EUKARYOTICKEHO GENOMU

Tab. 22
Prehled vlastnosti a funkei eukaryotickych DNA-polymeraz
Oznateni R T o
usaved | o By 8 €
Oznadeni
u kvasinek poll pold polM pol3 pol2
Umisténi v jadie v jadfe Vv mito- v jadre v jadie
chondriich
Podet
podjedno- 4 1 2 2 >1
tek
Polymera-
zova - + + + + +
aktivita
.3
Exonukles-
zova aktivi- - - + + +
ta 3'-§'
Primaza + - - - -

Sdruzené Zadny Zadny Zadny PCNA Zadny
faktory

vysoka
Procesivita| mima nizka vysokd |vesdruzeni| vysoka
s PCNA

syntéza
prodiuzuji-
zadatek katalyza | cfho se
- syntézy oprava replikace | fetézce
Funkee | Okazakiho | po§kozené | v mito- |[a dokonde-| nezndma
o fragmentd DNA | chondriich | ni syntézy
primery Okazakiho
fragmentii

® sekvence A/T, v niZ jeden f'etézec je bohaty na T a jemu komplementarni
na A (je potiebnd k odvijeni DNA);

® pomocné elementy aux-1 a aux-2, na néz se vaZou transkrip&ni faktory.
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transkripéni proteiny rozeznavajici transkripéni
faktory podatek replikace (ori) faktory
v v DNA
XOOaux-2[0O AT IOREEO! puE K auxAakKOOC
A A A ﬂl &
sekvence sekvence,
potiebna na niz se
k odvijeni zahajuje
DNA odvijeni DNA
vazebné misto vazebné misto
pro transkripéni pro transkripéni
faktory faktory

rozeznavaci sekvence
poéatku replikace

Obr. 213
Funkéni elementy pocatku replikace ori eukaryotické jaderné DNA

Tawp

K aktivaci iniciace replikace pak u niz§ich eukaryot (kvasinek) dochdazi
takto (do jaké miry to plati i pro vyssi eukaryota, nelze zatim fici):

Na rozpoznavaci sekvenci po&atku replikace ORE se vaZou proteiny, kte-
ré jsou potiebné k zahdjeni replikace, nebot’ se vyznauji helikdzovou a DNA-
polymerazovou funkci, a také umoziiuji vazbu dalsich replika¢nich proteind,
jejichz aktivitu modifikuji (tlumi nebo zvy3uji). Sekvence DUE ma ten vyznam,
7e pravé na ni se zadinaji odvijet DNA-fetézce. Po vazbé transkripcnich fakiori
k sekvencim aux dochdzi k interakcim téchto faktorit s proteiny, které rozeznd-
vaji misto ORE (napf. DNA-polymerdza). Transkripéni faktory, které aktivuji
jeden potatek replikace, nemusi nutng aktivovat druhy. Jejich vztah k protei-
niim, vazajicim se na misto ORE, je schematicky vyjadien na obr. 214, podle
kterého mohou stimulovat vazbu DNA-helikdzy a DNA-polymerdzy na ORE
zvy$enim afinity faktoru vazajiciho se na ORE neboli OBF-faktoru k t€mto
enzymiim nebo sniZzenim jeho afinity k témto enzymlm tim, Ze se z mist aux
uvolni. Soubor proteinii ziicastiyjicich se v misté ori iniciace replikace se ozna-
¢uje jako orizom.

Viechna mista ori viak nejsou k replikaci aktivovana soucasné.

ELONGACE DNA-RETEZCU. Globalni pohled na mechanizmus elon-
gacervedouciho a opozdujiciho se Fetdzce pii replikaci chromozomové DNA
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transkrip&ni transkripéni
faktor faktor
véazajici se vazajici se
na aux-2 na aux-1

DMNA-helikaza DNA-polymeréaza

Vazbou transkripénich faktori
na aux se zvy$uje afinita OBF
k Hel a Pol.

Uvolnéni transkripénich
faktort z aux vede ke ‘
sniZenf afinity OBF
k Hel a Pol.

Obr. 214
Vliv transkripénich faktort na zahajeni replikace chromozomové DNA

u niz8ich eukaryot

DNA-ligaza

opoZd'ujici se
fetézec

RNA-primer

Okazakiho
fragment matricovy fetézec 3'

matricovy fetézec §'

pol ‘rﬁ’eréz

vedouci PCNA(Z )“

fetézec

S§SB-proteiny

PCNA =p- svorka
RFC =y - komplex

¢

Obr. 215
Giobalni pohled na elongaci vedouciho a opozd'ujiciho se fetézce
v replika&ni vidlici eukaryotické chromozomové dsDNA
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eukaryot je vyjadfen schématem na obr. 215, Z tohoto obrazku je nejdfive
ziejmé, Ze na rozdil od prokaryot, kde syntéza vedouciho a opoZzd’ujiciho se
fetézce je katalyzovana jednou molekulou DNA-polymerdzy III, je k tomuto
dé&ji u eukaryot zapotiebi dvou DNA-polymeraz:

¢ DNA-polymeriza o, kterd v komplexu s primdzou katalyzuje syntézu
opofdujiciho se Fetézce,

\4 DNA-polymeraza 3, ktera katalyzuje syntézu vedouciho Fetézce a dokon-
cuje syntézu opoZdujiciho se Fetézce.

Za podjednotku DNA-polymerazy 8 se povazuje téZz PCNA-protein,
ktery piisobi jako B-svorka (viz. str. 166, obr. 129) a udriuje syntetizovany
vedouct a opoZdujici se Fetézec v komplexu s matricovym Fetézcem. Podjednot-
kou DNA-polymerazy 8 je pravdépodobng i tzv. replikaéni faktor C neboli
RFC-protein piisobici jako bakteridlni y-komplex (viz obr. 129).

Na rozdil od bakterialni replikace (str. 173, obr. 134b), kde priméza pG-
sobi soudasné s helikazou v ramei primozomu, tvori eukaryotickd primdza staly
komplex s DNA-polymerdzou a. Tento komplex oznaCovany jako pol a/pri-
maza katalyzuje syntézu RNA-primeril pro tvorbu Okazakiho fragmentii a md
Sfunkci primozomu (str. 173).

Soubor proteinsi, kieré realizuji své funkce v elongacni fizi replikace
DNA, se oznaduje jako replizom. SloZeni eukaryotického replizomu se viak od
prokaryotického 1i3i. Tyto odliSnosti jsou uvedeny v tab. 23.

SYNTEZA OPOZDUJICIHO SE RETEZCE. Na zakladé studia replikace
DNA ZivogiZného viru SV 40 byl vypracovan model syntézy opoZzdujiciho se
tetézce eukaryotické chromozomové DNA (obr. 216). KdyZ se porovna tento
model s modelem syntézy opozd'ujiciho se Fetdzce u bakterii (obr. 138, str.
181), Ize vid&t rozdily v téchto smérech:

1. Komplex pol o /priméza syntetizuje RNA-primer a polydeoxyribonuk-
leotidovou &ast Okazakiho fragmentd (ne v¥ak celou) a je v dal§im kroku vytla-
&en proteinem RFC, ktery je obdobou y-komplexu bakterif.

2. RFC-protein umoZfiuje vazbu DNA-polymerdzy & na matricovy feté-
zec, na kterém jsou Okazakiho fragmenty. Tato polymeraza se nachazi v komp-
lexu s PCNA-proteinem. Za katalytické (i¢asti RNA4zy H nebo proteinu MF-
1, ktery md stejnou funkci jako RNAdza H, pak dochazi k odstranéni primerQ
exonukleolytickym $tépenim z jejich 5'-koncil a k dosyntetizovdni polydeoxyri-
bonukleotidové édsti Okazakiho fragmentis DNA-polymerdzou & (nikoli a). Do-
syntetizované fragmenty se spoji DNA-ligazou.

Zpisob pFipojeni polymerdzy & na matricovy fetézec s Okazakiho frag-
menty a naloZeni PCNA-proteinu probihé pravdépodobné jako u bakterif (str.
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175-180, obr. 135, 136, 137a, b, c). V kaidém pfipad€é vSak RFC-protein,
PCNA-protein a DNA-polymeraza § zaujmou mista na matricovém fetézci.

Tab. 23
Slozky bakteridlniho a eukaryotického replizomu
Slozka replizomu U bakterii U eukaryot
Replikativni Holoenzym pollII’ polo/primaza
polymeraiza v komplexu s pol &
Faktor zvySujici
procesivitu B-svorka PCNA
replikativni polymera-
zy
Faktor
nakladajici y-komplex RFC
[-svorku (PCNA)
Primaza jen DNA-priméza komplex polo/primaza
(DnaG-protein)
Helikdza DnaB-protein, n-protein ?
Odstranéni primeru DNA-polymeraza I exonukledza MF1
Oprava opoZd’ujiciho | DNA-polymerizala Komplex pol 6/pol € ?
se Fetézce DNA-ligaza a DNA-ligdza
DNA-topoizomeraza IT (gyraza) I
Proteiny vazajici se na replikaéni protein A
jednotetézcové iseky SSB-proteiny (RP-A) nebo lidsky SSB
DNA (HSSB)

PROBLEM ZAKONCENI REPLIKACE LINEARNICH dsDNA. Pii
studiu replikace linearnich molekul DNA se setkdvame s problémem nedokon-
Ceni replikace na 3-koncich fetézci, které plsobi jako matricové pro syntézu
opozd'ujiciho se fetézce. Na téchto koncich nemize totiz DNA-polymeraza ka-
talyzovat napojovani deoxyribonukleotidd, nebot’ "nema na co napojovat". Po
odstran&ni RNA-primerti chybi pro napojovéani 3'-konec. Vysvétluje to obr. 217,

Tento problém neexistuje u bakteridlnich molekul dsDNA, nebot’ jsou
kruznicové. Vidéli jsme, Ze napf. replikace kruZnicového bakterialniho chromo-
zomu konéi v bodg, kde se konce replikagni vidlice setkaji (obr. 126, str. 162).
Bakteridlni kruZnicovd dsDNA se zreplikuje celd, aniZ by se zkracovala, jak by
tomu mohlo byt u linedrnich molekul. V tom také spo&ivé biologicky vyznam
kruznicovych molekul dsDNA.
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RFC =y-komplex PCNA =p-svorka Elongace a odstranéni primer(
RNA&azou H/NF1.

. RNA- i
SSB-proteiny primer(f)r‘;%zl%‘grrllf

RNA&za H/MF1

3' I3 ;3'
R
J

matricovy retézec

gw@@ |

Syntéza RNA-primerti komplexem Zaplnéni mezer mezi Okazakiho

ol o / primaza.
pola / pr’?maga P Eragmenty.
5%3' 5'r\f\/___,@’j .
at 5- 3 =/ ——-—bs'
|

Vytlaceni komplexu pol o /priméza
yHacentFoFE oroteinom.

-proteinem. Véechny proteiny kromé PCNA se

uvolni.

IAVAW L 3
3L VN7 5
!

Spojeni Okazakiho fragmenta ligézou.
DNA-ligaza

5 A AT %

3'
PCNA- W0l 3 \\_/ T
protein

Zde se cely proces zopakuje s novou mole-
$SB'=RP-A nebo HSSB kulou PCNA-proteinu, ktery ma funkci §-svorky.
Odkazujeme na str. 177 - 180, obr. 137a, b, c.

Obr. 216
Syntéza opozdujiciho se fetézce v ramci replikace
eukaryotické chromozomové DNA

gr\/\J—» F

Sestaveni komplexu polg,

DOREPLIKOVANI{ 3'-KONCU MATRICOVYCH DNA-RETEZCU. *Do-
replikovénim 3'-koncit matricovych DNA-Fetézcil se rozumi dokonceni syntézy
deefinych Fetézcti na nich. Probiha v telomerich za katalytického u¢inku enzy-
mu telomerazy (str. 326). Telomeraza je enzym, ktery katalyzuje syntézu telo-
merickych koncit (bohatych na G). Pro sviij téinek vyZaduje primer, k némuz
pfidavé polymeraci v obvyklém sméru 5' - 3' telomerické repetice. Je to ribo-
nukleoproteinovy enzym sloZeny z RNA, kterd pisobi jako matrice, a z kata-
Iyticky aktivniho proteinu.

Nejdtive si predstavme doreplikovani 3'-konce podle obr. 218:

1. Kratka telomerickd sekvence na 3'-koncich obou matricovych fet€zci
plisobi jako primer pro katalytickou &innost telomerazy. Na matricovych
fetdzcich se syntetizuje vedouci fetézec a Okazakiho fragmenty.

2. Telomeréaza prisyntetizuje k primerim postupné tandemovou repetici
(telomerické sekvence) a tim 3'-konce matricovych fetézel prodlouzi.

3. Nésleduje odbourani primerii a zapln&ni mezer podle obr. 216. Na
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3 matricovy fetézec
5!

. & 3'
T 3'5 vedouci fetézec

RNA-primer Okazakiho fragmenty
3'4———1———5'3‘-——4—5' Jg————a—2Fh' 3' —t———§'
1 + * Ll
5 s m— 3
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RNA-primer
polydeoxyribonukleotidovy
‘fetézec

5"
35 3
, #——————— smér odbouravani RNA-primeri——m——
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DNA-ligaza

3-
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nedc;(rgﬁélgovany nedoreplikovany
konec
3 5'
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2
Obr. 217
Schematické vysvétleni nedoreplikovani 3-konce linearni dsDNA
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1. 3 5'
primer pro syntézu
L) &3 telomerickych
1@ < 5'3@ 5" sekvenci
primer pro syntézu g 4 3
telomerickych
sekvenci
Okazakiho
fragment
telomeraza
. 3‘ '
ProdlouZeni 3'-konce 5
o telomerické sekvence. 3

3 ool 3 s 5

ProdlouZeni 3-konce
o telomerické sekvence.

5
Odbourani primert
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3

Syntéza Okazakiho
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5!
£
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Obr. 218

Reseni problému doreplikovani 3'-konce linearni jaderné dsDNA

3"koncich matricovych fetézcii se miZe syntetizovat Okazakiho fragment od
3'-konce telomerické sekvence.

4. Viechny Okazakiho fragmenty se spoji DNA-ligazou, telomerické
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1. Vazba telomerézy na telomericky primer (1).

. primer
DNA GGGGT/¢C
- Cc
5 A telomerazova RNA
nedorepiikovany
konec

‘

2. ProdiouZeni 3-konce od primeru (2).

3. Translokace telomerdzy (2).

9
t o)
GGGGTTGYggatt cCCua

5|

3 5

4. Replikace na 3-konci matricového fetézce (3, 4).

366GGTTggggtt
——? OHttggggttgg

GGGGTTggggtt
- 3OHttggggttgg

Nové napojované nukleotidy jsou vyjadre
V zdvorkdch jsou uvedeny odkazy na &

ny malymi pismeny.
a'Ysti obr. 2#»’. ¢

Obr. 219
Doreplikovéni 3'-konce eukaryotické jaderné DNA ptisobenim
telomerazy
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sekvence aZ po primer se odbouraji.
Nen{ jasny viak mechanizmus zaji$tujici to, Ze na 3'-konci ziistane
segment ptisobici jako primer pro dal§ replikaci.

Telomeraza plsobi tak, Ze se prostiednictvim své RNA-slozky komple-
ment4rng §poji s primerem na 3'-nedoreplikovaném konci. S RNA se pak komp-
lementdrng paruji dalsi nukleotidy, nap¥. za vytvofeni sekvence TTGGGG,
jejiz tandemova repetice se pak vytvoi{ tim, Ze dochazi k n&kolikeré translokaci
telomerazy (obr. 219). ‘

52.3
Replikace sav¢i mitochondriové DNA

Jak jiz bylo uvedeno, &ast molekuly mtDNA &lovéka a savcl vibec je

D-smycka DNA-primer

Je komplementarni
k L-fetézci.

dcefiny H-fetézec

dceriny
3 l L-fetézec

ey
+—H Puvodni
deefiny

. repliky

!

nad§roubovice nad$roubovice

Obr. 220
Schéma replikace mtDNA savcei
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tvotena D-smy&kon, coZ je oblast na molekule mtDNA, v niZ se s matricovym
Fetézcem pdruje kratky fragment DNA vytéshujici rodicovsky Fetézec, ktery je
komplementdrni s matricovym. Jako matricovy plsobi ze zaCatku v mtDNA
fetézec L. DNA-fragment mé¥{ priblizng 500 az 700 nukleotidd a je jim vytés-
tiovan H-fetézec. D-smyéka se tvoff v useku, kde se nachazi podatek replikace

mtDNA, tj. misto ori,. Pak probihé replikace v t€chto krocich (obr. 220):

1. Replikace zadini za vyt8silovani rodiSovského H-fetézce nové se
syntetizujicim dcefinym H-fetézcem. Zalitek této syntézy je zahdjen od
kratkého DNA-fragmentu, ktery piisobi jako DNA-primer pFi replikaci mtDNA.

2. Syntéza dcefiného H-fetézce pokraluje az do 2/3 jeho celkové délky,

&imz se uvolni dal¥i misto ori, tj. ori,, od kterého za8ina syntéza nového
dcefiného L-fetézce podle matricového H-fetézce.

3. Postupnou syntézou novych dcefinych fetdzch se vytvoii dva repli-
kaéni produkty pfechazejici do nadSroubovicové struktury.
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5.3
TRANSKRIPCE EUKARYOTICKEHO GENOMU

Je tieba rozlifovat transkripci jaderné slozky eukaryotického genomu od
transkripce, ktera probihd v mitochondriich a chloroplastech. O vSech t&chto
transkripcich pojedname oddéleng. Nejdiive se budeme zabyvat transkripci
jadernych genti, které jsou lokalizovany na chromozomech. Transkripei t€chto
genti se tvofi tyto primdrni transkripty:

1. Heterogenni jaderna RNA (hnRNA). Je fo prekurzorova mRNA
(pre-mRNA), kterd vznikd v jddre transkripci transkripénich jednotek obsa-
hujicich sirukturni geny. Jako prekurzorovou mRNA (pre-mRNA) oznaluje-
me obecné jakykoli primdrni transkript obsahujici prepisy strukturnich genit a
upravovany do mRNA. Pokud takovy primarni transkript vznika v jadfe buiiky,
mizeme jej oznadit jako hnRNA. Pokud chceme ziistat u terminu "prekurzorova
mRNA"- a takova tendence v odborné literatufe je - musi byt zi'ejmé z kontextu,
o jakou pre-mRNA jde, zda o pre-mRNA vzniklou transkripe{ jadernych struk-
turnich genii nebo transkripef strukturnich genti mitochondriové DNA, piipadné
jinou transkripei.

2. Prekurzorova ribozomovi RNA (pre-rRNA), kterd vznikd jako
primdrni transkript transkripci transkripcnich jednotek, kieré obsahuji geny
pro rRNA. Posttranskrip&ni Gpravou se §tépi na funkéni druhy rRNA, tj.

a) 5,88-rRNA, 18S-rRNA a 285-rRNA u savcu,
b) 5,88-rRNA, 16S-rRNA a 255-rRNA u vys§ich rostlin.

3. Prekurzorova transferova RNA (pre-tRNA) vznikajici transkripci
transkripénich jednotek obsahujicich geny pro tRNA. Posttranskrip&ni tpravou
se §t&pi na riizné druhy tRNA.

4. 58-rRNA. Je to rRNA, kierd se tvori transkripci genti pro 5S-rRNA.

5. Malé RNA. Tak se oznacuji nizkomolekuldrni stabiini druhy RNA,
Jejichz délka je 80 aZ 300 nukleotidii a vyskytuji se v eukaryotickych buikdch.
Podle vyskytu v jednotlivych kompartmentech eukaryotické buriky se deli do
téchto skupin:
® malé jaderné RNA (snRNA), které se vyskytuji v jadre;

¢ malé jadérkové RNA (snoRNA), které se vyskytuji v jadérku;

¢ malé cytoplazmatické RNA (scRNA), ktere se vyskytuji v cytoplazimé
eukaryotické buiiky.

Kazda skupina zahrnuje nékolik druhti téchto RNA. V tab. 24 je uvedena
poviechna informace o téchto RNA, s jejichZ biologickymi funkcemi se sezna-
mime v pfislusnych kapitolach.




350 5 STRUKTURA, REPLIKACE A EXPRESE EUKAR YOTICKEHO GENOMU
Tab. 24
Malé RNA v buiikach ¢lovéka
Oznaceni Vyskyt Biologicka funkce | Enzym katalyzujici
druhu malé | v buiice syntézu malé RNA
RNA
Ul-snRNA jadro Fizeni sestiihu RNA-polymeraza II
U2-snRNA jadro fizenf sestiihu RNA-polymeréza II
U4-snRNA jadro fizeni sestfihu RNA-polymeréza Il
US-snRNA jadro fizeni sestfihu RNA-polymeraza II
U6-snRNA Jjadro fizeni sestfihu RNA-polymeraza I
U7-snRNA Jadro fizenf sestfihu histo- | RNA-polymeréza 11
nové pre-mRNA
Ul1-snRNA jadro neznama RNA-polymeraza II
Ul2-snRNA Jjadro neznama RNA-polymeréza 11
7SK-snRNA Jjadro neznama RNA-polymeréaza III
8-2-snRNA Jjadro posttranskripénf tipra-| RNA-polymeraza 111
va pre-tRNA
U3-snoRNA jadérko  |posttranskripéni upra-| RNA-polymeraza I
va pre-tRNA
U8-snoRNA jadérko neznama RNA-polymeraza iI
Ul3-snoRNA | jadérko neznama RNA-polymeraza II
RNAR
7-2-snoRNA | jadérko neznama RNA-polymeraza {II
7SL-scRNA | cytoplazma | translokace proteindi | RNA-polymeraza 11
Y1-5-scRNA | cytoplazma neznama RNA-polymeriza IIIJ

EUKARYOTICKE DNA-DEPENDENTNI RNA-POLYMERAZY. Existuji

tfi druhy téchto RNA-polymeraz (co se tyCe nomenklatury RNA-polymeraz, viz
str. 185):
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® RNA-polymeraza I, kterd katalyzuje syntézu pre-rRNA. Vyskytuje se jen
v jadérku a neni citliva k o-amanitinu. Geny, které jsou prepisoviny RNA-
polymerdzou I, se oznaluji jako geny L tfidy.

® RNA-polymeraza II, kterd katalyzuje syntézu hnRNA a malych rRNA
uvedenych v tab. 24. Je citliva k a-amanitinu. Vyskytuje se v karyoplazmé,
Sestava piiblizné z 10 protomer(, z nichZ tfi nejvétsi jsou homologické s proto-
mery o, 8 a B prokaryotické RNA-polymeréazy. Protomer f3 viZe volné ribonuk-
leotidy, P se vaze k DNA a a spojuje protomery navzajem. Ostatni protomery
se neli$i od protomert polymeraz 1 a lll. Geny, které jsou prepisovdny RNA-
polymerdzou 11, se oznaluji jako geny IL t¥idy.

@ RNA-polymeraza I, kterd katalyzuje syntézu pre-iRNA, 55-rRNA a
malych RNA, uvedenych v tab. 24. Citlivost k o-amanitinu je druhove speci-
ficka. Vyskytuje se v karyoplazmé. Geny, které jsou prepisovdany RNA-polyme-
razou 111, se oznaduji jako geny IIL t¥idy.

Kazda z uvedenych tif RNA-polymeraz vyzaduje sviij specificky promo-
tor, na ktery se vaze. To je rozdil proti bakteriim, které maji jen jeden typ RNA-
polymerdazy a jeden typ promotoru.

V dal$im textu se budeme zabyvat zplisobem transkripce uskuteCiiované
zmindnymi RNA-polymerdzami. Text bude rozdélen na kapitoly, které budou
pojednavat zvIaste:

A4 o transkripci gend katalyzované RNA-polymerazou I,
¢ o transkripci gen® katalyzované RNA-polymerizou I,
& o transkripci gend katalyzované RNA-polymerazou 111

U viech uvedenych transkripci bude vyloZen jen jejich bazdlnf a konstitutivni
pribéh.

TRANSKRIPENI AKTIVITA EUKARYOTICKE BUNKY. Transkripéni
aktivitou sc rozumi{ rychlost syntézy RNA, kierd je vyjadiena poctem vytvo-
Fenyeh primdrnich transkriptit za minutu. Podle toho se pak rozeznavaji tyto
druhy cukaryotické transkripce.

1. Bazilni transkripce. Ucinnost této transkripce je wurcena loliko
bazdinimi transkripénimi faktory, které uvddéji RNA-polymerdzu na bazdlni
st promotoru a ke startovacimu nukleotidu, ¢imZ umoZiji zahdjeni transk-
ripce. Transkripcni aktivita je zde nizkd a odpovidd minimdinim poZadavkiim
buriky.

2. Konstitutivni transkripce. Tato transkripce probihd za pFitomnosti
bazdlnich transkripénich faktord a jeji aktivita se viak zvySuje pusobenim
konstitutivnich transkripcnich faktors, které uréyji u kaZdého genu jeji miru.
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Tim se umogni, aby se riizné geny piepisovaly pii riznych rychlostech vyho-
vujicich zakladnim potiebam buiiky. Transkripeni aktivita konstitutivn{ transk-
ripce je vyS$i neZ u bazalni.

3. Indukovatelna transkripce. Je to transkripce regulovand indukova-
telnymi transkripénimi foktory, které transkripcni aktivitu Jednotlivych genit
upravuji v reakci na vaéjsi prostiedi buriky. U mnohobun&énych organizmi ma
tato regulace transkripce vyznam v udrZovani jejich diferencovaného stavu.

TRANSKRIPENI FAKTORY. Pro zahéjeni transkripee piislusné transk-
ripéni jednotky je u eukaryot na rozdil od prokaryot nutna pFitomnost transk-
ripénich faktorl. Transkripéni faktory jsou regulacni proteiny, které se vdZou
na regulacni oblasti promotoru nebo zesilovade transkripce (str. 426) a vérsi-
nou pozitivné navozuji zahdjeni transkripce. Ptipady negativniho pdsobent
transkrip&nich faktord jsou vzacngj$i. Ve vztahu k RNA-polymeraze plsobi
transkrip&ni faktory napf. tak, Ze se urdita jejich kombinace navaZe na promotor
a na ni se pak naviZe RNA-polymerdza. Teprve tento komplex je aktivni a
RNA-polymeriza v ném zahajuje transkripei.

Transkrip&ni faktory se rozd&luji do dvou skupin:

1. Obecné transkripéni faktory, které se vyskytuji ve viech nebo vétsiné
eukaryotickpch bunék a bunéénych typech mnohobunééného organizmu. Jsou
nezbytné pro zahajeni transkripce u viech tii typii eukaryotickych promotorfi.
Patii sem bazalni transkripéni faktory, tj. faktory urcujici bazdlni transkripci
a konstitutivni transkripéni faktory, tj. faktory urcujict konstitutivni transk-
ripci. Geny, jejichZ promotory jsou obsazeny obecnymi transkripénimi faktory,
byvaji obvykle provozni. Provozni jsou takové geny, které jsou vyjddreny ve
vSech burikdch, jelikoz jsou potrebné pro udrZovdni jejich zdkladnich Junkci.

2. Specialni transkripéni faktory, které se vyskyruji v burikdch urcitych
theni a v uréité dobé. Zvysuji ucinnost transkripce nad bazdini hladinu u téch
geni, které svou expresi specifikuji dany bunécny typ pro produkci urcitych
proteinit. Uplatiiuji se proto i pti diferenciaci bun&k a jsou indukovatelné.
Transkripce genii daného bunééného typu je vysledkem kombinace ucinki
obecnych a specidlnich transkripcnich fakiori.

53.1
Transkripce katalyzovana RNA-polymerazou I1

PROMOTOR RNA-POLYMERAZY II. Promotor RNA-polymerazy II
obsahuje kratké sekvence, jeZ jsou obecné dileZité pro jeho funkei a nazyvaji se
protismérné elementy promotoru. Nazyvaji se tak proto, Ze jsou umistény
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vzhledem k startovacimu nukleotidu proti sméru transkripce. Jsou dvojiho typu:

1. Elementy, které se vyskytuji u mnoha geni a ovliviiuji u nich zékladni
procesy transkripce.

2. Elementy, které se vyskytuji jen u genl pfepisovanych v buiikach
urdité tkané nebo odpovidajicich svou expresi na specificky signal. Protismér-
nymi elementy tohoto typu se zde nebudeme zabyvat. Jen si pamatujte, Ze jsou
velmi dalezité p¥i diferenciaci bungk, nebot’ se na n&€ vazou specidlni transk-
rip&ni faktory aktivujici pfilehlé geny k tvorbé proteint potiebnych pro diferen-
ciaci na ur€ity bunéény typ.

Elementy promotoru jsou charakteristické témito boxy (obr. 221):

1.TAT A - box neboli téZ Hognessiiv box (oba terminy budeme pouZi-
vat). Vyskytuje se v konvenéni sekvenci:

TATAAAA

Je umistén v rozmezi -34 aZ -26 od startovaciho nukleotidu. VdZe se na néj
stabilné transkripcni faktor TFIID za tvorby komplexu, ktery je specificky
rozezndvin RNA- polymerdzou II. Zékladnim stavebnim kamenem transkripéni-
ho faktoru TFIID je TBP- protein neboli protein vazajici se na TATA-box
(obr. 222). Tento protein se vyskytuje u viech eukaryotickych organizmt. Jeho
aminokyselinova sekvence na C-konci je velmi konzervativni. Vn&jsi povrch
TBP je piistupny interakcim s faktory sdruZenymi s TBP neboli s TAF-
taktory, kieré tvori s TBP-proteinem dohromady komplex oznatovany jako

obecné bazalni | .
transkripéni faktory transkripénistartovaci
faktor  nukleotid

ATTTGCAT — GGGCGG—GGCCAATCT—TATAAAA—|PyAPYPyPYPyPy
\ -100 -90 -75 -30

konvenéni sekvence elementtl eukaryotického promotoru "(‘i'r';fg%’{‘oﬁ')‘t
Promotory ruznych gent se ligi poctem, Provozni geny maji jen
umisténim a kombinaci téchto elementu. ,,,,.e,%me,,t bez
Viechny promotory viak musi obsahovat TATA-boxu
jeden nebo vice elementu, aby mohly zaha- (Hognessuv box).
jit bazélni transkripci.
Poznamka

Promotory RNA-polymerézy Il u nékterych gentl nema_ji
ani TATA-box ani Inr-element. Transkripce téchto genu
muze zadit z riznych mist sefazenych za sebou.

Obr. 221 ]
Struktura promotoru RNA-polymerazy Il
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Na vnéjsi povrch TBP

se vazou TAF-faktory. TFID

DNA

l Vazba TBP k DNA indukuje ohyb
DNA v oblasti TATA.

@ =TAF-faktory

Qbr. 222
Vazba TBP na DNA

transkripéni faktor TFIID. Jeho dvé poloviny se vyznaduji péti kratkymi anti-
paralelnimi B-Fetézci, které dohromady jsou prohnuty do tvaru sedla pfiléhajici-
ho k DNA. Vazbou TBP se DNA siln& prohne a jeji Gisek, na ktery se TBP vaze,
odpovida presné TATA-boxu, ktery se touto interakei denaturuje (rozvine).
Piitom ziejmé& dochazi v této oblasti k destrukturalizaci nukleozomu, nebot’
komplex ochnuté DNA s TFIID obsahuje osm histont nukleozomu. Jeden TAF-
faktor se vyznaluje acetyltransferdzovou aktivitou, takZe lze predpokladat, Ze
dochazi i k acetylaci histonil. Jinak vyznam TAF-faktor( spodiva v tomto:

& mohou rozeznat promotory bez TATA-boxu. V tomto smyslu se uplatiiuji
pfi rozpoznavani promotord obsahujicich jen Inr-element nebo nulovych pro-
motori, coZ jsou promotory bez TATA-boxu a bez Inr-elementu,

® plisobi jako koaktivétory transkripce (str. 432).

TBP-protein vazany na dsDNA je pfistupny i jinym proteiniim, které majf
C-koncovou aminokyselinovou sekvenci, s niz je schopen reagovat. Je to prede-
viim RNA-polymeraza Il a transkripéni faktory TFIIA a TFIIB. Negativnf regu-
lagni proteiny zabrafiuji vazb& TFIIA a TFIIB s TBP.

2. C A AT - box. Vyskytuje se v konvenéni sekvenci
GGCCAATCT.

Nachazi se mezi nukleotidy -75 aZ -80. Ovliviiuje G&innost transkripce tim, Ze
se na n&j vaZe transkripéni faktor CTF/NF1, ktery zvySuje silu promotoru.

3. GC - box, jehoZ konvendéni sekvence je
GGGCGG.
Nachazi se u nukleotidu -90, ¢asto v mnoha kopiich a v obou orientacich. Vaze
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se na ngj transkripéni faktor SP1, coZ ma za nasledek zvy$eni sily promotoru.
Tento faktor ma dvé funkéni domény. Jednou doménou se vaze k DNA
(vazebna doména) a druha doména je aktiva¢ni. Vazebna doména ma motiv tii
zinkovych prsti “(obr. 95, 96, 97, 98, str. 118). SP1 se vaze o-helixem této
domény ke GC-boxu, ktery se nachazi ve vétsfm Zlabku DNA. Funkce aktivaéni
domény spoéiva v tom, Ze jeji aminokyselinova sekvence je fosforylovana
proteinkindzou vazanou na DNA. Touto fosforylaci je stimulovana tvorba pfed-
pfes jeden TAF-faktor, coz ma za nasledek, Ze TFIID se umisti pfesné na
TATA-box.

4. Oktamer, na ktery se vaZe obecny a konstitutivni transkripéni faktor
OCT-1 nebo OCT-2 (jen v B-lymfocytech, str. 543). Konvenéni sekvence okta-
meru je:

ATTTGCAT.

5. Startovaci nukleotid. Byvé to obvykle A uvniti iseku obsahujiciho
pyrimidinové baze. Tento usek se oznaluje jako imiciator nebo vétSinou
zkracené jako Inr-element.

Uvedené elementy promotoru se vyskytuji ve vétdin€ promotord RNA-
polymerazy II s vyjimkou promotort provoznich strukturnich genfi. Tyto
promotory se vyzna¢uji témito zvlastnostmi:

¢ Viechny maji Inr-element.
Nemaji TATA-box.
Nemaji jeden startovaci nukleotid, ale vice t&sné spolu sousedicich.

Obsahuji nékolik GC-box a vétsinou neobsahuji CAAT-box.

¢ & ¢ ¢

Obsahuji dale pti vysoké detnosti nemetylované dinukleotidy CpG.

Na uvedené elementy promotoru se vdZou obecné transkripéni faktory.
Obvykle jeden z nich nebo vice (v riiznych kombinacich) musi byt pfitomny na
promotory, aby mohl fungovat na hladiné bazdini transkripce. Bazaln{ transk-
ripci se rozumi transkripce Fizend promotorem za pFitomnosti toliko bazdlnich
transkripénich faktors, coz jsou TFIID, TFIIA, TFFIIB, TFIF, TFIIE,
TFITH, TFILJ. Transkripéni aktivita bazalni transkripce odpovida minimalnim
pozadavkiim butiky.

Na zahajeni transkripce maji vliv i tzv. zesilovale transkripce. Ty viak

probereme na str. 426. V této kapitole pojedname jen o obecnych faktorech,
zv14%t8 bazalnich, které jsou pro iniciaci eukaryoticke transkripce nezbytné.

TRANSKRIPCNI JEDNOTKA RIZENA PROMOTOREM RNA - POLY -
MERAZY IL Schdma struktury transkripéni jednotky prepisované RNA-poly-
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merazou II je uvedeno na obr. 223. Obsahuje obvykle jeden strukturni gen,
ktery je vétsinou slozeny (str. 141). Sekvence eukaryotického terminatoru viak
neni zndma. Zcela jisté vak je, Ze primarni transkript, coZ je hnRNA, se 5t&pi,
kdy¥ se vytvoFi prepisem negativnho DNA-fetézce sekvence A A U A A A,
které na pozitivnim DNA-fetézci odpovida sekvence:

AATAAA,

jez se oznatuje jako polyadenylaéni signal, nebot signalizuje, Ze po jeho
transkripci na negativnim DNA-Fetézci bude hnRNA za jeho prepisem §tépena a
Jjeji 3'-konec bude polyadenylovan.

INICIACE TRANSKRIPCE KATALYZOVANE RNA-POLYMERAZOU
11 Z PROMOTORU OBSAHUJICIHO TATA-BOX A Inr-ELEMENT. Iniciace
transkripce katalyzované RNA-polymerazou II zahmuje d&je, kterymi se na
ripénich faktor#, schopny za pFitomnosti volnych ribonukleotidii zahdjit transk-
ripci. V hrubych rysech ji mizeme rozdglit do t&chto etap (obr. 224a, 224b):

1. Transkripce katalyzovand RNA-polymerazou II zagina vazbou transk-
rip&niho faktoru TFIID na Hognesstiv box. Tato vazba je usnadnéna faktorem

5 DNA  pozitivni fetézec polyadenylaéni signal 3
[P Tvs GEN AATRAAMT
3 negativni fetézec 5
transkripce
5' hnRNA 3
AAUAAA
Stépeni za pfepisem polyadenylaéniho signdlu.
5 ) -
AAUAAA
3!
Preklad do signainiho peptidu. pg|y(A)
Transkripéni jednotka se pre- v
P = promotor pise celd, Teprve po dokonceni RozloZi se.
VS = vedouci sekvence transkripce se hnRNA za poly-

T terminéator adenylaénim signalem Stépi a

na 3-konec se navaZe poly(A).

Obr. 223
Transkripéni jednotka RNA-polymerazy |l
a jeji primarni transkript
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H .
| DN‘A‘ - ogessuvbox

TFHA S

RNA-
polymeraza ll

helikaza

uzavieny

iniciaéni komplex _fom
(inaktivni)

Obr. 224a
Iniciace transkripce katalyzované RNA-polymerazou |l

TFIIA, jehoZ vyznam spoivd v tom, Ze zabraiuje vazbé faktoru DRI na TFIID.
Vazba DRI na TFIID by méla toti% ten diisledek, Ze TFIID by se pak nemohl
navéazat na Flognessoiiv box a na transkripéni faktor TFIIB. Lze tedy Fici, Ze

DRI md inhibicni uicinek na TFIID, ktery se ruSi faktorem TFIIA (str. 435 ).
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fosforylace

ATP

5.

otevieny
iniciaéni komplex _,
(aktivni)

> ADP

TFIIF zastava ve vazbé
s RNA-polymerdzou po celou
dobu transkripce genu.

elongace

TFIIA a TFIID zastavaji ve vazbé
s promotforem a mohou
zahajovat dalsi cykly
transkripce.

Obr. 224b
Pokracovani obr. 224a

Komplex TFIID s TFIIA se oznaduje jako predinicia¢ni transkripéni kom-
plex.

TFIIB, jehoz vyznam spoéivad v tom, Ze je rozeznavan komplexem RNA-
polymerdazy II s transkripénim faktorem TFIIF.

3. Pomoci transkripéniho faktoru TFIIF se RNA-polymeraza II vaZe na
promotor. Faktor TFIF lze tedy chdpat jako transkripcni faktor, ktery je
rozezndvdn prediniciacnim komplexem na promotoru a umoziuje tak umisténi
RNA-polymerdzy II na promotoru.

faktory TFIIE, H a J za tvorby uzavi‘eného inicia¢niho transkripéniho kom-
plexu, ktery je jesté transkripéné inaktivni.
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5. Uzavieny iniciadni komplex je aktivovan k transkripci transkripnim
faktorem TFIIH. Tento faktor se vyznaduje helikdzovou a proteinkinazovou
aktivitou. Obé aktivity (helikazova a fosforylaéni) jsou pravdépodobné regu-
lovany faktorem TFIIE. Vlivem helikazové aktivity se zaéne odvijet DNA-
fetézec pro transkripei. Celkové Ize tici, ze vlivem helikdzové a proteinkincizové
aktivity TFITH pFechdzi wzavieny (inaktivni) iniciaéni komplex v oteviemy ini-
ciadni transkripéni komplex, krery je uZ aktivni.

6. Jednou z podjednotek TFIIH je specifickd proteinkinaza, ktera pienasi
zbytky kyseliny fosfore¢né na C-konec RNA-polymerazy Il. C-konec tohoto
enzymu obsahuje v mnohondsobném opakovéni zbytky serinu, tyrozinu a treo-
ninu. Fosforylaci serinu se RNA-polymerdza aktivuje, &ehoz diisledkem je jeji
uvolnéni z uzavieného (inaktivniho) iniciaéniho komplexu. Aktivovanym otev-
fenym komplexem zagind elongace haRNA, v niZ RNA-polymerdza I piisobi
bez transkripénich fuktori. Po skonceni iniciace transkripce se z promotoru
avolni viechny transkripéni fakiory kromé TFIID a TFIIB, které zistavaji
pravdépodobné na plivodnim misté.

Vyznam transkripénich faktori spodiva hlavné v tom, Ze umozZiuji rozez-
nenf mista, na které se md RNA-polymerdza 11 navdzat a zadit transkripci, a
dale v tom, ¥ uvddéji RNA-polymerdzu II do aktivni konformace, ve které milZe
tremskripei vitbec uskutecnit. Déle je nutno si uvédomit, ze RNA-polymeraza II
neni na zacatku iniciadniho procesu jesté fosforylovana a je tedy inaktivni,
Teprve Gdinkem transkripEniho faktoru TFIH se fosforylaci aktivuje. Aviak
tento transkripni faktor se musi nejdiive navazat na uzavieny iniciaéni komp-
lex, aby uplatnil svou fosforylagni a helikazovou funkei.

Transkrip&ni faktory, které jsme v ramei iniciace transkripce nyni probra-
li, patii do kategoric téch obecnych transkripénich faktord, které se blize speci-
fikuji jako bazélni, nebot’ navozuji bazalni transkripei. K zastaveni transkripce
nebo ke zvygeni uginnosti transkripce nad hladinu bazalni méZe dojit za spolui-
Sasti specialnich transkrip&nich faktort a reguladnich oblasti typu zesilovacl
transkripee, které budeme podrobn&ji probirat v kapitole 5.6 pojednavajici o ak-
tivaci exprese genli na drovai transkripce v eukaryotické bufice. V této kapitole
se 167, blize seznamite s funkei a mechanizmem ¢inku transkrip&nich falktord.

INICIACE TRANSKRIPCE KATALYZOVANE RNA-POLYMERAZOU
11 Z PROMOTORU S Inr-ELEMENTEM BEZ TATA-BOXU. Nakonec je tieba
se jedté zminit o promotorech, u nichZ transkripce nezalina na TAT A-boxu,
nebot’ jej nemaji. Jsou to promotory provoznich strukturnich genti. V téchto
promotorech za&ina transkripce na Inr-elementu, v némz se nachazi startovaci
nukleotid. Na Inr-element se véze nejdfive transkripéni faktor "TFIin", ktery je
rozeznavan nékterym TAF-proteinem faktoru TFIID. Pak jiz miize ndsledovat
tvorba piediniciagniho a iniciadniho komplexu. Na obr. 225 se Srovnava trans-
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o ATA o

Transkripce z promotorir RNA-polymerazy Il
se uskuteériuje zavedenim TBP spojeného
s TAF-faktory, tedy transkripéniho faktoru
TEIID na promotor. Toho se dosdhne bud’
pfimou vazbou TFIID k DNA sTATA-boxem,
nebo interakci faktoru TFllin (vazaného na D
v bez TATA boxu) s TAF-faktorem
transkripéniho faktoru TFIID.

"TFilin" je zatim pracovni
oznadeni tohoto faktoru.

\

Vazba TFIiB, RNA-polymerazy Il atd.

Obr. 225
Transkripce promotorii RNA-polymerazy Il neobsahujicich TATA-box
a promotord tento box obsahujicich

kripce na promotoru s TATA-boxem s transkripci na promotoru s Inr-elemen-
tem bez TATA-boxu.

TERMINACE TRANSKRIPCE KATALYZOVANE RNA - POLYMERA -
ZOU II. Na rozdil od bakterii, kde v transkripéni jednotce konéi transkripce
uvoln&nim mRNA ze strukturalng definovaného termindtoru, probiha zakonceni
transkripce v eukaryotickych transkripénich jednotkach docela jinak. Koncc
transkripce je u eukaryot signalizovin sekvenci AATAAA, kterd se oznatuje
jako polyadenylaéni signil, nebot’ signalizuje, ze 10 aZ 30 nukleotidi za touto
sekvenci se hnRNA bude $tépit, a tim se uvolni z DNA (obr. 226). Tento signa-
lizadni d&j probiha tak, Ze se sekvence polyadenyla¢niho signdlu na negativnim
fetézci DNA piepise do hnRNA, kde je pak specificky rozeznavina komplexem
proteinii spojenych s endonukledzou, ktera hnRNA $tépi ve vzdalenosti 10 - 30
nukleotidi za polyadenylaénim signilem a uvoliiuje tak jeji 3'-konec. Tentes
konec je pak polyadenylovin za katalytického wcinku poly(A)-polymerizy
neboli polynukleotidadenyltransferazy (EC 2.7.7.19), ktera je také soulisti
uvedeného komplexu proteinéi. To jsou viak uZ procesy zahrnuté do posttransk-
ripénich tprav hnRNA, které budou probrany ve zvldstni kapitole, kde se tak¢
dovime, Ze je§té b&hem uvoltiovani z DNA se hnRNA pokryva proteiny praktic-
ky po celé své délce a vytvéii s nimi komplex, ktery se oznacuje jako Castice
hnRNP.
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T4y, ™ hnRNA

RNA-
TTAT T o= ....“L
poly(A)-ponmeréza\l/ endonukleaza
hnRNA\

S, y(A
MUAAA_/%?jL -

—TTATTT
—AATAAA (\ S 3
helikaza exonukleaza
==TTATTT .
~=AATAAA 3
o

RNA-
polymeraza

cazou se odvine zbytek hnRNA, ktery se pak rozlozi exonukledzou a
uvolni se RNA-polymeraza Il.

Obr. 226
Terminace transkripce katalyzované RNA-polymeréazou Il

‘oba zvIasts zdtraznit, 7e transkripce do hnRNA kon€i nastépenim
donukledzou a polyadenylaci jejiho uvolnéného 3'-konce, Dile také
radenylagni signal tim, Ze je rozeznavan komplexem proteind obsa-
ndonuklcazu a poly(A) polymerdzu, urcuje pFriblizné nejen misto
RNA, ale i misto, ve kierém se uvolni k polyadenylaci 3'-konec. Toto
14 viak i vyjimky. Napf. hnRNA vznikajici transkripei genti koduji-
1y nemé polyadenylacni signal. Takova hnRNA neni polyadenylovi-
1 3-konec je urden, napf. u hnRNA obsahujici prepis histonu 3,
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vlasenka

3'-konec hnRNA, ktery se uvolni
/ Stépenim v tomto misté,
3'

51

Sekvence, k nié se kom-

plementérné vaie UUUCUCGAC
U7- snRNA.
Misto, které ma byt §tépeno,
3' U7-snRNA Je uréeno komplementarni

vazbou U7- snRNA s hnRNA.,
Bez této komplementarni
vazby k jeho $tépeni nedochazi, 5'

Obr, 227
Terminace transkripce u histonové hnRNA

3-0H

CAUUCAUpppG-5

Touto sekvenci se

U1-snRNA péruje

s 3-koncem intronu
v hnRNA.

U1-snRNA jsou soudéasti
SNRNP-éastic, coz jsou
komplexy snRNA a spe-

Smyéky (oka) pFedstavuji
mista, v nichZ nejsou kom-
plementarni sekvence. Dvé

cifickych proteind. Casti- soubéiné useéky predsta-
ce U-snRNP se zuéastiiu- vuji komplementarni sek-
Ji fizeni procesu sestiihu. vence.

Obr. 228

Schéma U1-snRNA jako piiklad sekundarni struktury malych
jadernych RNA

tvorbou vlasenky a rozeznavan U7-snRNA vézajici se k této hnRNA prostied-
nictvim specifickych sekvenci (obr. 227).

MALE RNA SYNTETIZOVANE RNA-POLYMERAZOU II. RNA-poly-
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meraza 1l katalyzuje téZ transkripci téchto malych RNA do primarni struktury
(tab. 24): Ul-snRNA, U2-snRNA, U4-snRNA, US-snRNA, U7-snRNA,
U1l-snRNA a U12-snRNA. V jadérku katalyzuje téz syntézu U3-snRNA (jen
u rostlin), U8-snRNA a U13-snRNA. U3-snRNA Fidi u rostlin posttranskripéni
dpravu pre-tRNA.

Kazda z t&chto RNA se tvori v samostatném primarnim transkriptu obsa-
hujicim prepis jejiho genu. Vzhledem k tomu, Ze mé nékolik navzdjem komple-
mentarnich sekvenci, vytvaii snadno sekundarni strukturu (obr. 228).

Malé RNA (Ul-snRNA, U2-snRNA, U4-snRNA, U5-snRNA a U6-sn-
RNA) jsou souldsti spliceozomu a maji rozhodujici vyznam v fizeni sestiihu
hnRNA. Vyskytuji se pievazné v komplexu s proteiny. Komplexy snRNA s pro-
teiny se oznacuji jako Eastice snRNP. S jejich funkei se seznamite pozdéji.

53.2
Transkripce katalyzovana RNA-polymerazou I

PROMOTOR RNA-POLYMERAZY 1. RNA polymerdza I piepisuje geny
pro 5,85-rRNA, 18S-rRNA a 285-rRNA. Promotor této polymerazy sestava ze
dvou &asti (obr. 230):

4 Zalkladni ast, jejiz soudasti je startovaci nukleotid. Pro transkripei je
nezbytna.
¢ Reguladni &st, kterd mnohondsobng zvySuje ucinnost transkripce.

Na obé dasti se vaze transkripéni faktor UBF neboli faktor vazajici se
proti sméru transkripee, kiery umoziuje vazbu transkripéntho faktoru SL1 na
zdakladni casti promotoru.

Transkripéni faktor SL1 neboli sclektivni transkripéni faktor
predstavuje komplex proteinit, z nichz Jeden je TBP a ostatn{ jsou TAF-faktory
(TAF1, TAF110 a TAF63), které nejsou pribuzné s TAF-faktory komplexu
TFID. Jsou v§ak rozezndvdny RNA-polymerdzou 1.

Promotor RNA-polymerdzy I viak neobsahuje TATA-box. Jak se tedy
miiFe vézat TBP na tento promotor? Odpovéd’ spodivd v tom, Ze pravé proteiny
TAF, které tvofi s TBP komplex SL1, umoZiuji vazbu TBP k promotoru bez
TATA-boxu.

TRANSKRIPCNI JEDNOTKA RIZENA PROMOTOREM RNA-POLY-
MERAZY L Ciisti eukaryotické chromozomové DNA, na nichz jsou lokalizover-
ny geny prepisované do rRNA, se oznaduji zkratkou rDNA. Vyraznou zvlast-
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nosti rDNA je, Ze je tvofena mnohonasobnymi repeticemi dvou transkripénich
jednotek, z nichZ kazd4 je pfepisovana RNA-polymerdzou I do 458 pre-rRNA
(obr. 229). V transkrip&ni jednotce jsou, napf. u Xenopus laevis, sefazeny geny
takto: 18S-rRNA, 5,85-rRNA a 28S-rRNA. Mezi obéma jedrnotkami se nachdzi
dlouhy mezernik obsahujici regulacni oblasti pro transkripci, tj. mezernikovy
promotor, zesilovace transkripce a termindtor. Cely Usek mezerniku od promo-
toru az po terminator se tedy pfepisuje.

PRUBEH TRANSKRIPCE KATALYZOVANE RNA-POLYMERAZOU L.
Zatim jen hypoteticky si lze ptedstavit, jak se transkripce katalyzovand RNA-
polymerdzou I zahajuje (obr. 230). Pfedpoklada se, Ze transkripéni faktor
TIF-1A a TIF-1C vytvoii komplex s RNA-polymerazou I, v némz ji pak aktivu-
je. Tento komplex se pak vdZe na promotor, ktery je pro tuto vazbu pfipraven
transkripénimi faktory SL1 a UBF. Nejdfive se proto podle obr. 230 navdze na
ob¢& Easti promotoru faktor UBF. K transkripci vSak nedochazi, dokud se SL.1
nenavaze na zékladnf ¢&st. Teprve potom je promotor pfipraven k prijeti RNA-
polymerazy I, nebot’ SLI obsahuje TAF-proteiny, které jsou touto RNA- poly-
merdzou specificky rozezndvdny. Vazba RNA-polymerdzy na SL1 pak i umoZni
jeji kontakt s promotorem a zahdjeni transkripce od tohoto promotoru. Viastni
transkripei v8ak uskuteéiiuje RNA-polymeraza Il bez UBF/SL1. Komplex UBF/
/SL1 zlstava v promotoru a je pfipraven k piijeti dalSich molekul RNA-polyme-
razy.

RNA-polymeraza I se viZe téz na mezernikové promotory a pfepisuje
mezernikové sekvence. Av§ak tato transkripce se zastavuje na terminatoru pied
promotorem transkripéni jednotky (obr. 229). Disledkem toho pravdépodobné&
je, ze se RNA-polymerédza I uvede k promotoru transkripéni jednotky a zatne

geny pro rRNA mezernik geny pro rRNA
185 w555 265 SEREE LS EREREE 185 35,855 285 i

E——pre-rRNA———I P - L pre-rRNA—I
transkript
mezerniku
zesilovace transkripce
P = promotor
T = terminétor

mezernik mezi geny pro rRNA
= mezernik mezi skupinami gent (jednotkami repetice)

Toto schéma nepodava informace o velikostech genti a
mezerniku. Zdurazriuje se v ném toliko jejich poradi.

Obr. 229
Transkripéni jednotka RNA-polymerazy | a jeji priméarni transkript
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RNA-polymeraza

+
(inaktivni) (aktivni)
otevieny , Vytvorenim tohoto
tra'a(nskrllpcm ) komplexu zacdina od
omplex g startovaciho nukleotidu

transkripce.

+1  Komplex UBF/SL1
zustava na promotoru
a je pfipraven k prije-
ti dal$i molekuly
RNA-polymerazy I.

zakladni ¢ast

[ regulaéni gast

v‘::i*

[ regulaéni gast

Prijetim faktor UBF
a SL1 je promotor pfi-
praven k vazbé aktiv-
ni RNA-polymerazy.

+1

f regulaéni éast ' zakladni éast ]

+1

I requlacni &ast | zakladni éast _i
+1

Obr. 230
Iniciace transkripce RNA-polymerazou | u savci

zde opét transkripci, jakmile je tento promotor opuitén piedchozi RNA-
polymerazou. To znamend, Ze mezernikové promotory pravdépodobné uvddéji
volné molekuly RNA-polymerdzy I k promotoru transkripéni jednotky, kde tyto
molekuly ziistanou na termindtoru tak dlouho, dokud se promotor transkripcni
jednotky neuprdzdni od piredchozi RNA-polymerdzy 1.

5.3.3
Transkripce katalyzovana RNA-polymerizou I11
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PROMOTOR A TRANSKRIPCNI JEDNOTKA RIZENA RNA-POLYM I~
RAZOU III. Existuji tfi typy promotoru RNA-polymerazy III (obr. 231):

® Promotor L typu neboli promotor 5S-rRNA, ktery #idi transkripcrii
Jjednotku pro 5S-rRNA. K umistdni RNA-polymerdzy III vyZaduje obecné
(bazilni) transkripéni faktory TFIIIA, TFIIB a TFIIC, ptitem faktor TFIITI3
je komplex TBP-proteinu s TAF-faktory. Nejdiive se viak k DNA musi vazat

TFIIA a TFIIC, a teprve na né se navaze TFIIIB, ktery je pak rozpozndvarn
RNA-polymerazou III.

¢ Promotor IL typu neboli promotor tRNA/7SL, ktery Fidi transkripci
transkripcni jednotky pro tRNA a 7SL-snRNA. TSL-snRNA ¥idi translokaci pro-
teind. Na tento promotor se vaZou jen faktory TFIIIB a TFIIIC, pfi¢emz TFIIC®
se mus{ navazat prvni. Faktor TFIIIB je pak rozezndvan RNA-polymerazou I11.

PROMOTOR PROMOTOR PROMOTOR
TYPU | TYPUII TYPU Il

&-o5e

Obr. 231
Transkripce promotori RNA-polymerazy Ill
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% Promotor III. typu neboli prometor U6/7SK, ktery i#idi transkripcni
Jjednotku obsahujici geny pro U6- a 7SK-snRNA. U6-snRNA je soucasti spli-
ceozomu, v ndmy se jako &astice U6-snRNP vyskytuje v komplexu s proteiny.
Neni viak zatim znama funkce 7SK-snRNA. Promotor HI typu se podobd
promotoru RNA-polymerdzy IT'v tom, Ze obsahuje T4 TA-box, na ktery se pFimo
vage TFIIB.

Z tohoto piehledu je ziejmé, Ze RNA-polymerdza IIl je rozezndvana
transkripénim faktorem TFIHB, ktery ji umistuje prostfednictvim TBP-proteinu
jako slozky faktoru TFIIIB na promotor. U promotoru II1. typu TFIIB interagu-
je piimo s DNA, kdezto u promotort L. a II. typu se musi nejdiive navézat na
jiné transkripéni faktory, které umozni jeho vazbu na promotor.

Transkrip&ni jednotky, které jsou Fzeny uvedenymi tfemi typy promotort
(U6/7SK, tRNA/7SL, 5S-rRNA), konéi sekvenci T T T T. Takové zakonéeni
neni u transkripnich jednotek fizenych promotory RNA-polymerazy [ a I1.

PRUBEH TRANSKRIPCE KATALYZOVANE RNA-POLYMERAZOU
1L U transkripéni jednotky 5S-rRNA zadind tato transkripce tim, Ze se na
vnitini reguladni &ast promotoru vaze dvéma zinkovymi prsty (str. 117) nejdfive
transkrip&ni faktor TFUIA. Komplex DNA s timto faktorem je pak rozezniavan
transkripnimi faktory TFIIIC a TFIIB za postupné tvorby dvou stabilnich
komplexti I a 1l. Vazebnou funkci vzhledem k DNA (box A) ma TBP, ktery
jako soudast transkrip&niho faktoru TFIIB se vaZe k tomuto boxu neobsahujici-
mu Hognesstiv box. To je umoZnéno sdruzenim TBP s faktory TAF,170 a
TAF,70. Komplex 11 je pak specificky rozeznavan RNA-polymerazou I, Za
vyuzivani volnych ribonukleozidtrifosfatii pak zaéne transkripce za tvorby
5S-rRNA (obr. 232).

Komplex 11 maze zistat stabilni ngkolik tydnt a uvddét vidy novou
molekulu RNA-polymerazy 11l na gen pro 5S-rRNA. Po prob&hnuti transkripce
ziistane stabilni komplex II pevné vazan na vnitfni regula&nf East a nova mole-
kula RNA-polymerdzy 11l jej miZe znovu rozeznat a vytvofit novy transkript.
Stabilita transkripcéniho komplexu je vieobecnym znakem transkripénich jedno-
tek, které jsou prepisovdny RNA-polymerdzou HI. Stabilni transkripcni komple-
xy umoziuji (vorbu mnoha transkripti z jednoho genu. Nevyjasnéna je vak
otdzka, jak se stabilni komplex z genu nakonec uvolni.

Podobnym zpiisobem probihé za idasti faktord TFIIIB a TFIIIC transk-
ripee transkripdni jednotky obsahujici geny pro tRNA.

SHRNUTi FUNKCE TBP. Zrekapitulujme si nyni podle obr. 233 poznat-
ky o funkci faktoru TBP, které jsme uvedli v kapitolach 5.3.1,5.3.225.3.3.




368 5 STRUKTURA, REPLIKACE A EXPRESE EUKAR YOTICKEHO GENOMTUS

Gen pro 5S-rRNA

TFillA
. A ] TTTT
ﬁm stabitni komplex i
> . ITTT
ITTT

(i A TRUC B aktivni komplex
G

ribonukleotidy

transkripce

'Y_‘ RNA-polyimeraza lll
C A | gl C TTTT
55-TRNA— i
Obr. 232

Transkripce RNA-polymerazou Hi
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RNA-polymeraza | RNA-polymeraza Ili

RNA-polymeraza ll

' SL1

viz

v obr. 225 obr. 224b viz
viz obr. 230 obr. 231 obr. 232
Obr. 233
Schematické shrnuti funkce TBP
534
Transkripce mitochondriového a chloroplastového
genoforu

TRANSKRIPCE SAVCI mtDNA. Na mtDNA savci jsou tfi transkripni
jednotky (obr. 234):

*® Dvé piekryvajici se transkripéni jednotky na H-fetézci, z nichZ jedna je
fizena promotorem P, ktera kondi za genem pro 16S-rRNA, a druhd promoto-
rem P, zahrnujici cely H-fetézec.

¢ Jedna transkrip&ni jednotka fizend promotorem P, na fetézci L a zahr-

nujici cely tento fetézec.
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Transkripéni jednotky jsou P1 P3 Pa
vyjadreny tuénymi obrysy / /

kruznice.

H-fetézec
+—L-Fetézec

Fa P'z( Jsou promotory

transkripénich jednotek na L )

tézkem refézci 4 P3na Fetézci lehkém.  Smer transkripce je vyjadren Sipkami.
Na mapé jsou uvedeny jen nékteré

geny.

Obr. 234
Transkripéni jednotky a transkripce savéi mtDNA

Pfepisem téchto transkripénich jednotek se vytvori tfi molekuly primdar-
nich transkriptd, které podi€haji posttranskrip&ni apravé. Touto Upravou sc¢
vytvofi mRNA, funk&ni molekuly tRNA a rRNA (str. 393, obr. 252).

TRANSKRIPCE ctDNA. Promotory transkripénich jednotek obsahujicich
strukturni geny, které jsou lokalizovany na chloroplastovém genoforu, maji stej-
nou nebo velmi podobnou strukturu jako bakterialn{ promotory. Od nich se
viak strukturalng 1isi promotory transkripénich jednotek obsahujicich geny pro
tRNA. O mechanizmu transkripce chloroplastového genoforu, probihajiciho asi
podobné jako u prokaryot, je viak dosud malo ucelenych informaci,
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5.4
POSTTRANSKRIPCNI UPRAVY

V predchozi Casti bylo vyloZeno, jak se tvofi v jadie eukaryotické butiky
(rostlinné i Zivo€isné) primarni transkripty:

A2 hnRNA,
¢ pre-tRNA,
% pre-tRNA,

¢ a také primarni transkripty vznikajici p¥episem mitochondriového a chlo-
roplastového genoforu.

Prvni ti primérni transkripty piedstavuji pomé&rné velké molekuly, které
musi byt upraveny do menSich molekul, aby mohly byt transportovany z jadra
do cytoplazmy, kde pak plnf svou biologickou funkei. Celkové lze Fici, Ze mole-
kuly hnRNA se upravuji do mRNA, pre-rRNA do ¥rRNA a pre-tRNA do tRNA.

Zatim znamé a nejvyznamnéjSi posttranskripéni upravy primarnich
transkriptil v eukaryotickych burtikach jsou:

modifikace hnRNA,

4 sestiih hnRNA,
L4 posttranskripéni Gipravy pre-rRINA a pre-tRNA,
¢ posttranskripéni Opravy primarnich transkript v mitochondriich.

54.1
Modifikace hnRNA

Po transkripci se hnRNA modifikuje. Za modifikaci hnRINA budeme
povazovat fyzikdlni nebo chemické zmény, kieré na ni probéhnou po transkripci
(kromé sestrihu), aniz ovlivai jeji primdrni strukturu, a tedy i genetickou infor-
maci v ni obsazenou. Jsou to predev§im (obr. 235):

4 tvorba komplext hnRNA s proteiny,
¢ Uprava 5'-konce hnRNA tzv. &epickou,

® polyadenylace 3'-konce hnRNA.

Jestlize haRNA obsahuje prepisy intrond, pak podléha je$té ipravé se-
stiihem. Ale tato {iprava uZz ovliviluje primarn{ strukturu hnRNA, neméni v3ak
genetickou informaci obsazenou v exonech.
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. Obr. 235
Schematicky pohled na posttranskripéni dpravy hnRNA

TVORBA hnRNP-KOMPLEXU. B&hem transkripce se hnRNA v bung
ném jadie spojuje jednak s hnRNP- proteiny a jednak s &asticemi snRNP a tvo
s nimi komplexy nazyvané hnRNP-komplexy. Proteiny, které se specifick
vdZou na hnRNA, se oznacyji jako hnRNP-proteiny. Na druhé strang protein;
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které se specificky viZou k malym jadernym RNA, se oznacuji jako snRNP-
proteiny a komplexy snRNP-proteinii se snRNA jako snRNP-Eastice. Vazbou
t&chto astic na introny hnRNA se vytvoii organizovany komplex, ktery se
oznaduje jako spliceozom. Cdstice snRNP Fidi ve spliceozomu proces sestFihu.
Jak je zFejmé z obr. 235, je struktura téchto komplex(i velmi dynamicka. Jejich
slozeni se béhem prechodu medidtorové RNA z jddra do cytoplazmy radikdlné
méni. V jadie se mRNA vyskytuje je§té v komplexu se viemi hnRNP-proteiny,
zatimco v cytoplazmé zlstava jen East t&chto proteinii na ni doCasné vazana.
Tyto proteiny se brzy z mRNA uvoln{ a pfechdzej{ opét do jadra neboli pendluji
mezi jadrem a cytoplazmou. Jsou viak nakonec nahrazeny mRNP-proteiny (viz
dale).

Je zatim nesnadné fFici, jaka je funkce hnRNP-proteinii v uvedenych
komplexech. Vieobecné se mé za to, Ze ovlivituji konformaci hnRNA a umoz-
fiuji nebo brzdi interakce sekvenci hnRNA s jinymi slozkami jadra, které jsou
potiebné pti Gpravach hnRNA. Pedpokladd se, Ze jejich zakladni funkce
spodiva v tom, Ze uvddéji hnRNA do stavu pristupného k postiranskripénim
dpravam. Uplatiiujf se pravd@podobné téZ pii transportu mRNA do cytoplazmy.
V cytoplazmé je pak mRNA v komplexu s mRNP-proteiny, které se pravdépo-
dobné& z&astiiuji regulace translace.

UPRAVA 5-KONCE CEPICKOU. Struktura, kterou se posttranskripéni-
mi tpravami modifikuje 5'-konec hnRNA, se oznaluje jako &epitka a vyjadiu-
je se zkratkou m’G (obr. 236): V této strukture se koncovy 7-metylguanozin
véZe pres tfi fosfatové skupiny ve sméru 5' - 5' (nikoli 5' - 3") k mRNA. Me-
tylaci guanozinu a bazi N, a N, vznikaji tii typy struktur Eepicky, a to:

¢ typ 0, tj. m’G 5'ppp5'N,pN,p, tj. metylace jen G,

¢ typ 1, tj. m’G 5'ppp5'NmpN,p, tj. metylace GaN,,

¢ typ 2, tj. m’G 5'ppp5'N,mpN,mp, tj. metylace G, N, aN,,

kde m = metylové skupina, G = guanozin, N, a N, = purinovy nebo pyrimidi-
novy nukleozid, p = fosfat.

Skupina m’G se vyskytuje jak na 5'-konci hnRNA, tak i na 5'-konci cytop-
lazmatické mRNA. Vyznam modifikace 5'-konce hnRNA €epickou m’G spodiva
v tom, e se na ni vdZou CBP-proteiny zucastiujict se iniciace translace.

POLYADENYLACE 3'-KONCE. HnRNA obsahuje na 3'-konci poly (A)-
konec, co? je poly(A)-sekvence dlouhd 50 - 250 nukleotidi. Tato sekvence
vzniké polyadenylaci zbytkd kys. adenylové jako monomernich jednotek a je
katalyzovéna poly(A)-polymerizou. Probihd v téchto krocich (obr. 237y
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kde Gppp = GTP; reakce je katalyzovéana guanyltransferazou

Obr. 236
Strukturni vzorec &epicky

1. Sestaveni komplexu. Pred St€penim hnRNA vytvo¥i alespoti 5 molc-
kul proteinii komplex s hnRNA. Mezi proteiny je faktor rozeznavajici sekvenc i
AAUAAA a poly(A)-polymeréza.

2. §tépem’. HnRNA se §t&pi blizko polyadenylagniho signalu. Cast PO
smé&ru transkripce se pak rychle odboura. Cast proti sméru transkripce zdstane.

3. Inicialni faze polyadenylace. K &ésti proti sméru transkripce se
postupné priddvé az 10 zbytki kys. adenylové, co? je katalyzovéno poly- (A)-
polymerazou, kterd je spojena s rozpoznavacim faktorem vazanym k polyadeny -
la€nimu signalu.

4. Elongaéni fize polyadenylace. Po deseti pfidanych zbytcich kys.
adenylové se rozpoznavaci faktor mize z piepisu polyadenylagniho signdlur
uvolnit. Dale pak uZ je prodluzovani poly (A)-konce nezavislé na prepisu signi-
lu. Rozpoznavaci faktor viak mize byt i nadéle v kontaktu s poly(A)-polymeri -
zou.

5. Terminace. Po pridan{ asi 250 zbytkd kys. adenylové se rozpoznavaci

faktor uvolni a miiZe se vazat na piepis polyadenylagniho signélu dalsi moleky-
ly hnRNA. -
Jakou ma funkci poly(A)-konec, neni zatim znmo. Usuzuje se, ze m4
pfedeviim vyznam pti transportu mRNA z Jadra do cytoplazmy. Existuji viak
také dikazy, Ze se podili na stabilizaci mRNA v cytoplazmé tim, Ze zamezuje
Jjeji odbouravéni z 3'-konce.
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Schéma polyadenylace 3'-konce hnRNA ‘

5.4.2
Sestrih hnRNA

STRUKTURA INTRONU. Diivod pro sestfih hnRNA spocivd v tom, Ze
hnRNA je priméarnim transkriptem obsahujicim pfepisy intrond a exoni sloZe-
nych strukturnich gend. Prepisy intrond se vyznaduji uréitymi sekvencemi, na
které se vazou snRNP-&astice tidici cely proces sestfihu. Pfitom rozhodujici pro
to, aby sestiih viibec mohl zadit, je priméarni struktura intrond v jejich pfepi-
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sech do hnRNA. Proto je nutno se nejdfive s touto strukturou seznamit. Plati
pro ni pravidlo GU-AG, podle kterého se na 5'-konci pfepisu intronu v hnRNA
nachdzi dinukleotid GU a na 3'-konci dinukleotid AG. Spojeni v hnRNA mezi
3'-koncem exonu a 5'-koncem intronu se nazyvd 5'-misto sestiihu a podobn&
spojeni mezi 3'-koncem intronu v hnRNA a 5'-koncem exonu se nazyvd 3'-misto
sestfihu. Obé mista jsou charakteristickd urgitymi sekvencemi rozeznavanymi
Casticemi Ul-snRNP na 5-mist® sestijhu a U5-snRNP na 3'-misté sestiihu,
Mezi ob&€ma sekvencemi se blizko 3'-konce intronu vyskytuje sekvence, kterd je
rozezndvdna ddstici U2-snRNP. Uvnitt této sekvence se nachazi misto vétveni,
které tvori obvykle nukleotid A poskytujici pFi vzniku lasovité RNA skupinu
2"-OH pro 2',5"-fosfodliesterovou vazbu (obr. 238).

TRANSESTERIFIKACE. Zakladem sestihu je chemicka reakce oznaco-
vana jako transesterifikace. Rozumi se tim preména jednoho Josfatového esteru
v jiny, kterd probihd bez hydrolyzy a za nepritomnosti ATP nebo GTP. JelikoZ
fosfatovy ester se preméfiuje ptmo, zistava encrgie fosfodiesterové vazby
zachovéna. To také vysvétluje, proé¢ neni nutna energie uvoliiujici se hydroly-
zou ATP nebo GTP. Vyitépeni intronu a spojeni exond v hnRNA probihd ve
dvou krocich, které predstavuji jeden transesterifika&ni cyklus. Jsou to (obr.
239, 240):

1. Prvni transesterifikace. Piedstavuje prenos OH-skupiny z intronu na
exon. Fosfodiesterova vazba mezi exonem 1 a intronem se §tépi nukleofilnim
piisobenim skupiny 2'-OH nukleotidu A (misto v€tveni). Soudasné se 5'-konec
intronu spoji s nukleotidem A za tvorby 2!, 5'-fosfodiesterové vazby. Vysled-
kem této reakee jsou dv& intermediarni molekuly RNA: exon 1 a lasovitd in-
tronexonova RNA sestdvajici z prepisu intronu uzavirgjiciho se kovalenmé ve
tvaru smycky prostiednictvim 2',5'-fosfodiesterové vazby obvykle s nukleotident
A4 a od tohoto nukleotidu (mista vétveni) Jje tvofena linedrnim fetézcem obsa-
hujicim prepis ¢dsti intronu a prepis celého exonu 2.

2. Druh4 transesterifikace. Predstavuje prenos OH-skupiny z exonu ner
intron. 3'-misto sestithu se §t&pi skupinou 3'-OH exonu 1 a oba exony se spoji
do vysledné mRNA a lasovité intronové RNA, kterd obsahuje jen prepis intro-
Hu.

PRUBEH SESTRIHU. Cely proces sestiihu probihd zhruba v téchto fi-
zich (obr, 241);

1. Rozezndni 5'-mista sestfihu a mista vétveni. D¥ive nez zagne probi-
hat vlastnf proces sesttihu a tedy i transesterifikace, musi byt presn& rozeznéna

sekvence kolem mist, ve kterych sesttih bude probihat, coZ se uskutediiuje asti-
cemi (obr. 242):
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R = purinovy nukleotid Nukleotid poskytujici
Y = pyrimidinovy nukleotid skupinu 2-OH.
N = jakykoliv nukleotid
é= AneboC pyrimidinovy tsek
Oblast bohaté na pyrimidinové nukleotidy.

Sekvence a nukleotidy zakreslené do $edého ramecku
jsou vysoce konzervativni (etnost 100 %).
Ostatni sekvence se vyskytuji v éetnosti 70 - 95 %. )
Sekvence uvedené pod schématem infronu a exonu jsou sekvence, které

byly zjistény u savca.

Obr. 238
Schéma struktury intronu v hnRNA
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Druha transesterifikace
(druhy prenos OH-skupiny).
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Obr. 239
Schéma transesterifikace pfi sestfihu hnRNA
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Obr. 240
Reakce transesterifikace
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Obr. 241
Globalni pohled na zakladni déje zahrnuté do monomolekularniho
sestfihu

¢ Ul-suRNP, kterd rozezndvd sekvenci kolem 5'-mista sestFihu;

¢ U2-snRNP, kterd rozezndva sekvenci kolem mista vétvent.

Rozpoznavéni sekvence kolem 5'-mista sestfihu a mista vétveni probiha
tak, Ze se k sekvenci u 5-mista sestfihu komplementarné vaze Ul-snRNP
prostfednictvim Ul-snRNA a k sekvenci u mista v&tveni U2-snRNP prostted-
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U1+ i U2-8nRNA [sou

komponenty éastic
U2-snRNA Ut-a U2-snRNP,
Jsou tedy v komple-
xu s proteiny, které
se uplatitujf kataly-
ticky pii sestlihu
a pinl téZ strukturdint
funkei.

U1-snRNA )

3!

m7G

Véechny uvedené (u savell)

sekvence nukleotidg . . . .
Jsou vysoce konzervativni u S. cerevisiae a vyskytujf se 163 u jinych organizmi

S vyjimkou trypanozom.
S. cerevisiae nema pyrimidinovy dsek.

Obr, 242
Rozeznavani 5'-mista sest¥ihu a mista vétveni
malymi jadernymi U1-snRNA a U2-snRNA

intron

nictvim U2-snRNA (obr. 242). U saveir probihd tento rozpozndvaci proces nd
pyrimidinovém dseku, k némus se vase U2-snRNA prostiednictvim proteinu
U24F.

Produkt interakce Ul-snRNP s InRN4, ktery je podminén parovdnim
Ul-snRNA se sekvenci u 5"-konce sestfihu, se oznacuje jako vstupni komplex
nebo téZ zkracend jako CC-komplex. Komplex sloZeny z lnRNA, Ul-snRNP u
U2-snRNP se oznacuje Jako A-komplex (obr. 241),

Aviak vazba U2-snRNP k mistu vétveni ptedpokidda, Ze se jiz pred tim
na 5-misto sestfihu navézala Ul-snRNP. Pak teprve se vaze k mistu vétveni
U2-snRNP, co? je Fizeno proteiny PRPS a PRP9 (obr. 241),

2. Tvorba komplexu U4-U6-US-snRNP. Je 1o komplex, jehoz slozkami
Jsou Cdstice U4-snRNP, U6-snRNP a U5-snRNP. Tyto &stice se vyskytuji
samostatné jen kratkodobg. Velmi rychle se sparuji nejdiive za tvorby komple-
xu U4-U6-snRNP (obr. 243), k némuz se pFipoji &éstice U5-snRNP za tvorby
vysledného komplexu U4-U6-U5-snRNP, jak Jje to zfejmé z obr. 241, Tvorba
té€chto komplexi se dgje za ugasti proteini PRP3, 4, 6 a 8.

Komplex U4-U6-U5-snRNP a soudasné s nim A-komplex jsou vychozimi
produkty pro tvorbu spliceozomu. A-komplex je velmi stabilni, ) savel je jeho
stabilita zpisobena p¥itomnost pomocného faktoru U2AF, ktery umoiriuje
vazbu U2-snRNA k pyrimidinovému iseky (kvasinky tento dsek nemai),

3. Tvorba spliceozomu. Spliceozom (&ti jak se to pise) je organizovany
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Obr. 243

Parovani U4-snRNA s U6-snRNA v komplexu U4-U6-snRNP

komplex katalyzujici transesterifikaci pFi sestFihu hnRNA. Spliceozom ma &tyfi
formy, a to B1, B2, C1 a C2, které se postupné tvofi v pravé napsaném potadi.
MilZzeme je téZ oznalovat jako Bl-spliceozom, B2-spliceozom, C1-spliceozom
a C2-spliceozom (obr. 241).

Bl-spliceozom se vytvoFi spojenim U4-UG-US5S-snRNP s A-komplexem.
Sestaveni tohoto komplexu se déje za udasti proteinu PRP28. V Bl-spliceozo-
mu je od 5'-mista sestfihu odd&lena Ul-snRNA. U5-snRNA obsadi ob& mista
sestfihu, coz vede k tvorbé B2-spliceozomu, v némz (obr. 244):

¢ Mezi U4- a U6-snRNA se vmezeri Ul-snRNA. U5-snRNA se oddéli od
U6-snRNA a sparuje se jednak s 3'-koncem exonu 1 a jednak s 5-koncem
exonu 2. Tim se uvede 5'- a 3"-misto sestfihu do té€sného kontaktu.

¢ U2-snRNA ziistava sparovana se sekvenci kolem mista vétveni.

¢ U6-snRNA je komplementarné sparovdna s U2-snRNA.

Témito reakcemi se plvodni U4-U6-US5-snRNP-komplex pieskupi do
komplexu U4-U1-U6-U5-snRNP, v némZ U6-snRNA interaguje s U2-snRNA
parujici se se sekvenci kolem mista vétveni. Vysledkem t&chto dé&ja, probi-
hajicich za ucasti proteinu PRP2, je Cl-spliceozom, ktery je jiz katalyticky
aktivni a uskutecni se v ném prvni krok transesterifikace, tj. $t€peni v 5'-misté
sestfihu za uvolnéni exonu 1 a vytvofeni lasovité intronexonové RNA. Druhy
krok tramsesterifikace probihd v C2-spliceozomu, jehoZ katalyticka aktivita
vyZaduje pfitomnost proteinii PRP16, 17, 18 a 29. V druhém kroku dochézi ke
spojeni exonu 1 a 2 za uvolnéni lasovité intronové RNA.

Dal&i kroky jsou ziejmé z obr. 241,

Uvedeny model sestfihu byl experimentalné prokézin. Spliceozomy
existuji. Jsou pozorovatelné i elekronovym mikroskopem jako elipsoidni dasti-
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Obr. 244
Interakce mezi U2-, U5-, U6-snRNA a hnRNA v B2-spliceozomu

ce, jejichZ sedimentadni koeficient je pfiblizng 60S. Povazuji se za dynamické
organely, jez svou sloZitosti se bliZi ribozomtm. Jakmile spini svou funkei,
rozpadaji se na jednotlivé &astice Ul-, U2-, U4-, U5- a U6-snRNP, pfi¢emz U4-
a U6-snRNP se brzy spéruji.

PRP-PROTEINY. Procesu sestiihu se ziastiiuje asi 100 proteinfi. Pati{
mezi né€ proteiny, které se oznaduji jako proteiny wupravujici prekurzorovou
RNA neboli zkracené PRP-proteiny. Byly jiz popsany u Saccharomyces cere-
visige. N&které se uplatiiuji pti vazb& snRNP-g4stic k DNA nebo maji helikdzo-
vou funkei, napf. pfi pfeskupeni U4-, U6-, a Ul-snRNA nebo pfi jejich
uvolnéni z rozpozndvanych sekvenci. TéZ u savel byly podobné proteiny
zjistény.

BIMOLEKULARNI SESTRIH. Sestiih, ktery jsme popsali, je vyloZend
monomolekularni. Tak se oznaduje sest#ih, ktery probihd na stejné molekule
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primdraiho transkriptu. Mediatorova RNA pii tomto sestiihu je vysledkem
spojeni exontl, které se nachézeji na stejné molekule primarniho transkriptu.
Existuje téZ sestiih bimolekuldrni, ktery probthd na dvou riiznych molekuldch
primdrntho transkripty, takse mRNA je zde vysledkem spojeni exoni, které se
nachdzeji na dvou riznych molekuldch primdrniho transkriptu. Kazdy z téchto
primarnich transkriptii se tyka jiné transkrip&ni jednotky. Tento zpiisob sestiihu
se jevi spiSe vyjime&ny neZ obecné rozéifeny. Byl zjiitén u trypanozom a nema-
tod. U trypanozom bylo zjist€no (obr. 245), Ze substraty tohoto sestiihu jsou
dvé molekuly hnRNA, z nichZ jedna nese piepis exonu vedouci sekvence SL a
druh4 piepis exonu kodujiciho primarni strukturu povrchového antigenu VSG.
Vedouci sekvence je dlouhd 39 nukleotidi a je opatifena modifikovanou depid-
kou. M4 funkei exonu, i kdyZ nekoduje primarni strukturu proteinu VSG, ale
zachovdva se po sestiihu v mRNA. Oznaduje se proto jako SL-exon. Za SL-exo-
nem nasleduje tsek o délce 100 nukleotidd, ktery Ize oznagit jako soudast intro-
nu, jelikoZ se po sestrihu v mRNA nezachovdvd.

7 obr. 245 je zfejmé, Ze pii sestiihu se vyitépi introny a spoji se vazbami
2'5' a 35" jako u monomolekularniho sestéihu a vytvoii misto lasovité RNA
tzv. vétvenou RNA, jelikoZ exony a introny nejsou na stejné molekule RNA.
Mechanizmus tohoto sestiihu neni viak pln& objasnén. Zcela urdité se ho
zhdastiiuji U2-snRNP, U4-snRNP, U6-snRNP. U2-snRNP rozeznava misto
vétveni a paruje se s ¢asti SL-exonu, coZ je nahradou za rozezndvani 5'-konce
intronu.

ALTERNATIVNI SESTRIH. Alternativni sestiih je obecné popséan na str.
142, obr. 114. Bylo zjisténo, Ze se d&je na téchto typech hnRNA (obr. 246):.

1. HnRNA, kieré obsahuji jeden potencidini exon (mezi dvéma konstitu-
tivaimi) s jednim 5'- a s jednim 3mistem sestrihu a Zddné introny. Piikladem je
alternativni sesttih hnRNA obsahujici pfepis genu kédujiciho ribozomovy
protein RLP32 u kvasinek. Sestiihem intronu v hnRNA pro tento protein se
uskuteiiuje regulace jeho syntézy. Protein je funkéné aktivni, neobsahuje-li
piislusny potencidlni exon. Za nadbytku proteinu RLP32 je sestfih tohoto exonu
inhibovan, tak¥e se zastavi tvorba funk&niho RLP32. K sestihu dochazi za
nedostatku RLP32.

2. HnRNA obsahujici jeden potencidlni exon s jednim 5'-mistem sestiihu
a vice 3-misty. Piikladem je alternativni sestiih hnRNA obsahujici pfepis genu
kodujictho fibronektin krysy, ktery ma t¥i 3'-mista sestiihu.

3. HnRNA obsahujici jeden i vice potencidlnich exonti s jednim 3'-mis-
tem sestihu a vice 5'-misty. P¥kladem je hnRNA obsahujici pfepis genu trans-
former (tra) u Drosophila melanogaster.

4. HnRNA obsahujici jeden preskakovany potencidlni exon. Piikladem je
hnRNA obsahujici p¥epis genu pro lidsky fibronektin.
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Obr. 245 !
Schéma bimolekularniho sestfihy u trypanozom ‘

3. HnRNA obsahujici vice Dbfeskakovanych potencidlnich exonii Prikla-

dem je hnRNA obsahujici prepis genu kédujiciho tyrozinproteinfosfatizu
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; Obr. 246
' Zpusoby alternativniho sestfihu hnRNA
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(protein CD45) v lymfocytech (str. 556, 366). CD45 ma tfi potencialni exony,
které se vy§tépuji v T-lymfocytech, kdezto v B-lymfocytech se zachovévaji .

6. HnRNA, kterd obsahuje navzdjem se vylucujici potencidlni exony.
Prikladem je alternativni sestfih hnRNA obsahujici exony genu kédujiciho
izoformy a-ropomyozinu hladkého a pruhovaného svalu. V hladkém nebo
pruhovaném svalu se dva exony navzdjem vylucuji (vzdy jen jeden exon je
pritomen a je jednim z faktord uréujicich typ svalu).

SESTRIH KOMBINACNICH EXONU. Existuji potencialni exony, které
tvofi ve sloZzeném genu skupiny, v rAmci kterych se v zavislosti na ontogene- A
tickém vyvoji organizmu z hnRNA vyStépuji ve vech moznych kombinacich. :

Je-li n pocer potencidlnich exonit v uréitém genu, z nich? kazdy miiZe byt
zaclenén do mRNA v libovolné kombinaci s Jinym nebo s jinymi, pak existuje
MOZROSt tvorby 2" mRNA z huRNA 10hoto genu. Exony, které se mohou takto pii
sestfihu volné kombinovat, se oznatuji jako kombina&ni exony.

Velmi ndzornym prikladem sestfihu kombinagnich exont je hnRNA genu
kédujiciho troponin T kosterniho svalu (obr. 247). HnRNA tohoto genu obsahu-
je pét kombina&nich exonii, které se vyStépuji do mRNA v 2° tj. 32 kombi-
nacich. Kazdy kombina&ni exon ma délku 12 a3 18 nukleotidil.

Alternativni sest¥ih je jednim z faktord, které uruji produkei riiznych

proteinovych izoforem kdédovanych stejnvm genem pfi diferenciaci tkani.

SESTRIH hnRNA U PREKRYVAJICICH SE TRANSKRIPCNICH JED-
NOTEK. Sestfih molekul hnRNA vzniklych transkripei prekryvajicich se trans-
krip&nich jednotek mtize byt alternativni nebo konstitutivni, K alternativnimu
sestfihu napf. dochazi, jestlize (obr. 248):

¢ Molekuly hnRNA jsou vysledkem transkripce transkrip&nich jednotek
zacingjicich stefruymi startovacimi nukleotidy a konéicich pri rizznych polyade-
mylacnich signdlech. Prikladem je hnRNA s pfepisem genu pro kalcitonin a
produkt podobny kalcitoninu (CGRP).

A4 Molekuly hnRNA jsou vysledkem transkripce transkrip&nich jednotek
zacingjicich riznymi startovacimi nukleotidy a koncicimi Pri stejnyeh polyade-
nylacnich signdlech. Je to napf. hnRNA obsahujici prepis genu pro a-amylazu
u mysi,

Konstitutivni sestFih je znim napi. v PFipadé, kdy molekuly hnRNA Jsou
vwsledkem transkripce transkripénich Jednotek zacingjicich riznymi startovaci-
mi nukleotidy a kondicimi pFi ricnych polvadenylacnich signdlech. Ptikladem
toho jsou piekryvajici se transkripéni Jednotky obsahujici gen, ktery kéduje
dihydrofolatreduktazu u mysi. Odkazujeme na str. 148, obr. 120.




5 4 POSTTRANSKRIPCNf UPRAVY

hnRNA
123456789 1011121314 15 1617 18
F 4 i _..E}___H 7 P I l

exony exony exony
Vystépuji se do mRNA

konstitutivni kombinaéni kostituivi T
v téchto kombinacich:

vzajemné se vylucujici
exony
Molekuly mRNA

s kombinacemi kombinaénich exoni::

1
~
:

&
it
3
1
~
30000 CoI™

o
LT
o

1
)
NN
vooce 3

b akn
[ ]
1
o

E-N
1
¢
ooo

9 1011121314 151617 18

e

-
nN
(24
QIHU’H‘JIU'I
)

E-9
1
G’)?O‘)O’

ap P
&
ENERERER PRI RS PN

Celkem se vytvori 32 molekul
mRNA, které se li§i v ¢asti k6~
dované kombinacnimi exony.
Tyto kombinace jsou vsak ve
vazbé vidy s jednim z dvojice
vzdjemné se vyluéujicich exond.
Proto celkové je moznych 64
molekul mRNA lisicich se

v primérni struktufe. KaZzdé z nich
se pieklddé do jedné izoformy
troponinu T.

Obr. 247
Sestiith kombinaénich exon hnRNA obsahujici
prepis genu kédujiciho troponin T

387




388 5 STRUKTURA, REPLIKACE A EXPRESE EUKARYOTICKEHO GENOMU

Transkripéni jednotky nesouci gen pro kalcitonin

mRNA vznikld naznadenym
sestfihem se pFeklada

do primarni struktury kalcitoninu
v buiikédch $titné Zlazy.

MRNA vznikla naznadenym sestfi-
hem se v neuronech preklada do
primérni struktury CGRP (produkt
podobny kalcitoninu).

Transkrip&ni jednotky nesouci gen pro  Of- amylazu u mysf
+1

mRNA vznikia naznade-
nym sestfihem se preklada

do primérni struktury
aifa - amylazy.

EZZZ = potencilni exon,
EEEBE = konstitutivni exon,

+1 = startovaci nukleotid,
T = poly(A).
Obr. 248

Pfiklady alternativniho sestfihu molekul hnRNA vzniklych
transkripci pFekryvajicic‘h se transkripénich jednotek

54.3
Posttranskripéni tipravy pre-rRNA a pre-tRNA

POSTTRANSKRIPEN] UPRAVA PRE-
sy gen pro 18S-, 5,8S-
jadérka, v némz probiha t

rRNA. Pre-TRNA obsahuje piepi-
a ?SS-rRNA. Tyto geny jsou lokalizovany v DNA
€Z jejich transkripce do pre-rRNA. Jejich sedimentad-
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ni koeficient je 455 u mysi a 40S u Xenopus laevis. Béhem postranskrip&nich
{prav jsou Z pre-TRNA vyStépeny 18S-rRNA, 5,85-rRNA a 285-rRNA a po-
stupng odbourdny viechny mezerniky, proximaini a distaln{ Cast (obr. 249).

Prepisy genti v pre-rfRNA obsahuji téZ introny a exony, které podléhaji
sestithu. Introny jsou z pre-rRNA vyStépovany, ale exony na rozdil od exonil
sachovavanych v mRNA po sestfihu hnRNA, se pFi sestfihu pre-rRNA nespo-
jujii. 'V ribozomech pak puisobi jako nespojené RNA, které jsou navzajem drZe-
ny prostf‘ednictvim ribozomovych proteinti. Sestfih probiha za Gdasti Céstic
snRNP. Nékteré jsou vylutné jadérkové, coz je pfedeviim U3-snoRNP obsa-
hujici protein nazyvany fibrilarin.

B&hem transkripce a posttranskripénich tprav vehazi pre-rRNA do kom-
plexu s celou tadou specifickych proteinii, z nichz vétsina je ribozomova a
stavé se funkéni slozkou kone&ného ribozomu. Nékteré proteiny se spojuji s ri-
bozomovou RNA, aniZ se stavaji slozkami ribozoma. Plni vSak n&jaké dilezité
funkce pii transportu ribozomovych &astic.

Béhem posttranskripénich tprav dochézi téZ k modifikaci pre-rRNA, kte-
rd spodiva v metylaci nukleotidi, predeviim v &asti pfepisované do 18S-rRNA a
28S-rRNA.Vyznam této modifikace neni znamy.

§S-rRNA. 5S-rRNA je primérn{ transkript transkripéni jednotky obsa-
hujici gen pro 5S-rRNA. Geny pro 5S8-rRNA jsou lokalizovany v jadie, v némz
se vyskytuji v mnoha repeticich. Cetnost repetice miZe byt az 25 000.

pre-rRNA

Sipkami je naznaceno, kde pro-
bihé $tépeni ptisobenim endo-
nukledz.

B - piepisy genti pro rRNA, T T

= pfepsané mezerniky,

g . = proximaini &ast pre-rRNA,

— 3 = distalni ast pre-rRNA. 565 |

18S-rRNA, 5,85-rRNA a 28S-rRNA jsou pak vyuZity ke stavbé ribozomdl.

Obr. 249
Posttranskripéni Gprava pre-rRNA
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POSTTRANSKRIPCNI UPRAVA PRE-tRNA. Nékteré jaderné geny pro
tRNA u kvasinek, rostlin a savcli obsahuji introny. Pre-tRNA vznikajici transk-
ripef transkripEnich jednotek obsahujici tyto geny nemd sekvence pro mista
sestFihu. Jeji sestiih probihd za Giasti dvou enzymi:

¢ endonukleazy, ktera $t&pi ob& mista sestiihu za vzniku 2',3-cyklického
fosfatu a 5'-OH-konce;

¢  RNA-ligazy.
U kvasinek a vy33ich rostlin probihé sestiih pre-tRNA podle obr. 250:

L. Nejdiive se vytvoii endonukledzou zlom mezi exonem a intronem na
obou koncich intronu, pfigem? exon 1 je zakonden 2',3'-cyklickym fosfitem.

2. Utinkem cyklické fosfodiesterdzy se 2',3'- fosfatové vazby zrusi za
tvorby 2'-P-konce a 3'-OH-konce exonu 1. 5'-konec exonu 2 se za katalytického
uginku kindzy fosforyluje fosfatem z ATP.

3. Pisobenim ligazy se vytvofi mezi exony 2'-fosfomonoester-3',5'-fosfo-
diesterova vazba. Fosfat, ktery tvori spojeni mezi exony, pochazi z ATP.

U savel probihé sest¥ih pre-tRNA zase takto (obr. 251):

1. Fosfodiesterova vazba se $t&pi endonukledzou mezi exonem a intro-
nem na obou koncich intronu.

2. U exonu 1 se vytvoii zakon&eni 2" 3"-cyklickym fosfatem katalyzované
cyklazou.

3. Ligazou dochaz{ ke spojeni exon. Fosfét, ktery tvofi spojeni mezi
exony, pochézi z 5'-konce intronu.

Pro oba zpiisoby sesttihu je charakteristické, Ze se pii nich tvot 2'.3"-cyk-
lické fosfaty a ATP je vyzadovan Jjako zdroj energie.

5.4.4
Posttranskripéni vdpravy primarnich transkripti
genoforu mitochondrii

UPRAVA POLYADENYLACI. Primarni transkripty mtDNA u saved
nepodléhaji tpravE &epitkou a nezalinaji vedouci sekvenci, ale pifmo
iniciaénim kodonem AUG. Konéi na 3-konci nukleotidem obsahujicim uracil
nebo adenin, kde se polyadenyluji, tak¥e se vytvoii terminaéni kodon UAA.
Proto polyadenylace je nejdilezit&jsi posttranskripéni tpravou mitochond-
riovych primarnich transkriptii (obr, 252).

Posttranskripénimi tipravami naznaéenymi na obr. 252 se primérni
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cz2

pre-tRNA

, intron

. C
endonukleaza

(“)Q___,//—HZO

Zakonceni 2',3%
cyklickym fosfatem. P OH

HO—5' LA 3

H
cyklicka 20 kinézap

fosfodiesteraza a

2, |
2'— (.?
0=r'- OH :
N OH i
Gl 3 OH OH
ligaza |
3 s AMP + PP E
O=pP-0OH ?
i
, oH 9 |
L exon 1 KR o—r—o-5-m3. |
2'-fosfomonoester- H

35 s .
3,5 os;gg;esterova Z ATP.

Obr. 250

o v

Sest¥ih pre-tRNA u kvasinek a vyssich rostlin
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s'3~—o—l;5—0H Togel ex0n 2 k3
OH

/—ATP
cyklaza

2. AW + P
7

¥

Zakonceni 23"
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Obr. 251
Sestfih pre-tRNA u savel

“konce intronu.
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transkript kratdi transkripeni jednotky (obr. 234), zahrnujici jen 128 a 16S-
RNA, §tépf na dvé molekuly rRNA (128 a 16S). Primérni transkript, vznikly
piepisem transkrip&ni jednotky zahrnujici cely H-fetézec, se rozloZi az ke konci
pepisu genu pro 16 S-rRNA a dal3i ¢ast se $tépi RNAdzou P na:

@ 13 molekularnich druh@i tRNA,
% 12 molekul mRNA.

Primérni transkript transkrip&ni jednotky zahrujici L-fetézec se $t€pi na:
9 molekularnich druhti tRNA;
1 molekulu mRNA obsahujici pfepis genu pro ND6.

primarni transkript

|
vystépeni tRNA

WS SN
ST

polyadenylace .

U 5 v ¢
M A W

UAAAAAA....3' UAAAA..3

translace

!

Jednotlivé molekuly mRNA se pieklddaji na ribozomech. Pre-
klad koné&i na terminaénich kodonech UAA.

Obr. 252
Schéma posttranskrip&ni tpravy primarnich transkriptu
mitochondrii
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Na rozdil od sav&ich mitochondrii se v rostlinnych mitochondriich tvofi
18S-rRNA, 265-rRNA a 5S-rRNA (u savci jen 12S-rRNA a 16S- rRNA).

SESTRIH PRIMARNIHO TRANSKRIPTU GENU KODUJICIHO
APOCYTOCHROM B V MITOCHONDRIICH S. CEREVISIAE. Gen kédujici
apocytochrom b je v mitochondriich S. cerevisiae slozen ze 6 exonii (E1, E2,
E3, E4, E5, E6) a 5 intrond (I1, 12, I3, I4, I5) (obr. 253). Piekryva se s geny
pro maturazu. Prvni gen pro maturdzu zahruje E1, I1, E2 a &4st a intronu I2.
Druhy gen pro maturdzu sestéva z E3, I3, E4 a z ¢4sti a intronu 14. Z primarni-
ho transkriptu genu kddujiciho apocytochrom b se posttranskripéng vyStépuje
I1. Tim se vytvofi ¢teci rimec pro mRNA, v niZ spojené useky E1, E2 a I2a se
piekladaji do prvni maturdzy, kterd katalyzuje vy§tépeni celého intronu 12, coz
mi za nasledek, Ze se oblast preklddand do prvni maturdzy inaktivuje. Pak
nasleduje vyStépeni intronu I3 a tim spojeni Gseki E3, E4 a I4a, které se
prekladaji do druhé maturazy vy$t&pujici intron I4. To vede také k inaktivaci
useku piekladaného do druhé maturdzy. Vysledkem t&chto a jeits dalsich uprav
je mRNA, kter4 se piekladd do apocytochromu b. Maturdza DFi téchto
tipravdch pisobi jako enzym, ktery vyStépuje z primdrnich transkriptiy introm,
ktery je soucdsti genu, ktery ji kéduje.

EDITACE RNA. Editace RNA je jedna z posttranskrip&nich aprav, ktera
byla zjisténa:

¢ v mitochondriich trypanozom,

v mitochondriich Physarum polycephalum,

$

¢ v mitochondriich strunatct,

¢ v mitochondriich vy38ich rostlin,
L 4

u genu pro apolipoprotein u savci.

Zajimavé a velmi charakteristické pro editaci RNA je to, ze vede k tvorbg
mRNA pieklddané do translaéniho produktu, jehoz primérni struktura neodpo-
vida nukleotidové sekvenci genu, kterym je tento produkt kddovan. MitZeme
tedy editaci RNA definovat jako posttranskripéni dpravu genetické informace
obsazené v genu, jejimz vysledkem Je editovana RNA, kterd viak predstavuje
RNA vyznacujici se primdrni strukturou, JejiZ informace neodpovidd informaci
zapsané v fomto genu,

Strukturni geny, které obsahuji genetickou informaci podléhajici editaci,
byly oznaceny jako kryptogeny.

VyloZime nyni tento jev konkrétngji. Predpokladejme, Ze v né&jakém genu
Je zapsana genetické informace pro jeho translagni produkt v této sekvenci:
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gen pro cytochrom b

gen pro gen pro ‘\
prvni maturdzu druhou maturazu
]

transkripce

primarni transkript

Preklad do |2 14

prvni maturazy.

Preklad do
druhé maturézy.

transiace

cytochrom b

Obr. 253

Zjednoduseny pohled na sestfih primarniho transkriptu genu kédujiciho
cytochrom b u S. cerevisiae
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...... ACACGACATAGC...

Transkripci této informace vznikne hnRNA, jez v tomto tiseku ma:
..... UGUGCUGUAUCG...

Nyni bychom ogekévali, Ze se podle této informace vytvoii tato sekvence
aminokyselin:

..... Cys - Ala - Val - Ser....

Ale nikoli! Zasahne do toho proces, kierym se v mRNA informace zm&ni tim,
Ze se napt. mezi G a U prvniho kodonu vloZi &tyti U, takze:

¢emuZ odpovidé zcela jiny sled aminokyselin:
..... Cys - Phe - Cys - Cys - Ile....

Editace neni proces ndhodny, ale regulovany a fizeny urgitymi mechaniz-
my. Z daného genu nevznikaji tpravou jejich genetické informace libovolné
molekuly mRNA a libovolné proteiny, ale vdy zcela urgité. Byly objeveny
molekuly RNA dlouhé 50 aZ 80 nukleotids, kieré proces editace Fidi Oznaduji
se jako Fidici RNA (zkratka gRNA). Obsahuji sekvence, které jsou komple-
mentdrni k usekim hnRNA, podléhajicim editaci, paruji se tedy s hnRNA.
Oblast na mRNA, se kterou se gRNA pdruje, se oznacuje jako kotva. Od této
oblasti pak gRNA Fidi editaci.

V zésad€ existuji tyto zptsoby editace mRNA (tab. 25):

inzer&ni nebo dele¢ni, kdy smys! informace v mRNA je zménén inzerc!
nebo deleci nukleotidiy;

substituéni, kdy smysl informace je zménén zdmeénou nukleotids (obvy-
kle purinového nukleotidu za purinovy nebo pyrimidinového za pyrimidinovy).

Tab. 25
Editace RNA u riznych organizmi
Organizmy Organely Zpisob editace RNA

Trypanoesoma,
Leischmania, | mitochondrie inzerce U, mRNA

Crithidia delece U

Rostliny mitochondrie | substituce C za U, UzaC| mRNA, rRNA

chloroplasty substituce C za U
Savei jadro substituce Cza U, A za G mRNA

I'NZER(YJNi ZPUSOB EDITACE mRNA PROBIiHAJICT TRANSESTERI-
FIKACIL Vysvétlime toliko inzer&ni zplisob editace, alkoli dele&ni existuje

fa
1

¢
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také. Inzerdni zpisob editace mRNA lze vysvétlit na zéklad® transesterifikac-
nich reakci podobné jako u sestfihu (obr. 254):

1. gRNA se spéruje s kotvou Cili obrazné fe€eno "zakotvi se". Hydroxyl
na 3-konci gRNA piisobi jako nukleofil a napadne tedy fosfodiesterovou vazbu
v editaénim misté; rak se nazyvd oblast kde ma probéhnout editace.

2. Nyni prob&hne prvni transesterifikace, v rdmci které se editaéni misto
rozevie. V tomto procesu se uvolnf 5'-isek mRNA, ktery je na 3'-konci opatfen
OH-skupinou a mRNA se spoji s gRNA.

3. OH-skupina na 3'-konci mMRNA umoZni druhou transesterifikaci tim, Ze
touto OH-skupinou je napadena fosfodiesterova vazba mezi U a U. Vysledkem

editaéni
5 misto
A p G
Sy
o e
prvni transesterifikace
5' l '
S———Aon P O] T 3'mRNA
C wbwdedecll
A v,
U U o,

druha transesterifikace

|

5 ApUp G[.LI TTT —' mRNA
M\\

o)
| = gRNA

Obr. 254
Vysvétieni editace na zakladé transesterifikagnich reakci
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Jje spojeni obou tisekit mRNA v edita¥nim mist& obsahujicim navic U, kterym se
od tohoto mista mé&ni smérem k 3'-konci mRNA &teci ramec.

Uvedeny zpilisob editace zaloZzeny na transesterifikaci miZe prob&hnout
na vice editanich mistech, coZ je vyjadfeno modelem na obr. 255a a 255b,
ktery se tyka 7 NADH-dehydrogenézy (zkratka ND7) Trypanosoma brucei.

Nejdrive se gRNA spéruje s kotvou. Po tomto sparovani zaéne probihat
editace tim, Ze se uskuteSni prvni transesterifikace (obr. 255a), tj. OH-skupina
gRNA napadne atom fosforu fosfodiesterové vazby a hnRNA se pak kovalentns
spoji s gRNA a ziistdva v tomto spojeni, dokud nedojde k druhé transesterifika-
ci, v rAmci které OH-skupina 3'-konce hnRNA napadne fosfodiesterovou vazbu
mezi sedmi U-nukleotidy, které se Jiz s hnRNA sparovaly, a dal8imi, které
ziistaly v gRNA je3té nesparovany (obr. 255b). Touto interakei se gRNA od
hnRNA oddgli. Vysledek je, 7e do hnRNA bylo vloZeno 7 U pozméiiujicich jeji
Cteci rdmec. Pro vloZenf kazdého bloku U jsou zapotiebi dva ptenosy OH-sku-
piny (prvni a druhd transesterifikace), tedy jeden transesterifikadni cyklus.
Ridici RNA (8RNA) nemé podle obr. 255a dostatek U k parovéani v editaénim
mist& (potfebnych je alespoii 20 U). Proto se piedpoklada, Ze se v gRNA
poly(U)-konec b&hem editace prodluzuje.

INZERCNI ZPUSOB EDITACE mRNA VYSVETLENY NA ZAKLADE
ENDONUKLEOLYTICKEHO STEPENI A LIGACE. P¥i tomto zpfisobu editace
se vychézi ze znalosti reakei pri sest¥ihu intront z pre-tRNA (odkazujeme na
obr. 250 a 251). Ve smyslu t&chto reakci miize probihat editace takto (obr. 256):

1. mRNA se na§tépi v editadnim mist& endonukledzou a uvolnény 3'-ko-
nec gRNA se spoji za G&asti ligzy s volngm pG-koncem mRNA.

v o w

2. Nasleduje dalsi $t&peni endonukledzou mRNA za uvolndni 5'-konce
pUpG jednoho fragmentu mRNA a 3-konce Aoy jejtho druhého fragmentu.

Volné fragmenty mRNA se spoji ligdzou a v editaénim mist$ se s nimi sparuje
gRNA.

SUBSTITUCN{ ZPUSOB EDITACE mRNA. Pikladem tohoto zplisobu
editace je editace, kterd probihd na mRNA genu pro apolipoprotein u saved.
Gen apo-B kéduje dvé formy apolipoproteinu, V hepatocytech je syntetizova-
na jedna forma a druhd v epitelialnich stfevnich butikéch. Forma tvofend v he-
patocytech se oznaguje jako Apo-B100 a ta, ktera se tvoii ve stievnich buiikéch,
se oznaluje jako ApoB-48. Ob& formy apolipoproteinu uskutediiuji transport
lipidd v séru ve formé& velkych lipoproteinovych komplexd. Aviak pouze
protein, ktery se syntetizuje v hepatocytech, uvoliiuje cholestero! do t&lnich

tkani tim, Ze se vé¥e na lipoproteinovy receptor, ktery se nachazi ve viech
burikach (obr. 257).
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" hnRNA podiéhajici editaci

(Tato hnRNA se vytvofila transkripci
genu pro ND7).

' A+ U Tato &isla znamenaji poéet nukleotidi (U),

U*A +2 +3 +2  ktery miZe byt vioZen do mist
U*A vyznaéenych Sipkami. Jsou to
U+A 4341 +7 editaéni mista.
Da / L?,'_:‘ﬂ"i\
5:._—*){I UAARAAAGACACUUGUAUAGAUksmmsmsmyt
uuu dekokkdok dekde  hkkk .
u OH _HlGUGAACAUUUUUA 5
A
UUU gRNA ﬁ
U, Al 7 gRNA se vaze ke kotvé, a tim také
Uy A k uréité hnRNA, v tomto piipadé
Y Lg k ND7 hnRNA.
poly(U)-konec .U
BT 2
» Prosifednictvim OH-skupiny napada

fosfodiesterovou vazbu mezi Ga A
a vkladéa tam 7 koncovych U.

N
| o
mﬂ:> cElcch
*
Pl
N

>

-

Nukleotidy uvedené v rameécich se
postupné navaZou komplementarné
smérem k 3-konci hnRNA. Cisla
znamenaji jejich pocéty, které odpo-

vidaji &fslam uvedenym naho fe.

Hvézdiékami jsou vyjadieny
vodikové vazby.

Obr. 255a
Editace inzerci do hnRNA u trypanozom
Fizena gRNA - prvni transesterifikace
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hnRNA podiéhajici editaci

V dal$im cyklu  Druhym pfenosem OH-skupiny
transesterifikace  se poly(U)-konec gRNA qd
sezdeviozi2U.  hnRNA oddéli, Obé &dsti
hnRNA se spaoji,

Bylo vioZeno téchto 7 U,

s nimiZ se spéarovalo 7 A

(viz rdmedek 7A obr. 254a).

V dal$im kroku se mezi A a G

hnRNA vioZi 2 U (+2), s nimZ se
sparuji 2 A (viz ramecek

3' - kotva 2 A obr. 254a) atd.

v _—--xowa
5-___,,._,}J UAAAAAG T (UUUULDACACUUGUAUAGA 3
Fededekdokiokkdkick  Kikk

AAAAUGUGAACAUUUUUA
gRNA

5!

Spojenim cbou &asti hnRNA prejde
OH-skupina na 3'poly(U)-konec gRNA.

Druhym pfenosem OH-skupiny konéi jeden

cyklus transesterifikace a nédsleduje dali,

v némz se mezi A a G viozi 2 U, které se budou
pérovat s AA v gRNA.

Obr. 255h
Editace inzerci do hnRNA u trypanozom
fizena gRNA - druha transesterifikace

Apo100 ma dvé& funkéni domény:

¢ N-terminalni, ktera se spojuje s lipidy,

L4 C-terminalni, ktera se v bun&&nych membranach vaze na receptory.

ApoB48 ma jen N-terminalni doménu a Je proto nefunkéni. P¥iginou této
odlisnosti je, 26 v mRNA pro apoB48 doslo v definovaném mists ke konverzi
cytozinu na uracil v kodonu CAA, co% vedlo ke vzniku nesmysiného kodonu
UAA, a tedy k ptediasnému zakon&eni syntézy apolipoproteinu b&hem transla-
ce. Enzym, ktery v ramci posttranskripénich Giprav provadi tuto konverzi C na
U, byl izolovan. Vyskytuje se i v jinych tkanich a je tedy moZné, e uskutediiuje
editaci mRNA téZ pro jiné proteiny. K expresi genu pro apolipoprotein v3ak
dochazi jen v jaternich a st¥evnich butikach,
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editacni
5 misto ,
ARSI
UpUuU 0
HoUPUUU U
', 7 |endonukleaza "gRNA

b G 3'mRNA
pUOH C - H . ,Jw,l \ '
Y U T gRNA
N ﬁ__ww"ﬁ
s i ligaza
5 )
Up G mRNA
o P ST
U A
U - My,
%% }) " gRNA
| endonukledza
AOH DUPGI l 3mRNA
C . " -
Hou Ul’;' ’;J o .
ligaza :
5' 4
ApUP G mRNA
Ve
HOUUU - gRNA

Obr. 256
Vysvétleni editace mRNA na zékladé
endonukleolytického $tépeni a ligace

Zékladem editace probihajici substituci nukleotidd je tedy jejich konver-
ze, kterd je enzymaticky katalyzovana. Na obr. 258 je uvedeno nékolik piikladi.

5.4.5
Samosestiih
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RNA ApoB100 .MRNA ApoB48
(T hepatoe:ytech) (v buiikach stfevniho epitelu)
5 CAA UAA, & UAA uAs
1 n l n
NH, S ZlcooH  NH, SRR COOH

ptein ApoB100 protein ApoB48

Obr. 257
Editace mRNA pro apolipoprotein

C cytidindeaminaza — Uy
U CTP-syntetaza . C
A GMP-syntetaza —~ G
A adenozindeaminaza — HX

HX = hypoxantin jako slozka inozinu.

Obr. 258
Substituce nukieotid( zpusobené jejich enzymatickou konverzi

RiBozyM, Jak JiZ bylo vyloZeno, probih4 sest¥ih hnRNA za katalytické
a Fidici ugasti slozitého a or

ganizovaného ribonukleoproteinového komplexu,
ktery se oznaduje jako spliceozom. Zakladem sestithu jsou transesterifika&ni
reakce, které jsou katalyzovany proteiny spliceozomu. Byly viak také izolovany
primdrni transkripty, u nichy proces sestiihu probihd autokatalyticky, bez
pritomnosti protein, tedy bez piitomnosti enzyma. Autokatalyticky proces sest-
Fihu, spocivajici v transesterifikaci a nevyZadujici DFitomnost proteini: a enzy -
mi, byl oznagen jako samosest¥ih. Procesem samosesttihu se vyznaduje jen
RNA, kterd ma vlastnosti ribozymu. Jako ribozym se oznaCuje RNA, kterd
katalyzuje $tépeni a ligaci RNA-substrats: za nepFitomnosti proteinii. Té% intro-
novou RNA, jestlize se vyznaluje samosestiihem, lze oznadit za ribozym. Intro-
ny, které maji tyto vlastnosti, lze rozdglit do nasledujicich dvou skupin.

INTRONY PRVNI SKUPINY. Jsou to introny, jejich# samosestiih mie

ST —

e

R e W

S

e o gl

S —

SO R



5.4 POSTTRANSKRIPCNI UPRAVY 403

‘ probihat jen za pFitomnosti guanozinu jako kofaktoru, ktery je primdrnim dono- “‘
: rem OH-skupiny pFi transesterifikacnich reakcich. Primamim transkriptem, '
; ktery ma vlastnosti ribozymu a obsahuje introny prvni skupiny, je napf. pre-
r rRNA izolovana z Tetrahymena, z mitochondrii nékterych hub a z chloroplastii
. nékterych rostlin. Guanozin nejdiive zaujme vazebné misto v katalytické sek- i
. venci intronu, coZ vede k aktivaci 3'-hydroxylové skupiny guanozinu, kterou se ?
pak uskuteéiiuji transesterifikalni reakce spoCivajici v prvnim a druhém preno-
su OH-skupiny guanozinu (obr. 259):

A4 Prvni prenos OH-skupiny (prvni transesterifikace) probiha tak, Ze akti-
. vovana OH-skupina guanozinu §t&pi esterovou vazbu v 5'-misté sestiihu. Pfi

’ Introny prvni skupiny Introny druhé skupiny

«—vazebné misto

pro guanozin

3-OH skupina guanozin

se aktlvu,j(; Vve vazebném
misté.

: 5'[exon ﬂ exon 23' 5{exon 1] [€xon 23' ;

2'-OHA

Prvni pfenos OH-skupin

i (prvni transesterifikace). ;
koncovy guanozin ‘

| intronu

vazba 3',5'

. 5 2.OH 3 vazba 2,5 K
' [ 3- >p
s[___13-0H B3

: Druhy pfenos OH-skupiny
(druha transesterifikace).

, sexon 1] plexon 23" s'[exonT]p[exon2] 3'

+ +

| @
' GP—3:41

Tento fragment prochézi dalsimi

k chemickymi zmeénami, které déle 3'-OH
oznacujeme, {;ako treti a étvrta

transesterifikace a cyklizace.

Vysledkem téchto zmén

Jje fragment L-19 V5.

' Obr. 259
> Samosestiih intrond prvni a druhé skupiny
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této reakei se OH-skupina vaze k 3'-konci exonu 1 a na koncovy fosfat intronu
(jeho 5'-konec) se navde guanozin. Uprizdnéné vazebné misto pro guanozin
pak zaujme koncovy guanozin intronu.

® Donorem OH-skupiny pro jeji druhy pi‘enos (druha transesterifikace) je
exon 1 uvolnény pfi prvni transesterifikaci. Tato skupina §t&pi v 3'-mist& sesti-
hu esterovou vazbu, vaZe se na koncovy guanozin intronu a oba exony se spoj.

Je tieba zdlraznit, Ze potfebny kofaktor nemusi byt GTP, ale guanozin,
coZ znamena, Ze zde nejde o piisun energie hydrolyzou GTP, ktera by uvedené
reakce pohanéla. Obé transesterifikaéni reakce probihaji na stejné energetické
hlading, pFicem? otevienim jedné fosfodiesterové vazby se druhd uzavie. Jinymi
slovy:

1. Vzhledem k tomu, Ze OH-skupina guanozinu je nukleofilni, napad4

3'-exon

5'.exon N N

CHOH H— — —

Guanozin se vaZe k intronu vo-
dikovymi vazbami a uvadi se
tak do pozice, ve které jeho

. OH-skupina miize napa-
0= PQH dat fosfodiesterovou
vazbu

CH
2 .0
H y/H

AN
Intron

(i OH

Obr, 260
Zjednodusena predstava vazebného mista
v intronu prvni skupiny
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atom fosforu fosfodiesterové vazby na 5-misté sestiihu a §tépi ji za souCasné
tvorby fosfodiesterové vazby mezi 5'-koncem intronu a guanozinem.

2. OH-skupina na 3'-konci exonu napada pak atom fosforu fosfodieste-
rové vazby na 3'-misté sestfihu, které §tépi za soucasné tvorby fosfodiesterové
vazby mezi ob&ma exony.

Tyto reakce mohou probihat za pfedpokladu, Zze intron ma takovou
sekundarni a tercidrni strukturu, kterd miZe uvést molekulu guanozinu do
takové stereochemické pozice umoZiujici uskuteénéni téchto reakci. Kromé
toho téz fosfodiesterové vazby musi byt vzhledem k OH-skupiné guanozinu a
OH-skupiné uvolnéného exonu ve vhodném stereochemickém postaveni. Proto
Jjen ty introny vykazuji vibozymovou aktivitu, jejichz sekunddrni struktura md
viastnosti vazebného mista pro guanozin a umoZnuje katalyzu transesterifi-
kacnich reakcl. Jen velmi pfibliZné nam tuto situaci zndzorfiuje obr. 260.

Vystépeny intron jako produkt druhého prenosu OH-skupiny neboli
produkt druhé transesterifikace je donorem OH-skupiny pro treti transesterifi-
kaci a je proti vychozimu intronu o 15 + 4, tj. 19 nukleotidd, krat3i. Oznaluje se
jako L-19 IVS. Tohoto produktu se pouZivd jako ribozymu v intermole-
kuldrnich reakcich (obr. 261).

INTRONY DRUHE SKUPINY. Na rozdil od intronti prvni skupiny
probihd samosestFih intront druhé skupiny bez guanozinu jako kofaktoru.
Misto kofaktoru vyuZivaji tyto introny (k uzavieni intronu do lasovité struktury)
aktivovanou 2'-hydroxylovou skupinu adenozinu, kterd se nachdzi v misté
vétveni. Daldi reakce jsou pak stejné jako u intrond prvni skupiny (obr. 259).
Jejich produkty jsou spojené exony a lasovita RNA. Tvorba lasovité RNA je
dali znak intront druhé skupiny, kterym se li§i od intronit prvni skupiny.
Primarni transkript, ktery mé vlastnosti ribozymu a obsahuje introny druhé
skupiny, je napf. pre-mRNA mitochondrif nékterych kvasinek a hub.

Zavérem, co se tyk4 intrond prvni i druhé skupiny, je tfeba zddraznit, Ze
jejich samosestiih (bez proteiniy) probiha in vitro. Avsak v podminkdch in vivo
jsou k sestFihu mnoha intronti obou skupin nutné proteiny, které jsou kédovdiny
chromozomovymi geny a nékteré, jako napf. maturdzy, jsou kddovany introny.
Tyto proteiny mnohonasobné zvy3uji tginnost sestiihu. Sestfih intrond obou
skupin probihajici zplisobem samosesttihu je méné efektivni neZ sestfih probi-

oy

hajici za katalytické &asti proteini in vivo.

SEKUNDARNI STRUKTURA INTRONU PRVNI SKUPINY. Pro¢ jen
introny prvni a druhé skupiny mohou pfi sestfihu katalyzovat transesterifikace
za nepiitomnosti proteinti? Ukazuje se, Ze tato jejich vlastnost je podminéna
specificitou jejich sekundérni a pravdépodobné i terciarni struktury. Schéma
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Treti transesterifikace a cyklizace,

pGpA /lJpA—.\ U
Produkt druhé
HO-G R transesterifikace.
‘A.l U
pG p A_— U-0OH L

P
15 nukleotidu. J

HOH
hydrolyza
PA s 5|
HO- G

Ctvrts transesterifikace a cyklizace.

p
PA sl J.QH +
4 nukleotidy
hydrolyza
HOH
pU G
bH
HO- —_—

GGGAGG=——p

L-19 IVS
schéma sekundarni

struktury

(zvétsSeno)
Obr. 261

Vznik L-19 IVS
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sekundarni struktury intrond prvni skupiny je znazornéno na obr. 262, na némz
si nejdfive v&imnéme tsek na intronu oznadenych jako Pl aZz P10, z nichZ
kazdy ma sviij komplementarni protdjiek, se kterym se paruje. Proto se cely
intron vyznaduje vlasenkami zakon&enymi smy&kami, kde nedochazi k parovani
béazi. Useky PI1 a# P8 tvoii katalytické centrum intronu. V intronech prvni
skupiny se déle vyskytuji vZdy ve stejném poradi velmi konzervativni kratké
sekvence. Jsou to 5'-P-Q-R-S-3'.

Uvedené Gseky sekundarni struktury intronii prvni skupiny maji tyto
funkce (uvedeme jen nékteré):

A4 Na usek P1 se vaze koncovy lisek (4 aZ 7 nukleotidd) exonu 1 u 5'-mista
sestfihu. Proto se téZ nazyva jako misto vazebné pro 5'-exon nebo t¢Z vniti‘ni
vedouci sekvence (zkr. IGS). V ném se nachazi téZ par U - G. V tomto misté
Jje guanozinem napaddna fosfodiestrovd vazba pFi prvnim prenosu OH-skupiny
guanozini.

@ Na tsek P10 u 3'-mista sesttihu se vaze koncovy nisek exonu 2.

A 4 Specifické vazebné misto pro guanozin se nachazi v Gseku P7 mezi
parem G - C (obr. 263).

Zde probiha prvni
prenos OH-skupi-
5.misto ny guanozinu.
sestiihu
P5
P1 p2 P Q
= P4
. P3 P6
Zde se paruje
R
exon 1. o ]
P8 s P7 Zde se péruje
PO exon 2.
3'-misto
sestfihu

specifické vazebné misto
pro guanozin

(viz obr. 263}

Obr. 262

Schéma sekundarni struktury intront prvni skupiny
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/\

\N
N H
H RIBOZA

\\/ \N/ /

N

/l ?/ J
)
>\ﬂ H\N/H LN/

N
AN i

RIBOZA

H H . 0 Vmezefeny guanozin
‘\‘ \\N Vazebné misto pro guanozin
ParG-C J\ ’ P7
o Trrre
‘ SUAGUC N
RIBOZA

Ve vazebném misté pro guanozin je normaini Pér G - C, k némuz se véZe vodikovymi vazba
mi guanozin, Je viak také mozné, ie guanozin se ¢dstedns vaze i k hydroxylium ribézy

Obr. 263
Interakce guanozinu v jeho vazebném mistsé

RIBOZYMOVA AKTIVITA INTRONU L-19 IVS. Po vykladu, ktery jsme
uvedli, lze jiz konstatovat, Ze introny prvni skupiny se vyznadujf katalytickymi
vlastnostmi. Pfesngji fe€eno, piisobf jako ribozymy. Produktu samosesttihu,
oznaleného jako L-19 IVS, se pouziva v &istém stavu k reakcim in vitro a
celkové se vyznaduje kromé& samosesttihu t&mito enzymatickymi aktivitami
(obr. 264):

® pdsobi jako sekvenéné specificka endoribonukledza;
pisobi u dinukleotidi jako nukleotidyltransferaza;

%
® plsobi jako RNA-ligaza na externich matricich;
L 4

plsobi jako fosfataza.

STRUKTURA INTRONU DRUHE SKUPINY. Pfednd je nutno zdiraznit
podstatny rozdil proti sekundarni struktuie intronti prvof skupiny. Zajimavym
znakem introni druhé skupiny je, Ze maji na 5- misté sestfihu sekvenci
GUGYG a na 3'-mist¥ sest¥ihu sekvenci AY podobné jako introny jaderné
hnRNA (obr, 265). Ale na rozdil od n{ maji konzervativni strukturu, ktera je
potiebna pro sestfih a sestiva z dvouSroubovicovych domén I - VI. Doména I
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AKTIVITA INTERAKCE V AKTIVNIM MISTE

Sekvenéné specificka endoribonukleaza
~———CUCUpN— + GOH
I CUCU)‘ N
—_ c — piN—"
CUCULy  +GpN 1] '

C GGGAGG g

Gol®

Nukleotidyltransferaza s dinukleotidy
Clgy * GpN
l —

CUpN + GOH

RNA-ligaza s vnéjsi matrici

MOH + GpN \
Mon
l \ l \ vnéjsl matrice
MpN * Son
Fosfataza
UeUp =i .191vs
> UGy oH
(E-p) ® U \‘p
- H0 S
C GGGAGG 5
> E
Pan
Obr. 264 ‘

Reakce katalyzované ribozymem L-19 IVS

>sahuje sekvence, které jsou zahrnuty do sefazovani mist sestfihu parujicich se
S'.exonem. Ostatni sekvence domény I interaguji s prvnimi nukleotidy na
~Konci intronu a 3'-konci exonu. Doména VI je dvoudroubovice obsahujici
akleotid A, ktery pisobi pfi tvorbé lasovité RNA. Sckvence domény V jsou
sjkonzervativn&j§i a interaguji s doménou I za tvorby katalytické oblasti.

i
!
i
j
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doména lll

doména lv

‘\“\\"

doména V

doména Vi

Obr. 265
Sekundarni struktura intronti druhé skupiny

Ostatni domény pfispivajf k vazb& proteinit a nejsou nutné ke katalytické akti-
vité in vitro. Vazebné mista pro exony jsou umisténa v doméng I a jsou oznade-
na jako EBS1 a EBS2. KaZdé vazebné misto pro exon se paruje s piisluinym

vazebnym mistem IBS pro intron v tseku intronu na jeho S5'-konci (v sousedstvi
exonu, 5'-misto sestfihu).

SHRNUT{ OBECNYCH ZNAKU INTRONYI. Introny lze rozdélit na
zakladé jejich struktury do &ty¥ skupin. Toliko introny prvni a druhé skupiny

maji aktivni misto pro sesttih a jsou tedy schopny samosestfihu. Nasleduje
charakteristika jednotlivych skupin intront:

1. Introny prvni skupiny.

Jejich vyrazngm znakem, co se tyde
sekundarni struktury,

je centrélni oblast vznikajici parovanim tsek P3, P4, P6
a P7. 5'-misto sestfihu je v useku P1. Tento tisek sestdva u 5'-konce z n&kolika
nukleotidd, které se paruji s vnittni ¥idici sekvenci IGS nachazejici se uvnitf
intronu. VSechny introny této skupiny podléhaji prvni a druhé transesterifikaci,
pfitemZ v prvni transesterifikaci vyuZivaj{ guanozinu k nukleofilnimu napadeni
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fosfodiesterové vazby. Aktivni misto pro sestiih sestdva z vazebného mista pro
guanozin a sekvenci potiebnych pro sesttih. Samosestrihu in vitro je schopno
mnoho intronit prvni skupiny. K sestfihu in vivo potfebuji v§ak nékteré introny
prvai skupiny proteiny. Jednim z nich je maturdza, ktera je koédovana samot-
nym intronem. Jinym proteinem je leucyl-tRNA-syntetaza kodovand v jadie
kvasinek, z néhoZ je importovana do mitochondrii. U Neurospora crassa je in
vivo k sestfihu nutnd tyrozyl-tRNA-syntetdza, kterd tvoii katalyticky aktivni
komplex s intronem.

Introny prvni skupiny se vyskytuji v genech, které jsou pFepisovdny do
mRNA, rRNA a tRNA. Jsou znaéné roz§ifeny. Vyskytuji se v mitochondriové a
chloroplastové DNA a v jaderné DNA rznych eukaryot, téZ v DNA bakteriofa-
ga T4. Nebyly zatim zji§tény u obratlovci.

Distribuce intront prvni skupiny je nepravidelna. Napf. nékteré druhy
Tetrahymena maji introny prvni skupiny ve svych genech piepisovanych do
ribozomové RNA, zatimco velmi ptibuzné druhy nikoli. Tato nepravidelna di-
stribuce napovida, Ze introny v riiznych druzich organizmi byly ziskiny neza-
visle, a to horizontdlnim pfenosem. Takovy pienos byl zjitén napft. u kvasinek
a dokazuje, Ze nékteré introny se chovaji jako mobilni elementy. BliZe se o tom-
to jevu zminime v poslednim dile této ucebnice.

2. Introny druhé skupiny. Zakladnim znakem jejich struktury je Sest
dvousroubovicovych domén vyénivajicich z centralni kruZnice. Introny této
skupiny, vyskytujici se v mitochondriich hub, obsahuji sekvence, které by
mohly potencialné kédovat protein podobny reverzni transkriptaze. Jen nékteré
introny druhé skupiny se vyznaduji za extrémnich nefyziologickych podminek
samosestiihem in vitro. USinnost tohoto samosestiihu je asi desetkrat nizsi nez
u intrond prvni skupiny. Tento fakt napovida, Ze sestih téchto introni probi-
hajict in vivo vyaduje pritommost specifickjch proteinii. Jinak se vyznacuji
sestFihem probihajicim ve dvou transesterifikacich bez ucasti guanozinu Jjako
kofaktoru.

Viechny zndmé introny druhé skupiny byly zjistény v mitochondriich a
chloroplastech. U chloroplasti tvoFi vétsinu intronii. Nebyly zjiStény v jadie
eukaryotickych bungk. Presto viak jejich zplsob sestfihu je podobny jaderné-
mu, ktery je fizen spliceozomem.

Jako introny prvni skupiny téz n&které introny druhé skupiny jsou mobil-

fvr

ni, pienasi se horizontalné.

3. Introny piepisované ze strukturnich genit v jidie do hnRNA. Se-
sttih t&chto intrond probiha pies prvni a druhou transesterifikaci jako u intront
druhé skupiny. Jeho vyznamnou charakteristikou je, Ze milZe probihat jen za
ucasti spliceozomu (obr. 241).

4. Introny piepisované z jaderné DNA do pre-tRNA. Pro tyto introny
je charakteristicky sest#ih, ktery je katalyzovdn endonukledzou a ligdzou. (obr.
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250, 251). Tyto introny se vyskytuji se v pre-tRNA mitochondrii kvasinek,
vy$sSich rostlin a savcd. Podobnym sestfihem se vyznaduje téZ archedlni tRNA
(obr. 195, str. 263).
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5.5
EUKARYOTICKA TRANSLACE

Translace se uskutediiuje u Zivodichii ve dvou a u rostlin ve tfech kom-
partmentech:

¢ u Zivodichii v cytoplazmé a v mitochondriich,

¢ u rostlin v cytoplazmé, mitochondriich a chloroplastech.

S timto rozdélenim translace do riznych kompartmentt butiky souvisi i typ
ribozomd, na kterych tato translace probiha.

Cytoplazmaticka translace probih4 na ribozomech 80S, které se svym
slozenim od prokaryotickych ribozom 1i8i a prekldada se na nich mRNA, kterd
Jje odvozena z hnRNA.

Translace v mitochondriich a chloroplastech se uskute¢iiuje na ribozo-
mech, jejichZ sedimenta&ni koefiecient je piiblizné stejny jako u prokaryot, 1.
70S. Je na nich prekldddna mRNA pochdzejici v mitochondriich z primdrnich
transkriptit mitochondriového genoforu a v chloroplastech z mRNA vzniklé
prepisem chloroplastového genomu. Na téchto ribozomech probihéa pak transla-
ce stejnym zplisobem jako v prokaryotickych burikéch.

Cytoplazmaticka translace se vyznaCuje nékterymi zvladtnostmi, z nichZ
zdlraziiujeme predevsim tyto:

1. Pogateéni aminokyselinou neni N-formylmetionin, ale metionin, ktery
se vaZe na specifickou iniciadni tRNA oznadovanou jako tRNAM, Tato tRNA
rozpoznavd iniciadni kodon AUG podobng jako tRNA™ u bakterii. Na rozdil
od tRNA™M* nepodiéha tRNAM® formylaci in vivo, agkoli in vitro miZe byt
formylovana formylazou z E. coli.

2. Potet inicianich faktord potiebnych k zahajenf translace je u eukaryot
vy§&i neZ u bakterii.

Cytoplazmatické translace, déle translace probihajici v mitochondriich a
v chloroplastech, se navzdjem vyznamné lisi vybérem molekularnich druhd
transferové RNA pottebnych ke &teni genetického kodu. Navic, geneticky kod
mitochondri{ obratloved se 1i§i od kédu standardniho. V této kapitole probere-
me nejd¥ive translaci cytoplazmatickou a pak teprve translaci, ktera se uskutec-
fiuje v mitochondriich a chloroplastech.

5.5.1
Eukaryotické cytoplazmatické ribozomy
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CYTOPLAZMATICKE RIBOZOMY. Cy-
toplazmatické ribozomy buiiky se skladaji ze
dvou podjednotek, které na rozdil od prokaryo-
tickych ribozom obsahuji &tyfi molekuly
rRNA a 70 proteint. Sedimentadni koeficient
eukaryotického ribozomu zévisi na fylogene-
tickém postaveni druhu. V&t§inou viak jeho

o hodnota kolisd kolem 80S. V&t§i podjednotka
Sedimentaéni koeficient ~ mé sedimentadni koeficient kolem 60S a meng{
celého ribozomu je 80S.  kolem 40S. Chemické sloZeni cytoplazma-

Obr. 266 tickych ribozomi je uvedeno na obr. 266.
Slozeni cytoplazmatického
ribozomu eukaryot

VAZANE A VOLNE RIBOZOMY. Kro-
mé ribozomi vyskytujicich se volné v cytoplazmé se ostatni ribozomy vaZou na
endoplazmatické retikulum (ER). Celé ER v$ak neni pokryto ribozomy. Ty
cdsti, kde jsou ribozomy, se nazyvaji drsné ER, zatimeo oblasti bez ribozomi
se oznaluji jako hladké ER. Rozméry drsného ER souviseji s mnoZstvim
proteinii, které se na ribozomech syntetizuji. Na volnych ribozomech se zpra-
vidla syntetizuji intraceluldrni proteiny. Extraceluldrni proteiny, které cirkuluji

v krevni plazmé, a membrdnové proteiny se véisinou syntetizuji na ribozomech
drsného retikula,

SIGNALNI ROZPOZNAVACI CASTICE. Vsechny extracelularni a
membrénové proteiny maji vlastnosti preproteiné. Jako preprotein se oznaduje
polypeptid, jehoz N-konec je tvoren signdlnim peptidem, 1j. sekvenci 15 az 25
aminokyselin, kterym se vdize béhem své syntézy na vibozomu k signdini
rozpozndvaci Edstici, oznadované zkratkou SRP. Po vazb& na SRP se zastavi
dal8i syntéza polypeptidu na ribozomu. Toto zastaveni trvé potud, dokud se
komplex SRP s ribozomem nenava¥e na specificky receptor v membrang ER.
Pak miZe pokrafovat translace, p¥i které JiZ signalni peptid neni nutny a je
odtépen specifickou endoproteazou, kterd se oznaluje jako signaldza neboli
signalni peptiddza (EC 3.4.99.36).

Sekvence signalniho peptidu je kédovana vedouci sekvenci vyskytujici
se na zadatku eukaryotické transkripni jednotky obsahujici strukturni geny.
Tato vedouci sekvence se pfepisuje do hnRNA, z ni% se preklada na ribozomech
803 do signdlniho peptidu, ktery prostfednictvim SRP navozuje spojeni
endoplazmatického retikula s ribozomem 80S. Jakmile k tomuto spojeni dojde,
neni pak uZ signélni peptid nutny a odstrani se proto signalazou. Translace
sekvence za vedouci sekvenci v hnRNA pak miie pokradovat a¥ do dokongeni
polypeptidu kédovaného piislu¥nym strukturnim genem.

.

w W w wmaow

s W e
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5.5.2
Prib&h cytoplazmatické translace

INICIACE TRANSLACE. Podobné jako u bakterii zahrnuje iniciace
translace u eukaryot zhruba tyto d&je (¢islovani nasledujicich odstaveil odpovi-
da &islovani jednotlivych d&ji vyjadienych schematicky na obr. 267a, 267b):

1. Nejd¥ive dochédzi k disociaci ribozomu 80S na 40S a 60S tim, Ze se
eIF-3 véze na podjednotku 40S a eIF-3A na podjednotku 60S (viz bod 7).

2. 7a Gdasti eIF-1A, ktery se vaze na komplex elF-3.408S, se vytvoli
43S-transladni komplex, tj..

408.elF-3.eIF-1A.

3. Uginkem faktoru eIF-2B se na eIF-2 vyméni GDP za GTP (viz bod 8)
a komplex GTP.eIF-2 se spoji s Met~tRNAM" za tvorby terndrniho trans-
la¢niho komplexu:

GTP. eIF-2. Met~tRNA ™,

4. Tento proces je Fizen faktorem elF-2A a zahrnuje pifmou vazbu ter-
narniho komplexu k 43S-translaénimu komplexu za tvorby komplexu

GTP. elF-2. Met~tRNAM*.40S.eIF-3.eIF-1A.

5. Mezitim probihd rozpozndvini mRNA. Na rozdil od rozpoznavani
mediatorové RNA v prokaryotickych buiikdch d&je se to tak, ze eIF-4F se
specificky vaze na Cepicku m’G. Pak se navaze faktor eIF-4A, ktery ma funkei
helikazy a rozmotava sekundarni strukturu mRNA za vyuZivani ATP jako zdro-
je energie. Tato aktivita eIF-4A je silng stimulovana faktorem eIF-4B. V3echny
uvedené tii faktory, oznaované téZ jako CBP-proteiny (proteiny vazajici se
na &epicku), tvorf komplex s Cepickou a chrani ji pred udinkem exonukledz.

6. Po vazbd mRNA k podjednotce 408 nésleduje pohyb této podjednotky
s vézanymi iniciadnimi faktory od 5'konce mRNA smérem k 3'-konci za
hiedani iniciaéniho kodonu, Tento obrazn& feleno "vyhledavaci proces" je
nejasny a je pravdépodobné, Ze je za hydrolyzy ATP na ADP + P fizen faktory
eIF-4A, elF-4B a elF-4F. Konetnym vysledkem tohoto dgje je vznik predini-
ciaéniho komplexu, v némz je Met~tRNAM' za pFitomnosti uvedenych faktorii
presné poloZena na peptidylové misto proti kodonu AUG a je s nim spojena
prostiednictvim svého antikodonu.

7. Po sparovani Met~tRNAM* s iniciatnim kodonem se z povrchu ribozo-
movych podjednotek za hydrolyzy GTP pusobenim faktoru eIF-5 uvoliiuje
komplex GDP.eIF-2 (obr. 247a) a faktory (obr. 267a):

eIF-4A, eIF-4B, elF-4F, elF-5 + elF-3A, elF-3.
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V tmavych krouicich
Jsou uvedena é&isla
iniciaénich faktor.

Fediniciadni j Py
P komplex PR “i A OMA)

ternarni
komplex

M

NavdZe se na dalgr
volnou podjednotku
408S.

Y

Obr. 267a
Iniciace eukaryotické translace

NavédZe se na dalsi
volnou podjednotku
60S.

A

[
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V

sz@UGW\J poly(A}

e . elongace
>
Met -
peptidylové ~— aminoacylové
misto iniciacni komplex misto
Obr. 267b

Pokraéovani obr. 267a

8. Komplex GDP. elF-2 regeneruje na GTP. elF2 plsobenim faktoru
el-2B (obr. 267a).

9. Vzhledem k tomu, Ze se z ribozomovych podjednotek uvolnily faktory
eIF-3 a elF-3A, mohou se obé podjednotky opét spojit za tvorby inicialniho
komplexu, tj. ribozomu 808, na kterém je Met~tRNA Mt spojena v peptidylovém
misté s kodonem AUG (obr. 267b). Dali aa~tRNA pak vstupuje jiz do aminoa-
cylového mista podle kodonu v mRNA. Mezi aminoacylem nesenym touto IRNA
a metioninem Mel~tRNA ' se vytvori prvni peptidovd vazba. V eukaryotickych
ribozomech vyZaduje tato prvni vazba, na rozdil od bakteridlnich ribozomi,
urditou konformaéni zménu v peptidylovém mist&, ktera je navozovana fakto-
rem elF-5A (obr. 267b).

V tab. 26 je uveden strudny piehled funkei inicia¢nich faktord (elF),
elongaénich faktord (EF) a terminadnich faktort (RF), které v eukaryotické
buiice Fidi translaci.

ELONGACE POLYPEPTIDOVEHO RETEZCE. Pii elongaci na eukaryo-
tickych ribozomech pilisobi elongaéni faktory EF-1 a EF-2. Stejné jako u bak-
terif elonga&ni faktor EF-T1 (str. 223) se EF-1 vyskytuje ve dvou forméch:

EF-1a,
a
EF-1By.
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Tab. 26
Eukaryotické translaéni faktory
Nazvy pouzité Alternativni Funkce
v této udehnici nazev
stimuluje tvorbu
elF-1A elF-4C 435- komplexu
a vdZe se na néj
Vytvar
elF-2 elF-2 5 Met-tRNA,
ternarni komplex
fidi vazbu
elF-2A elF-2A terndrniho komplexu
k 43S-komplexu
e]F-2B elF-2B Fidf vyménu
GDP za GTP
podili se
elF-3 elF-3 na disociaci ribozomu,
véZe se na podjednotku 408
podili se
elF-3A elF-6 na disociaci ribozomu,
vaZe se na podjednotku 60S
elF-4F elF-4F rozpoznavé Sepitku m’G
a vaZe se nani
helikdza, stimuluje vazby
elF-44 elF-4A mRNA k 40S-pfediniciaénimu
komplexu
elF-4B elF-4B stimuluje aktivitu eIF-4A
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uvoliiuje cIF-faktory

elF-5 ell*-5 z pfedinicianiho komplexu,
a tim umoZiiuje spojent
podjednotek 408 a 608
elF-5A c[F-4D stimuluje na ribozomu syntézu

prvni peptidové vazby

ma stejnou funkci

EF-la EF-101 jako bakterilni

elongadni faktor
EF-Tu

mad stejnou funkei

EF-13y EF-1Py jako bakterialnf

elonga¢ni faktor
EF-Ts

md stejnou funkci

EF-2 EF-2 jako bakterialni

clongadni faktor
LEF-G

rozeznava terminadni kodon,
eRF RF stimuluje Stépeni peptidyl-
IRNA a jeji uvolnéni

7 ribozomu,

Oba faktory jsou v primarni struktufe znatng homologické s bakterilnimi a
shoduji se s nimi i ve funkci. EF-1o odpovida bakteridlnimu EF-Tu, EF-1{3y
odpovidda EF-Ts a EF-2 odpovidda EF-G. Z toho divodu i pribéh elongace
polypeptidového fetézce probiha stejné jako u bakterii.

TERMINACE CYTOPLAZMATICKE TRANSLACE. Na rozdil od bakte-
rif je v eukaryotickych buiikdch jen jeden terminaéni faktor (eRF), ktery je
zahrnut do procesii terminace syntézy polypeptidového fetézce na ribozomu.
Je-li tento faktor vazan na GTP, rozeznava terminadni kodon za soudasné
hydrolyzy GTP a uvoltiuje polypeptidovy fetézec a eRF.GDP z ribozomu (tab.
26).

VYBER ANTIKODONU PRO CTENI GENETICKEHO KODU. K trans-
laci, kterd probihd na cytoplazmatickych ribozomech eukaryotické buiiky, se
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pouZiva standardniho genetického kédu. K jeho &teni ma eukaryotické buiika
k dispozici 45 tRNA liSicich se antikodony (tab. 27). Tento polet vyhovuje
pravidlim o kolisavém parovani bazi, podle nichZ v tomto konkrétnim piipadé:

+ Kazda kodonova rodina mtize byt ¢tena tiemi riznymi tRNA.

¢ Sedm dvoukodonovych sad (Phe, Tyr, His, Asn, Asp, Cys a Ser) je &teno
sedmi tRNA s rliznymi antikodony (na kazdou sadu ptipada jedna).

¢ Pét dvoukodonovych sad konéicich na A nebo G (Leu, Gln, Lys, Glu,
Arg) je &teno deseti tRNA s riiznymi antikodony (na kaZdou sadu ptipadaji dvé
tRNA).

¢ Na Ile pfipadaji dvé tRNA s riiznymi antikodony, na Met jedna a na Trp
jedna. Nepogita se s tRNAM, nebot’ m4 stejny antikodon jako tRNAM-.

5.5.3
Translace v mitochondriich a chloroplastech

TRANSLACE V MITOCHONDRIICH. V mitochondriich probihé trans-
lace podobng jako u bakterii. Tato translace se viak tyka jen t&ch mRNA, které
se tvofi posttranskripénimi Gpravami primérnich transkriptii vzniklych prepisem
transkripénich jednotek na mtDNA.,

Translace v mitochondriich neni autonomni., N&které jeji slozky jsou
zévislé na proteinech tvofenych v cytoplazmé eukaryotické buiiky. Mitochon-
drie maji viak viechny molekuldrni druhy tRNA, které jsou k translaci
potiebné, ale nesyntetizuji se v nich aminoacyl-tRNA-syntetdzy a ribozomové
proteiny. Zde jsou zcela zdvislé na transiaci probihajici v cytoplazmé. V mito-
chondriich se také netvori iniciacni Jaktory a elongacni fakiory.

Hlavni znaky zavislosti translace probihajici v mitochondrifch na transla-
ci, kterd se uskuteéiiuje v cytoplazmé, jsou uvedeny na obr. 268.

5 Které translaépf produkty se tvofi v savéich mitochondriich, miiZeme
vyCist z obr. 208. Stejné produkty se tvoii v mitochondriich vy$8ich rostlin.

’ GENETICKY KOD MITOCHONDRII OBRATLOVCU. V genetickém
kodu mitochondrii obratloved je smysl n&kterych kodont Jjiny neZ v kodu stan-
dardnim, coZ je jeden z vysledkil evoluce genetického kédu. Kromé toho podet
tRIjIA, k.teré se li8i antikodony schopnymi &ist tento kéd se rovna 22, coZ je
zatnmu nejmenéx’. znamy podet druhti tRNA, ktery miZe zajistit translaci (tab. 28).
K poctu 22 antikodonii tRNA schopnych &ist geneticky kéd mitochondrif obrat-
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RNA- DNA - |
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nukleotidy,

transkripce,

posttranskripéni upravy

tRNA
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lovci dospéjeme, vezmeme-li v tvahu tato pravidla o kolisavém parovani bazi
uvedena v tab. 6, str. 135.

1. Obsahuje-li prvni nukleotid U v antikodonu, miZe se parovat s tfetim
nukleotidem kodonu obsahujicim A, U, G, C. Takova tRNA pieéte celou kodo-
novou rodinu.

2. Obsahuje-li prvni nukleotid modifikované U (napi'. mem’U) v antiko-

donu, miZe se parovat s tfetim nukleotidem dvoukodonové sady obsahujicim A
nebo G.

3. Obsahuje-li prvni nukleotid G v antikodonu, miZe se parovat s tfetim
nukleotidem dvoukodonové sady obsahujicim U nebo C.

TRANSLACE V CHLOROPLASTECH. Translace je podobné bakteridlni
translaci. Ribozomy jsou 70S. Podjednotka 30S obsahuje 168 rRNA a 24 prote-
iny. V podjednotce 50S je 23S-rRNA, 4,58-rRNA, 5S-rRNA a 32 proteind.
Syntéza polypeptidu na ribozomech zadind podobng jako u bakterii N-formyl-
metioninem. TéZ translace v chloroplastech se fidi stejnym genetickym kddem
jako u bakterii, tedy standardnim. V chloroplastech se viak k jeho &teni pouZiva
30 tRNA, které se lidi antikodony, coZ je umoznéno pouZitim pravidel o kolisa-
vém parovani bazi (tab. 29):

1. P&t kodonovych rodin (Val, Ser, Thr, Arg a Gly) je Cteno jako dvouko-
donové sady, tedy deseti antikodony a nikoli péti.

7. Dv& dvoukodonové sady (Leu a Ile-Met) se étou &tyfmi antikodony a
nikoli tfemi.

3 Ostatn{ dvoukodonové sady (Phe, Ile, Tyr, His, Gln, Asn, Lys, Asp,
Glu, Cys, Ser a Arg) se &tou kazda jednim antikodonem obsahujicim v prvii
pozici G nebo U.

4. Tti kodonové rodiny (Leu, Ala a Pro) a jeden kodon (Trp) se ¢tou kaz-
dé jednim antikodonem.

Poznamka: Ze stejného diivodu jako v tab. 27 nepotita se také v tab. 28
a 29 s iniciaéni tRNA.
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5.6

AKTIVACE EXPRESE
EUKARYOTICKYCH GENU
NA UROVNI TRANSKRIPCE

5.6.1
Interakce promotori se zesilovadi transkripce

ZESILOVACE TRANSKRIPCE. Zesilovade transkripce patii do katego-
rie regulacnich oblasti, které jsou vzhledem k promotoru v poloze cis (ij. na
stejné molekule DNA) a silné zvysuji jeho aktivitu. Zesilovagd transkripce miize
bezprostfedné sousedit s promotorem, mtize byt od n&ho vzdélen bud’ proti smé-
ru transkripce, nebo po sméru transkripce, p¥ipadné se miiZe nachdzet i uvniti
transkripéni jednotky. Nekteré sekvence zesilovade transkripce phsobi jako
responzivni elementy neboli RE-elementy. Takto nazyvime krdtké DNA-
sekvence (6 - 20 nukleotidt) promotorii a zesilovacy transkripce rozezndvané
vét§inou specifickymi transkripénimi faktory indukovatelnymi v diferencujicich
se buiikach. Transkrip&ni faktory, které se vdZou na responzivni elementy zesi-
lovacii transkripce, zvyduji aktivitu promotorf jednim z t&chto dvou zplisobl
(obr. 269):

1. ZvySenim po&tu molekul. To se uskute¢iiuje tak, Ze se na responzivni

specificky . obecné
transkripcni transkripéni
faktor faktory

promotor }

zesilovaé

Zesileni tiéinnosti promoto-

ru poétem molekul speci-

ICkéh? ,(ranskripcm
aktoru.

obecné
transkripéni
faktory
promator .

Chybi element pro‘[ PO O W Na zesilovadi vsak
specificky ¥ Jsou responzivni

transkripéni faktor. elementy pro

specificky

Obr. 269 transkripcni faktor.

Vztah zesilovage transkripce k promotoru pfes
specificky transkripéni faktor
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elementy, nachazejici se v zesilovadi transkripce v n&kolika kopiich a element
promotoru, navaZe ve vice kopiich stejny transkripéni faktor. ZvySeni poltu
molekul transkripéniho faktoru na zesilovagi transkripce pak vede ke zvySeni
#ginnosti transkripce fizené z promotoru.

2. Vazbou na responzivni elementy zesilovade za sou¢asné absence
této vazby na promotoru. Pfikladem tohoto zpiisobu zvy$eni G€innosti promo-
toru jsou zesilovade, které plsobi v B-lymfocytech a nikoli v kmenovych
buitkach, z nichz pochazeji B-lymfocyty. Proto teprve az v B-lymfocytech
probéhne transkripoe strukturnich genti kédujicich imunoglobuliny.

INTERAKCE PROMOTORU SE ZESILOVACEM TRANSKRIPCE. Ke
zvySeni G&innosti transkripee z pifsluiného promotoru dochdzi, i kdyz zesilovac
transkripce je od promotoru vzdélen. NevyfeSenou ziistava otazka, jak mize
zesilova¢ transkripce ovlivnit promotor z pomérng znaéné vzdalenosti. J inymi
slovy, jakym fyzikalnim mechanizmem dochazi k interakci mezi promotorem a
zesilovadem transkripce. Pfedpoklada se, Ze tato interakce se uskutecriuje pres
transkripcni faktory, a e jejim vysledkem je uvedeni RNA-polymerdzy do ak-

transkripéni faktor

}

rozpoznavaci  rozpoznavaci
(vazebné) misto (vazebné) misto
pro promotor  pro zesilovaé

transkripéni faktor

rozpoznavaci

(vazebné) misto
rozpozndvaci Pro jiny transkripéni  rozp0znavaci

(vazebné) misto faktor (vazebné? misto
pro promotor pro zesilovaé

Obr. 270 )
Vazebna mista transkrip&nich faktor a jejich interakce
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DNA DNA
A ,

promotor | zesilovaé

transkripéni faktor transkripéni faktor

faktor indukujici ohyb v DNA

Obr. 271

Schéma navozeni fyzikalniho kontaktu promotoru
se zesilovatem transkripce

tiviiho stavu, v néms milze z promotoru zahdjit transkripci. Kontakt mezi zesi-
lovaem transkripce a promotorem se pak uskutedliuje n&kterym z téchto
zplisob (obr. 270):

¢ Pfes transkripéni faktor, ktery ma rozpoznavaci (vazebné) misto jak pro
promotor tak i zesilovag transkripce.

Ad Pres transkripéni faktory vyznaCujici se rozpoznavacim (vazebnym)
mistem pro responzivn{ element zesilovage transkripce a rozpoznavacim (va-
zebnym) mistem pro jiny transkripéni faktor.

¢ Pfes transkripéni faktory, které maji rozpozndvaci (vazebné) misto pro
element promotoru a rozpoznavaci vazebné misto pro jiny transkrip&n{ faktor.

% Pres transkripéni faktory, které maji rozpoznavaci mista, jimiz se rozez-
navaji navzajem.

PribliZeni a kontakt promotoru se zesilovagem transkripce se pak muiZe
uskute€nit pomoci proteing indukujicich ohyb DNA (str. 93). Je to zndzornéno
na jednoduchém ptikladé (obr. 271), kde se piedpokladaji dva interagujici
faktory mezi promotorem a zesilovagem transkripce, které se navzajem priblizi
pomoci tietiho faktoru vyvolavajiciho ohyb v pFislu§ném aseku DNA.

Interakei téchto rozpoznavacich a soudasné vazebnych mist se muize vy-
tvofit dosti slozity komplex transkripEnich faktor spojujicich zesilovaé transk-
ripce s pFisluinym promotorem, ktery uvadi molekuly RNA-polymerazy na
promotoru do aktivni konformace pro transkripci (obr, 272).

5.6.2
Aktivace transkrip&nich faktori




5.6 AKTIVACE EXPRESE EUKARYOTICK YCH GENU NA UROVNI TRANSKRIPCE 429

specificke transkripéni faktory |

promotor

zesilovaé RNA-polymeraza Il

transkripce
obecné transkripéni faktory

3 smér transkripce

Interakci transkripénich faktord fizenych ze zesilovaée
transkripce a promotoru se uvede RNA-polymeraza do
polohy a konformace optimalni pro transkripci, takZe
transkripce mize byt iéinné zahajena. Bez pusobeni
zesilovaée transkripce by bud' viibec neprobihala, nebo
jen s nizkou uéinnosti. Syntéza specifickych
transkripé&nich faktoru je indukovéna.

Obr. 272
Uvedeni RNA-polymerazy do konformace a polohy optimalni pro transkripci
interakci transkripénich faktora

AKTIVACNI DOMENA TRANSKRIPCNICH FAKTORU. Transkripéni
faktor ma obvykle jedno misto, tzv. vazebné misto k DNA, kterym se vdze nua
responzivni element a misto, které se oznaduje jako aktivaéni doména. Tak se
oznaduje misto aktivace na transkripénim faktoru. Ve vE3ing pfipadi je akti-
vaéni doména oddélena od mista, kterym se transkripéni faktor vaze k DNA
promotoru nebo zesilovate. Aktivagnich domén mbZe byt na transkripnim
faktoru i vice ne# jedna. Transkripéni faktor GCN4 kvasinek obsahuje jednu
aktivagni doménu a jednu, kterou se vaze k DNA. Receptor pro glukokortikoid
obsahuje dvé aktivaéni domény kromé mista, kterym se vaZze k DNA a mista
vazajiciho hormon.

Existuji také transkrip&ni faktory, které nemaji vazebné misto pro DNA,
ale vyznaduji se aktivaéni doménou. Takové faktory se viak vaZou k DNA
prostiednictvim jiného transkripéniho faktoru a aktivacni doménou pak indukuji
transkripci. Napt. transaktivator VP16 viru Herpes simplex se vaze k transk-
rip&nimu faktoru OCT-1, ktery se zase véZe k virovému promotoru. Avsak akti-
vace transkripce je indukovéna aktivadni doménou faktoru VP16 (obr. 273).

Aktivagni domény transkripénich faktord nejsou viak ptisné specifické.
Dokazuji to tyto pifklady: Savéi transkripéni faktory, napf. receptor pro gluko-
kortikoid, mohou aktivovat geny v kvasinkéch, jestlize se vyzna€uji schopnosti
véazat se k jejich DNA. Transkripéni faktor GAL4, ktery normalné aktivuje
transkripci genil v kvasinkach za pfitomnosti galaktdzy, mize aktivovat transk-
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vazebné misto
&y, K promotoru 4

| vazebné misto na promotorul

Obr. 273
Aktivace transkripce aktivaéni doménou VP16 pies
transkripéni faktor OCT- 1

ripci gentt v bufikdch drozofily, tabku a savcd. Existuji tfi typy aktivaénich
domén:

¢ Kyselé domény. Znacna ¢ast téchto domén je tvofena kyselymi zbytky
aminokyselin udilejicich doméné silny zdporny naboj. Napt. aktivaéni doména
receptoru glukokortikoidu ma 17 kyselych zbytkd aminokyselin, GCN4 jich ma
60. Zaporn& nabitd doména transkripéniho faktoru VP16 ptitahuje napi. tsek
TAF I, -proteinu obsahujici sekvenci kladné nabitych zbytkii aminokyselin.

A4 Doména bohata glutaminem. Takovou doménou se vyznaduje napt.
obecny transkripéni faktor SP1.

¢ Doména hohatd prolinem. Je charakteristicka nap¥. pro transkripéni
faktor CTF/NFI1,

AKTIVATORY INICIACE TRANSKRIPCE. JiZ jsme uvedli na str. 352,
Ze iniciace transkripce, ktera je katalyzovdna RNA-polymerdzou I, je navo-
zovana obecnymi transkripénimi faktory. Z téchto faktori ty, kterymi se sesta-
vuje prediniciacni komplex navozujici bazdini transkripci, se oznadujf jako ba -
zalni transkripéni faktory. Patf{ mezi n& TFIIA, TFIID, TFIIB, TFIIE,
TFIIH. Bazilni transkripce se vyznaduje nizkou a&innosti. Ucinnost transkrip-
ce nad hladinu bazdini se zvy§i pisobenim transkripénich fakiorii oznadova-
nych jako aktivtory iniciace transkripce. Aktivétory iniciace transkripce in-
teragyji s bazdlnimi transkripcnimi faktory pfi sestavovdni prediniciacniho
komplexu a zvy$uji jeho dcinnost a stabilitu. Shritme v tomto smyslu jejich
zékladni vlastnosti:

1. Aktivator transkripce mige zvysit rychlost sestavovini Drediniciacniho
komplexu stimulaci kteréhokoli stupné sestavovactho procesu, Napt. aktivatory,
které se vazou na kyselé domény transkrip&nich faktord, interaguji piimo s fak-
torem TFIID a stimuluji vazbu tohoto faktoru k promotoru. Tim se i zrychli
proces navazani TFIIB na TFIID. Avsak tentyZ aktivator, ktery urychlil proces
navazani TFIID na promotor, miiZe nezivisle interagovat s TFIIB a stimulovat
Jjeho vazbu k TFID (obr. 274). Transkripéni aktivatory tedy mohou stimulovat




5.6 AKTIVACE EXPRESE EUKARYOTICK YCH GENU NA UROVNI TRANSKRIPCE 431

proces sestavovani prediniciatniho komplexu tak, Ze nezdvisle stimuluji vazbu
jak TFID tak i TFIIB.

2. Aktivétory transkripce mohou 163 stimulovat transkripci po sestaveni
iniciacniho komplexu, cof md za ndsledek zvySenou stabilitu a aktivitu iniciac-
ntho komplexu. To se déje tim zptisobem, Ze transkripéni aktivitor pfimo intera-
guje svou aktivatni doménou s RNA-polymerézou a zvySuje tak jeji aktivitu
nebo interaguje s jinym transkripénim faktorem, napi. s TFIID (obr. 275).

3. Aktivdtory transkripce mohou zménit konformaci transkripcniho fakio-

vazebné misto  vazebné misto
pro aktivator pro TFIiD
TATA

DNA pE

aktivator

_TATA

RS, o o .,
Stimuluje vazbu L/

TFIHD. TEND
(D—=

Stimuluje vazbu
TFIB.

Obr. 274
Vliv aktivatoru na TFIID a TFIB
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DNA

aktivator

' «— aktivaéni
doména

Pfima interakce aktivatoru transkripce
s RNA-polymerazou Il.

- transkripce
polyrrltleraza merm————

Interakce aktivatoru
transkripce s TFIID, ktery
pak reaguje
s RNA-polymerazou Il

transkripce
polyrr'lleréza e

Obr. 275
Schéma pfimé a nepfimé interakce aktivatoru transkripce
s RNA-polymerazou Il

ru TFIID vazaného na promotor tim, Ze pFimo s TFIID reaguji. Napf. za nepfi-
tomnosti aktivitoru GAL4 se TFID vaZe jen na TATA-box promotoru. Za
pritomnosti 5 molekul kyselého transkripéniho aktivatoru GAL4 vézanych na
pét mist blizko promotoru se zméni konformace TFIID v tom sméru, e tento
faktor pokryje isek od TATA-boxu az ke startovacimu nukleotidu a miZe pak
probéhnout transkripce (obr. 276).

KOAKTIVATORY TAF. Ve vétsing piipadi aktivatory transkripce inte-
raguji s TBP-proteinem transkripéniho faktoru TFIID. Pro aktivaci iniciace
transkripce je proto tato interakce TBP s aktivatorem rozhodujici. V mnoha
piipadech v8ak k aktivaci iniciace transkripce in vivo nedochazi jen za piitom-
nosti TBP-proteinu, ale je k ni nutny cely komplex TFIID, tj.

TBP + TAF-faktory.
Z tohoto faktu vychazi model zalo¥eny na interakei aktivatort s TBP pies

TAF-faktory. Podle tohoto modelu tyto faktory —plsobi jako koaktivatory,

kterymi jsou aktivatory spojeny s bazilnim transkripénim komplexem (obr.
277). V hrubych rysech koaktivatory TAF piisobi takto:
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mista GAL4

mista GAL4 TATA Y

Obr. 276
Schematické znazornéni zmény konformace TFIID
pod vivem transkripéniho aktivadtoru GAL4

1. Riizné typy aktivaénich domén mohou interagovat s rznymi TAF-fak-
tory.

2.V riiznych tkanich existuji rizné formy TFIID, které se svym sloZenim,
co se yée TAF-faktors, lisi. To mé znaény vyznam pro expresi specifickych
genti bunék p¥isluiné tkang. Napi. TAF,;105 se syntetizuje jen v B-lymfocytech.
Lze tedy uzaviit, 2e TAF-faktory maji kli¢ovy vyznam v transkripci jednak tim,
e pilisobi jako koaktivatory, kterymi se zprostfedkuje odpovéd’ na specifické
aktivatory transkripce a jednak tim, Ze reguluji vazbu TFIID na promotory.

koaktivatory

aktivator
transkripce \

TATA

Obr. 277
Nepiima interakce aktivatoru transkripce s TBP
pies TAF
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KOAKTIVATORY CBP a p 300. CBP- a p300-koaktivatory jsou piibuz-
né a vyznaduji se koaktivaéni aktivitou vzhledem k Siroké skupiné transk-
rip&nich faktori (obr. 278). Schopnosti interagovat s tak rozsahlou skupinou
transkripénich faktorli se fadi do centra signalnich drah v builce a maji proto
zna¢ny vyznam v aktivaci gendl navozené signalnimi drahami.

VLIV AKTIVATORU TRANSKRIPCE NA STRUKTURU CHROMATI-
NU. Pfed transkripci p¥isluiného mista chromozomové DNA musi dojit k tako-

cAMP
svalova I
diferenciace cholesterol
‘\ CREB /
viyoD I SREBP
/ steroidy
forbolestery | intracelularni retinova kys.

stimulace ™ AP1 1 receptory hormon

ristu / \ stitné zlazy

STAT-faktory NF-kB
p53 ]
interferony cytokiny
cytokiny forbolestery

zastaveni rdstu

CREB =Transkripéni faktor vézajici se na responzivni element pro cAMP.
SREBP = Protein vazajici se na responzivni element reagujici
na sérum.,
STAT = Prena8ec signélu a aktivator transkripce.
NF-<B = Transkripéni faktor B-lymfocytu.
MyoD = Transkripéni faktor kosterniho svalu.

Toto schéma bude lépe pochopeno aZ po prostudovani
kapitoly pojednavajici o signalnich drahéach.

Obr. 278
Pfehled interakei koaktivatoru CBP/p300 s transkripénimi
faktory aktivovanymi signalnimi drahami
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vym zménam ve struktuie chromatinu, které umozZiiuji vazbu transkripénich
fFaktort k DNA. Tyto zmény, které jsou vyvolany vazbou specifického transk-
ripéniho faktoru, zplsobi zmény v usporadani nukleozomii v mist&, kde bude
probihat transkripce. V nejjednodus$im piipadé se tak déje podle obr. 279 tim
zptsobem, Ze transkriptni faktor stimuluje transkripci vazbou na DNA a

temisténim nukleozomi. Tim se pfipravi podminky pro navizini transkripéni-
lho aktivatoru.

PoZITIVNI A NEGATIVNI UCINEK TRANSKRIPCNICH FAKTORU
N A TRANSKRIPCI. VétSina transkripénich faktori plisobi na transkripci pozi-
tivnd, tj. stimuluje, aktivuje transkripéni jednotky k transkripci. V posledni
dobé viak piibyva informaci t¢Z o negativnim G&inku transkrip&nich faktord, tj.
represi transkripce, ktera méZe probihat nékterym z téchto dvou zplisobii:

1. P¥imou represi spodivajici v tom, Ze represor (inhibicni transkripcni
_fektor) primo zeslabuje aktivitu prediniciacniho transkripcniho komplexu.

2. Nepiimou represi, kterd spocivi v tom, Ze represor interaguje s akti-
veitorem v tom sniyslu, Ze blokyje jeho cinnost.

Na zékladé dosaZenych vysledkl byla jiz rozpracovana fada velmi zaji-
mmavych modeld vysvétlujicich pfmou a nepfimou represi. Z divodi, Ze ne-
chceme zabihat do podrobnosti, odkazujeme v tomto na specidln{ literaturu.
Piesto jeden pifklad uvedeme, a to je vliv Drl-proteinu na tvorbu piediniciatni-
hho komplexu. Tento protein inhibuje sestavovani piediniciatniho komplexu.
WV ave se totiz na TBP a brani pak tomu, aby s¢ TFIID navéazal na transkripéni
faktor TFIB. Je to piiklad piimé represe transkripee (obr. 280).

REGULACE AKTIVITY TRANSKRIPCNICH FAKTORU. V mnoha
piipadech se piislugny transkripéni faktor nachézi nejdifve v inaktivni formé,
ve které se nevyznaduje Zadnym G&inkem na transkripei. Teprve piechodem do
aktivni formy stimuluje transkripci piisiudnych gend. Zda se, Ze obméiiovani
aktivity transkripénich faktor(i je rychly a pruzny prostfedek regulace aktivity
transkripénich jednotek. Mechanizmy, kterymi se uskutedtiuje prechod transk-
ripénich faktort z jejich inaktivniho stavu do stavu aktivniho, umoZriuji pFimou
vezbu indukcniho Ginitele s aktivovanym transkripénim faktorem a neni k nim
zapottebi sloZitého mechanizmu regulace aktivity jinych transkripénich faktord.
Priedstavuji tedy vysoce efektivni prostiedek umo#iiujici specifickym signalnim
draham indukovat zmény v aktivitd transkrip&nich faktorti v buiice a ovlivitovat
tak expresi gen.

Obecng existuji tyto &tyfi zplisoby aktivace transkripénich faktor v je-
jich reakei na indukéni &initele (obr. 281):

1. Ligandem navozend konformadni zména transkripéniho faktoru
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responzivni responzivni
elementpro element pro
transkripéni transkripéni nukleozom

faktor X aktivator A
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lellAl

Vazba transkripéniho faktoru X vede
k premisténi nukleozomu.

@é’lm’ transkripcni faktor X

DNA
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Premisténim nukleozomu je umoznéna
vazba aktivatoru.

aktivace
transkrip

v ranskripce
Obr, 279

Schéma jedné z moznosti otevieni chromatinu pro transkripei

do stavun aktivniho. Ligand se miZe vazat na pGvodné inaktivni transkrip&ni
faktor a aktivovat ho. Napf. ptivodng inaktivni hormonovy receptor jako trans-
kripéni faktor se aktivuje vazbou steroidniho hormonu plsobictho v tomto
piipadé jako ligand.

2. Konformacéni p¥echod transkripéniho faktoru do aktivnfho stavu
navozeny odstranénim inhibiéniho proteinu z transkrip&niho faktoru. P¥i-
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TFID

Za nepfitomnosti
Dr1 se pfediniciaénf

Sestavovani komplex sestavuje.

pfediniciaéniho
komplexu je
inhibovano. ~

nefunkéni komplex funkéni komplex

Obr. 280
Inhibiéni d&inek Dri-proteinu na sestavovani piediniciaéniho komplexu

kladem je transkripéni faktor NF-xB, ktery aktivuje k-subgeny v B-lymfo-
cytech, je plvodné vlivem inhibitoru, ktery se na n&j vaze, inaktivni. Aviak
uvoln&nim tohoto inhibitoru se stane aktivnim a véZe se na svilj responzivni
element.

3. Konformadni prechod transkripéniho faktoru do aktivniho stavu
navozeny fosforylaci. Inaktivni transkripéni faktor se stane aktivnim po fosfo-
rylaci na hydroxylové skuping serinu, treoninu nebo tyrozinu (obr. 6, str. 20).
Fosforylace proteinti, tedy i transkripénich faktord, je katalyzovana protein-
kinazami, které prendseji y -fosfatovou skupinu z jejiho donoru ( ATF) na
aminokyselinovy zbytek (serin, treonin nebo tyrozin) jejiho akceptoru, coZ je
protein. Odstranéni fosfatové skupiny (defosforylace) hydrolyzou z fosforylo-
vaného proteinu je katalyzovano fosfoproteinfosfatazami vyznalujicimi se
specificitou vzhledem k proteinu jako substratu (obr. 282). Fosforylaci se méni
biochemické vlastnosti proteinu, dochazi ke zméné jeho umisténi uvnitt buiiky,
ke zvySené citlivosti k proteolyze, ke zménam v interakeich s jinymi proteiny
atd. Defosforylaci se navozuje piivodni stav. Je-li timto proteinem transkripeni
faktor, obréZeji se pak tyto zmé&ny vyvolané fosforylaci nebo defosforylaci v je-
ho interakei s promotorem nebo zesilovadem transkripce. (Poznamka: V' nékte-
rych pripadech naopak defosforylaci se stane transkrip&ni faktor aktivni).
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1. Konformaéni zména transkripéniho faktoru zptusobena ligandem.

inaktivni aktivni

inaktivni l' ligand aktivni

2. Konformaéni zména transkripcniho faktoru zpisobena
odstranénim inhibi¢niho proteinu.

inaktivni aktivni

mgg"e‘hf .

inaktivni inhibi&ni | aktivni

protein

3. Konformacni zména transkripéniho faktoru zpisobena fosforylaci.

fosforylace

inaktivni aktivni
ATP ADP

inaktivni aktivni

4. Stabilizace aktivni formy transkripéniho faktoru proti
Jeho odbourani.

inaktivni aktivni

e

inaktivni aktivni
Obr, 281

Zpusoby aktivace transkrip&nich faktorti navozené indukénim agens
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Obr. 282
Enzymova katalyza fosforylace a defosforylace

Proteinkinazy jsou vak také plivodng inaktivni a ke katalytickému ugin-
ku jsou aktivovany bud’ piimo, nebo nepiimo. P¥{mo jsou aktivovany, jestliZe
jsou slozkou receptoru v membrané buiiky. V takovém pfipadé ligand (ristovy
faktor nebo hormon) vézajici se na receptor aktivuje proteinkindzu jako slozku
receptoru. Neptimy zplisob aktivace je vyvolin druhym prenaSecem signilu,
co? byva cAMP, cGMP nebo Ca*'-ionty aj. Druhy pienaged se tvoii ve zvySené
koncentraci po aktivaci receptoru ligandem. Vazbou druhého prenaSefe na
proteinkinazu dochdzi k jeji aktivaci. Aktivace specifické proteinkindzy vede
pak k fosforylaci transkripéniho faktoru (obr. 283).

4. Stabilizace aktivni konformace transkripéniho faktoru proti jeho
odbourfni. Napf. transkrip&ni faktor NF-xB je inaktivni v komplexu s IxB. Po
vystaveni induk&nimu giniteli se I«B fosforyluje a odbouriva. Zbyly NF-kB je
pak v aktivni konformaci.

5.6.3
Homeotické proteiny, metylace gen,
regulace alternativniho sest¥ihu

HOMEOTICKE GENY. U D. melanogaster byly zjistény geny, jejichz
mutace podmifiuji pfeménu jedné édsti téla v jinou Cdst (napt. tykadla v nohu
aj.). Tyto geny byly oznadeny souhrnng jako homeotické gemy. Sekvence
téchto genii se neomezuje jen na drozofilu, ale vyskytuje se v genech, které se
podileji na regulaci embryonélniho vyvoje t€Z u jinych zivodichil. Tato konzer-
vativni DNA-sekvence, kterd je dlouhd asi 180 bp a vyskytuje se v homeaotickych
genech drozofily a jinych Zivocichi, u nichi se exprimuje predev§im v ranych
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Aktivace receptoru hormonem nebo rastovym faktorem
godnét z vnéjska buriky).

' 'membréna buvﬁky

Aktivace proteinkinazy.
ihy prenasec |

N Odpovéd’ na
)G — hormon nebo
rustovy faktor.

Obr. 283
Aktivace proteinkinazy podnétem z vnéjska buriky

Jazich embryondlniho vyvoje, byla oznadena jako homeobox. Proteiny, tzv.
homeotické proteiny, které jsou kédovany homeotickymi geny, maji jednu
spolecnou funkci: vdZou se na specifické DNA-sekvence a reguluji expresi genil
na vrovni transkripce. Rada geni, které kéduji transkripcni faktory, obsahuje
homeobox nebo jeho motiv. Transkripéni faktory kédované témito geny maji
strukturu, ktera je charakteristickd pro homeodomény (obr. 94, str. 117). Napf.
protein kédovany u drozofily genem fiz se vaZe na sekvenci:

TCAATTAAATGA

a stimuluje expresi genu, ktery tuto sekvenci obsahuje. Produkt jiného genu
(engrailed protein) se véze ke stejné sekvenci a inhibuje aktivaci navozovanou
produktem genu fiz. Z toho je zfejmé, Ze exprese samotného genu fiz v buiice
aktivuje urgité geny, ale nema Zadny G&inek za p¥itomnosti proteinu "engrai-

led". Produkty homeotickych genit tedy silné ovliv-

nuji vyvoj buiiky.
NH2
& VLIV METYLACE NA EXPRESI GENU. By-
N CH3 lo zjist€no, Ze geny, které se v daném vyvojovém
y _CH stadiu mnohobunééného organizmu nevyjadiuji, jsou
0 h‘ melylovdny. Naopak geny, kieré se aktivaé vyjadiuji,

Jsou demetylovdny. Je vcelku ziejmé, Ye metylace a
demetylace souvisi s expresi genfi. Metyluje se C5
cytozinu (obr. 284). U zivotichl se cytozin metyluje

5-metyleytozin
Obr. 284
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v sekvenci (metylace je oznacena *):
-C#-p-G-
a u rostlin v sekvenci:
-C#*-p-N-p-G-,

kde N je jakykoli nukleotid. Metylace je katalyzovdna DNA-metylazou. Po
prvni replikaci metylované DNA je pfechodné metylovan jen matricovy fetézec,
kdezto jemu komplementarni dcetiny metylovan neni. Molekula DNA, ve které
Jen jeden Fetézec je metylovdn, se oznaCuje jako hemimetylovani. DNA-
metylaza rozezna brzy metylovany fetézec a komplementarni zmetyluje. V této
souvislosti je nutno zdOraznit, Ze metyldza rozezndvd jen hemimetylovanou
DNA. To znamena, jestlize se do buiiky zavede nemetylovana DNA, pak jiZ
nebude de novo v této buiice metylovéna.

Tvrzeni, Ze metylace zastavuje expresi genii a Ze k jejich expresi je nutnd
demetylace, Ize povazovat za obecné pravidlo. Jako kazdé pravidlo i toto ma
vyjimky; byly zjistény geny, které se vyjadiuji i za podminek jejich metylace.

VTISKOVANI. Jev, ktery se oznaduje jako vtiskovani, je pravdépodobné
zpUsoben metylaci. Rozumi se jim zména v expresi genu, kterd se uskutecriyje
béhem prechodu genu pfes spermii nebo vajicko a md za ndsledek, Ze saméi a

e o
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T
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mysi embryo

W ”W alela sam&i

— metylace cytozinufe—

WC alela samiéi
GC
b3

dospéli
jedinci )
samec samice

l Obé alely jsou l

demetylovany.

spermie vajicko
D Béhem (
l gametogeneze

se obnovi
plvodni stav.
[ol¢]
ATV
ineho nebo
AVAYSeaVala
Obr. 285

Schéma vtiskovani u mysi

primarni transkript
1

primarni transkript

[1]2]4]5]6[7[8]mRNA tra [1]2]3]als]6]7]8]

samicka

samed&ek

tra-2 mRNA[1]374] primarni transkript [1]2]3]4|mRNA
dsx

samicka samedéek

+
mRNA[1]2[3 [4] [1]2]3]5]6 jmRNA
Obr. 286
Alternativni sestiih uréujici pohlavi u Drosophila melanogaster
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alternativnim sestéihu primérni transkript sestfihovan v riznych tkanich rizné
(str. 383). Molekuly mRNA vznikajici takto sestfihem se pak v téchto tkdnich
piekladaj do rGiznych transla¢nich produkti. To jinymi slovy znamena, Ze Gpra-
va sestiihem je v piislusné tkani specificky regulovana za produkce urditych
molekul mRNA. U priméarniho transkriptu sestiihovaného do mRNA, ktera se
preklada v butikach §titné Zlazy do kalcitoninu a v neuronech do CGRP, rozho-
duje specificky protein - faktor sestiihu, ktery se tvofi jen v neuronech, kde
navozuje sestfih do mRNA piekladané do CGRP (obr. 248, str. 388).

Obecné lze Fici, Ze urdity zpiisob alternativniho sestiihu vyZaduje pritom-
nost specifickych faktorit sestfihu, jejichZ mechanizmus Géinku na primarni
transkript neni znim. U drozofily je alternativnim sestiihem uréeno pohlavi.
Geny sx/, tra a dsx, které sc na tomto procesu podileji, patii kazdy do jiné
transkripdni jednotky. Tyto transkripéni jednotky se piekryvaji poskytujice
kazd4 jeden priméarni transkript (obr. 286).

Primarni transkript genu sx/ produkuje protein stimulujici sestiih jednak
své vlastni RNA, co? je specifické pro sami¢ky a jednak sestiih primarniho
transkriptu genu fra. Protein produkovany mRNA priméarniho transkriptu genu
fra stimuluje u samigek v zavislosti na produktu genu #ra-2 sestfih primarniho
transkriptu genu dsx.
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5.7
MOLEKULARNI MECHANIZMY
SIGNALIZACE

5.7.1
Zakladni pojmy

Z predchozi kapitoly by mélo vyplynout, Ze transkripce jako prvni a
zakladni stupeil genové exprese buiky je zavisla na piitomnosti aktivovanych
transkripénich faktori. Mohli bychom obrazné fici, Ze transkripce prisluiného
genu se zapind, jsou-li pohotové prislusné aktivni transkripcéni faktory. V opad-
ném piipad€ se vypina. Signély k aktivaci transkripénich faktord jsou extrace-
lularni, na néZ navazuji intracelularni. Buiika se jevi jako velmi sloZity regu-
laéni systém, ktery odpovida na vng&jsi signaly zménami v expresi genii. Tyto
zmé&ny mohou byt na Grovni transkripce, translace, ale i na tirovni posttransiaéni
(str. 152, obr. 122). V této kapitole se budeme zabyvat transkripéni Grovni, tedy
prvnim stupném genové exprese. Ale je tieba, abychom si (ivodem v nésle-
dujicim odstavci ujasnili nékteré pojmy, které budeme pouzivat.

SIGNAL, SIGNALNi MOLEKULA. Fyzikdini faktor, kterym se zpro-
stiedkuje a preddva néjakd zprava (informace), oznalujeme jako signal. Tim
mize byt n€jaka mala molekula, makromolekula, svétlo atd. Mald molekula
nebo makromolekula ve funkci signdlu se oznaluje jako signalni molekula.

Signalni molekuly mohou byt:

¢ Extraceluldrni, tj. jejich zdroj (piivod) je mimo butiku, ktera je ve funkci
jejich piijemce (cilova buiika). Reaguji s buiikou prostiednictvim molekul, jez
se oznaluji jako receptory. Signdini molekula vazajici se na receptor se ozna-
¢uje jako ligand.

® Intraceluldrni, tj. jejich zdroj je uvniti butiky.

Mezi extracelularni signdlni molekuly patfi hormony, riistové faktory a
neurotransmitery. Intracelularnimi signalnimi molekulami jsou druzi p¥ena-
Sedi signalu (napf. cAMP) a rizné slozky cesty pienosu signalu (G-proteiny,
Ras-protein aj.).

INTRACELULARNI SIGNALIZACE. Ngkteré extracelularni signalni
molekuly pronikaji plazmatickou membranou buiiky a reaguji s intracelularnimi
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1. Endokrinni signalizace.

SIGNALIZUICT
BUNKA - &

"CILOVA '
BUNKA

Obr. 287
Zpusoby extracelularni signalizace

Jici buitky na receptor cflové buiiky (extraceluldrni signalizace) a ndsledné do
nitra cilové buniky (intraceluldrni signalizace) zahrnuje vytvdfeni Fetdzce
signdinich molekul, z nichz kaidd pfend§i informaci v poradi na dalst molekulu.
Extraceluldrni signdlni molekula zachycend cilovou busikou a nazyvana v této
souvislosti jako prvni p¥enaSeé (posel) signalu vede Sasto k produkci malych
a prrechodnych signdlnich molekul uvnitf cilové buriky, které se oznacuji v pofa-
df jako druzi pFenaSeti (poslové) signalu. Tito pak aktivuji nebo méni aktivitu
dalSich sloZek signdlni drdhy (tfetich prenasedt signalu atd).

Jednim z dileZitych znakd druhych prenadedt signalu je, %e zesilujf
prvodni signdl (extraceluldrni signdl), ktery by samotny pro aktivaci transk-
ripcniho faktoru nestadil. Tento jev se oznaduje jako zesfleni neboli amplifika-
ce signalu. Znézoriiuje ho obr. 288. Zde se ligand (hormon) navaze na receptor,
ktery pak aktivuje enzym (napf. adenyléateyklazu). Enzym pak katalyzuje synté-
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spoéivajici v tom, Ze jedna signalizujici slozka fosforyluje a aktivuje druhou
slozku, ktera pak uskutedni tentyZ d&j na tieti atd., dokud se nedoséhne nejzazsi
cilové molekuly jako konedného p¥ijemce signalu. Fosforyladni déje jsou kata-
lyzovény proteinkindzami. Jako proteinkinaza se oznaduje enzym katalyzujici
Josforylaci jedné nebo vice hydroxylovych nebo fenolickych skupin v protei-
nech, pricem? k fosforylaci vyuziva ATP jako donor fosfdtové skupiny. Co se
tyce fosforylace aminokyselin, odkazujeme na obr. 6, str. 20.

Katalyza fosforylace a aktivace proteinkindzy byly vysvétleny na str. 437
- 439, obr. 282 a 283. V dalSich odstavcich jsou popsany hlavni skupiny pro-
teinkinaz.

SERIN/TREONINPROTEINKINAZY. Fosforyluji v cilovych proteinech
zbytky serinu nebo treoninu (hydroxyly serylu nebo treonyly). Patii sem:

1. cAMP-dependentni proteinkindza (zkr. PKA) neboli proteinkindza
A. Aktivita této proteinkindzy je regulovana cAMP. Typ I této proteinkinazy,
se kterym se budeme setkavat v této udebnici, je tetramer, v ném dva protome-
ry jsou katalytické (C) a dva reguladni (R). Tetramerni protein je viak katalytic-
ky inaktivni, jelikoZ ob& katalytické podjednotky C jsou blokovany reguladnimi
R. Vazba &ty molekul cAMP zpiisobi, Ze se regulaéni protomery oddéli od
katalytickych, které pak mohou fosforylovat riizné proteiny (obr. 289). U typu
II reguladni podjednotky zprostfedkovavaji spojeni s membranou. Toto spoje-
ni (zakotveni do membrény) se uskute¢iiuje ptes zakotvujici proteiny protein-
kinazy A (zkr. AKAP-proteiny), na které se regulaéni podjednotky vazou.

2. ¢cGMP-dependentni proteinkinaza (zkr. PKG). Jeji aktivita je regu-
lovdna cGMP. Vyskytuje se v hladkych svalech, srdci, plicich a2 mozku.

3. Proteinkinazy C, zkr. PKC. Je 11 izoforem PKC fosforylujicich
rizné substraty, které se klasifikuji do &ty¥ rodin. Jsou specifické pro uréity typ
bunék a rozmisténé do riznych jejich &asti. Konvenénimi enzymy jsou PKC a,

proteinkinaza zavisla na cAMP

regulaéni  katalytické
podjednotky podjednotky

cANIP

‘ (o4
+ —
C c
inaktivni aktivni

Obr. 289
Aktivace proteinkinazy zavislé na cAMP




5.7 MOLEKULARNI MECHANIZMY SIGNALIZACE 449

B a7y, které jsou vazany na plazmatickou membranu a aktivoviny v membrané
diacylglycerolem, fosfatidylserinem a Ca"'-ionty.

4. Ca**/kalmodulin-dependentni proteinkinaza II neboli Ca**-CAM-
dependentni proteinkinza IT ( EC 2.7.1.123). Je to enzym se $irokou specifi-
citou substratu, kterym miiZe byt tryptofanhydroxylaza, glykogensyntaza koster-
niho svalu, proteiny sdruZené s mikrotubuly, iontové kanaly a transkripéni fak-
tory. Je aktivovana ionty Ca"'. Katalyzuje v proteinech fosforylaci zbytkit serinu
a treoniny. Existuji daldi typy této proteinkindzy (I, lIT a IV), o kterych v této
uéebnici nepiteme. Kalmodulin je protein vdzajici 4 ionty Ca’". MiiZe aktivo-
vat razné eukaryotické enzymy zahrnujici adenylatcyklazu mozku, kindzu
lehkych fetézed myozinu atd.

TYROZINPROTEINKINAZY. Fosforyluji v cilovych proteinech zbytky
tyrozinu (hydroxyl tyrozyly). Patii sem:

1. Receptorové tyrozinproteinkinazy. Jsou soucasti receptort, a tedy
vazané na plazmatickou membranu (str. 462).

2. Nereceptorové tyrozinproteinkinazy. Na rozdil od receptorovych
proteinkindz nejsou soudasti receptorti. Chybi jim transmembranové a extrace-
lularni domény charakteristické pro receptory riistovych faktori. Viechny nere-
ceptorové proteinkinazy, které fosforyluji tyrozin, maji sekvenéné homologicky
asek o délee zhruba 300 aminokyselin, ktery podmifiuje vlastni katalytickou
aktivitu kindzy. Oznaduje se jako kindzova doména. Jak receptorové tak i nere-
ceptorové proteinkinazy se vyznaluji sekvenéni podobnosti v celé kindzové
doméng. Nereceptorové tyrozinproteinkinazy se déli do téchto rodin:

¢ Proteinkinazy Sre-rodiny. Patii sem tyto tyrozinproteinkinazy: Blk,
Csk, Fgr, Fyn, Hek, Lek, Lyn, Sre, Yes, Yrk. Obsahuji domény SH2, SH3 a
kindzovou doménu SH1. Myristylaci jsou zakotveny do plazmatické membrany.
Myristylaei se rozumi enzymové zavedeni myristylu, tj.
CH,(CH,),,CO-

do proteinu pomoci koenzymu SCoA. Myristylované proteiny se vaZou na speci-
fické membranové receptory a jsou takto pfipevnény k plazmatické membrané.
Prototypem tyrozinproteinkinaz Src-rodiny je tyrozinproteinkinaza pp 607,
kterd je kodovana genem c-src. Na obr. 290 jsou porovnany receptorové
proteinkindzy s nereceptorovymi Src-proteinkindzami fosforylujicimi tyrozin.
Je zigjmé, Ze:

a) nereceptorové a receptorové tyrozinproteinkindzy maji SH1-domdénu,
co je viasini katalytickd doména;

b) nereceptorové Src-kindzy maji jesté oblasti homologie Src2 a Sre3
neboli domény SH2 a SH3, kreré se v receptorovych kindzdch nevyskytuji;
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receptory (napf. steroidy, oxid dusnaty). Vét§inou jsou viak hydrofilni povahy a
zistavaji pak vné€ builky a interaguji se strukturou buitky nebo s receptory sdru-
Zzenymi s membranou buriky. Touto interakci zméni receptor svou konformaci,
kterou je indukovana enzymova aktivita uvniti builky a fada aktivaénich déji az
po aktivaci proteing (napt. transkripéniho faktoru) vedouci k vysledné odpovédi
buiiky na signal. Rada spfaZenych intraceluldrnich pochodit spusténych (za-
pnutych) vazbou extraceluldrni signdini molekuly na receptor a prevddénych
na cilovou intraceluldrni molekulu, kterou se realizuje odpovéd buiiky na
extraceluldrni signdl, se oznaluje jako draha ¢éi cesta pienosu signalu neboli
téZ intraceluldrni signalizace. V této uéebnici se budeme piedeviim zabyvat
jen t&mi intracelularnimi signalizacemi, v nichZ koneénym déjem je odevzdani
signalu na posledni cilovou (pfijimaci) molekulu ve funkci transkripéniho fak-
toru, ktery se pfijetim signalu aktivuje k zapnuti transkripce jako kone&né odpo-
védi na extracelularni signal.

EXTRACELULARNI SIGNALIZACE. Jako extracelularni signalizaci
oznalujeme prenos signdlu z buiky, kterd je jeho zdrojem, na recepior cilové
buitky, kterd tento signdl prijimd. Uvedeme nékteré zplisoby tohoto prenosu.
Jsou to (obr. 287):

1. Signalizace endokrinni. Pro tento zpiisob signalizace je charakteris-
ticka znadnd vzdalenost, kterou musi urazit signdlni molekula (napt. hormon)
od svého zdroje, tj. buriky (signalizujici butika), kterd signadl vysild, ke svému
receptoru v cilové burice.

2. Signalizace dutym spojem. Zde se vytvoli pfi t&sném kontaktu
tubularni struktura mezi signalizujici buiikou a cilovou butikou. V mistech, kde
se tyto dv& buiiky tésn& stykaji, jsou proteiny, z nichz se tato tubularni struktura
vytvati (obr. 23, str. 43). Tubuldrni strukiura spojujici obé buritky je dutd a
oznaduje se jako duty spoj. Timto spojem prochazi ze signalizujici buriky do
cilové butiky signalni molekuly o molekulové hmotnosti men3{ nez 1 200. Jsou
to napt. Ca**-ionty a cAMP. Priichod pfes duty spoj vSak neni pro vSechny pfi-
pady volny. Rychle se uzavir, jestlize se zvy3i koncentrace ionti Ca™a H'". Do-
chazi k tomu napt., kdyZz sousedni buiika odumira.

3. Signalizace autokrinni. Je to zplsob signalizace, pii které stejnd
buika je soucasné zdrojem signdlu i jeho pFijemcem.

Existujf jesté dalsi zpisoby signalizace, které se viak netykaji (nebo to
zatim nevime) signalizace sméfujici k aktivaci transkrip&nich faktorld. Znovu
zdiirazitujeme, Ze zde si v§imame jen téch signalizaci, o kterych je zatim znamo,
%e n&jakym zpiisobem ovliviuji v konegné fazi aktivitu transkrip&nich faktord.

AMPLIFIKACE SIGNALU. Mechanizmus pfenosu signalu ze signalizu-
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igand vnéjSek buiiky

plazmaticka
membrana

aktivace

vnitiek bunky MfN

druhy pfenaseé signalu  druhy prenasec signalu druhy pfenadec signalu

th‘

proteinkinaza protemkmaza proteinkinaza

Mfm

fosforylace fosforylace fosforylace

Mfm

Fosforylaci se v tomto pfipadé aktivuji
tii enzymy, z nichZ kazdy katalyzuje
syntézu veikého mnoZstvi vyslednych molekul.

Obr.288
Schéma amplifikace signalu

zu molekul druhych prenagedi (napt. cAMP). Témi se pak aktivuji proteinkina-
zy, které zase katalyzuji fosforylaci dalSich atd. Na kaZdém kroku se signdl zesi-
luje mnozstvim produkovanych dalsich signdinich molekul.

Diive neZ pristoupime k vysvétlovani rdznych zplsobd signalizace, je
tieba se zminit alespoil v prehledu v kapitoléch 5.7.2 a 5.7.3 o enzymech, které
katalyzuji jednotlivé stupné& signélnich drah.

5.7.2
Piehled proteinkindz uplatitujicich se v signdlnich drahach

Pienos signélu se uskutediiuje pes kaskddu postupné enzymové aktivace
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¢) nereceptorové Src-kindzy maji da-

receptor PDGF )'t% le navic doménu SH4, coZ je konvencni
g sekvence na aminokyselinovém konci, kte -
rou se vdzou na myristovou (tetradekano-
2 vou) kyselinu;

membréna

Hﬁﬂﬂﬂﬂﬂg

ﬁ H d) myristylovand  nereceptorovd
tyrozinproteinkindza, napt. pp 60°™°, se vd-
n ﬂ Ze ke svému receptoru v membrdné (to ne -
ni viak receptor pro ristovy faktor!!!),
Aktivace Src-tyrozinproteinkindz je
regulovana podle modelu vysvétleného na
pp60°*(obr. 291). Doména SH2 je vazeb-

receptor kyselina
myristova

SH3 [Tyre781 nym mistem pro specifické aminokyseli-
SH2 i Tyr-857 nové sekvence obsahujici fosforylovany
Tyr-527, tj. tyrozin v mist& 527 aminoky-
selinové sekvence. Takové sekvence jsou
SHA1 é COOH soucasti kindzové domény. V piipads, Ze
Iggrizéo: yr-416 receptorovd 5 Tyr—52,7v kinazové doméxlly SHI1 fosfo’ry-
tyrozin- luje, navaze se tato doména na doménu
ng:” proteinkinaza 115 , aktivni misto kin4zy se tim zabloku-
nereceptorova Je. Proto proteinkindza piestane byt aktiv-

tyrozinproteinkinaza ni. Jeji aktivita se obnovi napt. takto:
Doménou SH2 se miZe na Tyr-527

Obr. 290

Schéma receptorovych a (déle. fosfory{oYflnl)’/ tyrozin) nalvézat téz
nereceptorovych proteinkinaz ~ Protein vyznadujici se touto doménou (obr.
fosforylujicich tyrozin 291). Je-li  aktivita takového proteinu re-
gulovdna ristovym faktorem, pak aktivni
misto proteinkindzy se odblokuje v zavislosti na koncentraci ristového faktoru.
Takovym proteinem je GRB2-protein, ktery se vdze doménou SH2 na fosfory-
lovany tyrozin RTK-receptoru a SH3-doménou na sos-protein (obr, 298, str.
462). Proteiny vyznacujici se SH2-doménou, kterou se mohou vdzat na fosfory-
lovany tyrozin RT, K-receptoru a soucasné prostiednictvim SH3 k Jinému protei-
nu, se oznaCuji jako adaptorové molekuly neboli té2 She-molekuly.

L4 Proteinkinizy Janusovy rodiny neboli Jak-rodiny. Do této rodiny patii
proteinkindzy Jakl, Jak2 a Jak3, dale Tyk2. Tyto proteinkindzy neobsahuji
ani SH2- ani SH3-doménu. Obsahuji viak doménu tyrozinkinazovou nebo po-
dobnou tyrozinkindzové a jsou p¥mo aktivovéany receptory pro interferon (IFN-
receptory) a tyto receptory fosforyluji, co? vede k tomu, Ze se na fosforylované
receptory mohou vazat STAT-proteiny (vysvétleni je na str, 466).

® Proteinkindzy Syk-rodiny. Patfi sem proteinkindzy Syk a ZAP-70.
Nejsou myristylovany. Maji dvé SH2-domény.
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V normalnich buiikach je pp60 c-sre Protein, ktery se vyznacuje doméno
fosforylovén na tyrozinu -527 amé  SH2 se nav?iffe nayTyr-5217 a tim u
velmi nizkou proteinkindzovou umozni odblokovani .

aktivitu nebo Zadnou. gc-sre

aktivniho mista vpp6

S | I T

membrana

SRR RIRI RN

AKP-Tyr=527

kinazova doména

Aktivni misto je blokovéano.

Tato doména se vaZe na P-Tyr. ,
protein

' Obr. 291 Tato doména se vaze na P-Tyr.
Schéma aktivace nereceptorové proteinkinazy fosforylujici tyrozin

Z dalgich proteinkinaz je tieba se zminit o Abl-tyrozinproteinkindze, je-
jiz aktivita v buné&ném cyklu je regulovana Rb-proteinem.

PROTEINKINAZY AKTIVOVANE MITOGENY (MAP-PROTEINKINA-
ZY). Oznaduji se té% jako ERK-proteinkindzy neboli proteinkinazy regulo-
vané extracelulirnim signdlem. Jako mitogeny se oznacuji ristové Jaktory
stimulujict bustku k déleni. Tyto proteinkindzy fosforyhyi cilové proieiny na
serinu/treoninu nebo souc¢asné na treoninu a tyrozinu, Patfi sem:

1. MAPKKK-kinazakinazakinazy. Piikladem je Raf-proteinkiniza
(EC 2.7.1), ktera je pifmo aktivovana Ras.GTP-proteinem fosforylaci na serinu
a treoninu (obr. 308).

2. MAP-kinazakinazy (zkr. MAPKK, EC 2.7.1-). V sekvenci Thr-
Glu-Tyr MAP-kindz (MAPK) katalyzuji tyto proteinkindzy soucasné fosforylaci
treoninu a tyrozinu. Samy viak jsou aktivovany na zbytcich serinu nebo treoni-
nu. Tato aktivace se uskutediiuje MAPKKK-kinazakindzakindzami (napf. Raf-
proteinkindzou). Prikladem MAPKK je MAP/ERK-proteinkinaza (MEK-
-proteinkindza).

3. MAP-kinazy (zkr. MAPK). Jsou to proteinkinazy aktivované fosfo-
rylaci MAP-kinazakinazou v sekvenci Thr-Glu-Tyr na zbytcich treoninu a
tyrozinu. Po své fosforylaci migruji k transkripénim faktorim obsahujicim
cilova mista pro fosforylaci.
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5.7.3
Dalsi enzymy uplatiiujici se v signalnich drahach

ADENYLATCYKLAZA (EC 4.6.1.1). Katalyzuje uvolnént difosfitu z ATP
za tvorby cyklického adenozin-3',5'-monofosfatu (cAMP).

GUANYLATCYKLAZA (EC 4.6.1.2). Katalyzuje za tvorby cyklického
guanozin-3',5'-monofosfatu (cGMP) uvolnéni difosfdatu z GTP. RozliSuje se:

1. Na plazmatickou membranu vizana guanylateyklaza. Je to mono-
merni glykoprotein piisobici jako receptor, jeho# ligandem je napf. atriovy
natriureticky faktor (zkr. ANF). Vazba tohoto ligandu (peptid) na receptor
vede k fosforylaci a aktivaci guanylatcyklazy. Vytvofeny cGMP ovliviiuje pres

PKG vyludovéni Na" a vody z ledvin a dilataci tepen.

2. Rozpustnd guanylatcyklaza. Je to heterodimer o~ a B-fetézch. Je
aktivovana vazbou NO na hem, ktery tvofi jeji prostetickou skupinu.

CAMP-NEBO cGMP-FOSFODIESTERAZA (zkr. PDE, EC 3.1.4.17).
Jsou to enzymy, které katalyzuji hydrolyzu cyklického nukleozid-3'5'-mono-
fosfatu (cAMP nebo ¢GMP) na prislusny nukleozid-5'-monofosfit. Jejich
aktivita zdvisi na koncentraci cAMP (cGMP).

FOSFOLIPAZA C (zkr. PLC, EC 3.1.4.11). Oznatuje se té% jako 1-fosfa-
tidylinozitol-4,5-bisfosfatfosfodiesteraza a hydrolyzuje (obr. 292):

fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat neboli PtdIns(4,5)P, na
inozitol-1,4,5-trifosfit neboli Ins(1,4,5)P, a diacylglycerol neboli DAG.
U saveid bylo identifikovano 9 izoforem PLC rozdélenych do 4 skupin: o,

Bs ¥, 8. Z nich PLC (B) je aktivovdna receptory spraZenymi s G ~proteiny. PLC

(y) je aktivovdna pres svou SH2-doménu Josforylovanou receptorovou protein-
kindzou.

FosroLipAzA D (zkr. PLD, EC 3.1.4.4). étépl’ vazbu mezi atomem fos-
foru glycerofosfolipidu a kyslikem dusikaté baze.

FOSFATIDYLINOZITOL-3-FOSFATAZA (zkr. 3-P, EC 3.1.3.64). Kataly-




5.7 MOLEKULARNI MECHANIZMY SIGNALIZACE 453

CH~—0—C~ . —
‘ " Uéinkem fosfolipazy C vznika: DAG ;
% (I:H2 o (diacylgiycerol)
j« . v s . TR . by B i et S Pt R S N o e g i v S e v n?
fosfolipazaC ¢ OH
; ‘ O=—=p—0H

HO—P=0
l “ Ucinkem fosfolipazy C
| S vzniké produkt:
Ins(1,4,5)P,
(inozitol-1,4,5-trifosfat)

TN -,
Cela molekula pred uéinkem fosfolipazy C
se oznacuje jako:

fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat
zkr. Ptu:ilns(4,5)P2

Obr. 292

$tépeni fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfatu fosfolipazou C
nalns(1,4,5)P3 a DAG

zuje hydrolyzu 3-fosfdtu z PidIns(3)P, PidIns(3.4)P,, PidIns(3,4,5)P, za tvorby
H.PO, a podle povahy substrdtu PidIns, PtdIns(4)P nebo PtdIns(4,3)F,.

1-FOSFATIDYLINOZITOL - 3 - KINAZA, (zkr. PI(3)K, EC-2.7.1.137).
Existuji t#i typy tohoto enzymu, které katalyzuji tyto fosforylace:

a) Fosfatidylinozitol (zkr. PidIns) na
fosfatidylinozitol-3-fosfdt (zkr. PidIns(3)P).

b) Fosfatidylinozitol-4-fosfar (PtdIns(4)P) na
fosfatidylinozitol-3,4-bisfosfar (zkr. Pidins(3,4)P,.)

¢) Fosfatidylinozitol-4,5-bisfosft (zkr. PtdIns(4,5)P,) na
fosfatidylinozitol—3,4,5-trifosfdt (zkr. PtdIns(3,4,5)P,).

Mimo jiné substraty PI (3) K mizZe té% fosforylovat fosfolipdzu D (PLD).
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5.7.4
Extracelularni signaly (signalni molekuly)
k aktivaci transkripénich faktort

HORMONY. Pro piehled je rozdélime dle chemické struktury:

1. Hormony odvozené od aminokyselin. Spoleénym znakem viech
téchto hormon je rozpustnost ve vodg a jejich schopnost prochazet plazmatic-
kou membranou. Patff sem:

¢ Adrenalin (epinefrin) a noradrenalin (norepinefrin). Oba jsou produ-
kovany dfenf nadledvinek a nazyvame je spolenym nazvem katecholaminy.
Nejvyraznéji ovliviiuji ob&hovou soustavu a zvySuji intenzitu metabolizmu
tvorbou tepla v kosterni svaloving.

¢ Tyroxin. Je produkovén Stitnou Zlazou. Ovliviiuje zejména metaboliz-
mus.

2. Hormony typu peptidii a proteind. Jsou také ve vodé rozpustné.
VétSinou je jejich uvolitovani rychlé a rovné? jejich rozklad v krvi a tkénich je
rychly. Patif sem:

¢ Inzulin. Je produkovéan B-buitkami Langerhansovych ostriivkii pankreatu.
Reguluje v organizmu tvorbu glykogenu, oxidaci glukézy ve tkanich, pfemé&nu
glukézy na mastné kyseliny. ZvySuje rychlost proliferace bunék a syntézu
proteind.

¢ Glukagon. Je vytvaten a-butikami Langerhansovych ostriivkd pankrea-

7 s ws

tu. Ma hyperglykemicky t¢inek. Je antagonistou inzulinu.

A4 Parathormon. Je hormonem pfistitnych télisek. Je to pomérné& jedno-
duchy polypeptid. Ugastni se regulace vapniku v téle a ovliviiuje tubuldrni
resorpci fosfath v ledvinach.

Hormony neurohypofyzy

® Oxytocin. Ovliviluje myoepitelové buiiky vystylajici mléénou Zlazu a
délohu. Piisobi pfi tvorb& mléka a uvoliiuje hladkou svalovinu porodnich cest.

® Vazopresin (adiuretin). Vyznaduje se antidiuretickym a vazopresoric-
kym a&inkem.

Hormony adenohypofyzy (glandotropiny)

® Tyreotropni hormon. Podporuje &innost §titné 2lazy, zvy$uje uvoliiova-
ni tyroxinu.

® Adrenokortikotropni hormon (ACTH). Je nezbytny k udrfovéni nor-
malni stavby a funkce nadledvinek.
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¢ Somatotropni hormon. Ovliviiuje intermedidrni metabolizmus, podné-
cuje proteosyntézu a vyvolava pozitivni dusikovou bilanci.

@ Folikulostimulaéni hormon. U samci podmitiuje rist varlat a dozravani
spermii, u samic dozravani Graafovych folikuld.

¢ Hormon stimulujici intersticidlni buiiky (luteiniza¢éni hormon). Ma
vliv na stimulaci sekrece testosteronu u samcil a estrogenu a progesteronu u sa-
mic.

¢ Luteotropni hormon (prolaktin). Jeho hlavnim G¢inkem je stimulace
laktace po porodu.

¢ Lipotropin. Slozity peptid, ktery je prekurzorem fady niz8ich peptidi,
zejména endorfind.

3. Hormony odvozené od uhlovodiku norestranu (steroidni hormo -
ny). Jsou rozpustné v tucich a patii sem zejména:

Hormony pohlavni

¢ Testosteron. Je to hormon samé&ich pohlavnich Z1az stimulujici tvorbu
spermif a formovani sekundarnich pohlavnich znakd samcd.

¢ Estrogeny. Jsou to hormony samigich pohlavnich Zliz ovliviiujici rist a
vyvoj sami&ich pohlavnich organi.

¢ Gestageny. Jsou také hormony samigich pohlavnich Zlaz. Inhibuji ovula-
ci a znemoZiiuji daléi oplodnéni. Nejvyznamngj$i z nich je progesteron.

Hormony kiiry nadledvinek

¢ Glukokortikoidy. Reguluji zejména intermediarni metabolizmus glyci-
dit. Nejvyznamnégjs§i z nich je kortizol a mineralokortikoidy (napf. aldoste-
ron, ktery podporuje vyménu soli a vody v organizmu).

4. Hormony tkaiiové. Jde o riiznorodé chemické sloudeniny (derivaty
aminokyselin, mastnych kyselin a peptidd), které jsou bud’ odevzdavany rizny-
mi buitkami do krve, nebo piisobi v mist& svého vzniku. Lze je rozdélit na:

® Gastrointestinalni hormony (napt. gastrin, sekretin, hepatokinin, chole-
cystokinin, vilikinin).

¢ Biogenni aminy (serotonin, histamin).

¢ Angiotenziny, kininy, erytropoetin. Vznikaji z plazmatickych globulini

plisobenim specifickych aminopeptidaz.
¢ Prostaglandiny. Jsou to derivaty mastnych kyselin s celou fadou G¢inki.
Mezi hormony se téZ Fadi:

4 Vitamin D. Tvofi se v kiizi vlivem ozéfeni ultrafialovym svétlem. Jeho
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prekurzorem je 7-dehydrocholesterol (provitamin D;) v kizi. Je-li vystaven
ultrafialovému sv&tlu, lyzuje na inaktivni formu (provitamin D), ktera se akti-
vuje hydroxylaci v jatrech a ledvinach na kalcitriel (10.,25-dihydroxychole-
kalciferol). Kalcitriol zodpovid4 za regulaci pi{jmu Ca™-iontl ve stfevech a
ovliviiuje metabolizmus Ca*"-iontl v kostech.

¢ Kyselina retinova. Vznikd oxidaci hydroxylové skupiny retinalu na
karboxylovou skupinu. Vazba této molekuly k jejimu receptoru vede ke zméné
genové exprese. Je jednim z regulatorit embryogeneze.

CYTOKINY. Cytokiny jsou proteiny, které jsou produkovdny burikami a
vyznacuji se predeviim tim, Ze se jimi navozuje signalizace k zahdjeni nebo
zastaveni proliferace a diferenciace bunék, jejich preZivdni a uskutechiovini
riiznych funkei, Pati{ sem napt.:

1. Interleukiny. Jsou to cytokiny produkované lymfocyty.

2. Interferony. Jsou to cytokiny indukujici rezistenci bunék k virtim.

3. Nadorové nekrotické faktory. Sem patfi:

® Nadorovy nekroticky faktor o neboli TNF-c.. Ve své aktivni formé je
homotrimerem z podjednotek o 157 aminokyselinovych zbytcich. Produkuji jej
makrofagy. Zplsobuje nekrézu nidori a je charakteristicky téZ tim, Ze inhibuje
déleni riznych typti bunék.

& Nadorovy nekroticky faktor B neboli TNF-f. Je piibuzny s pfedchozim
faktorem, s nimzZ je spfaZen i Gdinkem.

¢  Nadorovy nekroticky faktor y neboli TNF-y. Ma podobny (i¢inek jako
TNF-o a vyznaduje se piimou inhibici nadorovych bunék.

4. Ristové faktory. Pokusy s tkafiovymi butikami ukazuji, Ze normalni
bufiky rostou pouze tehdy, kdyZ jsou k ristu stimulovany mnoha a rozli¢nymi
rastovymi faktory, Rustové faktory tedy plisobi jako mitogeny, tj. stimuluji
buriky k déleni, Kromé& toho nékteré riistové faktory aktivuji buriky k diferencia-
ci. Pfesny pocet riistovych faktori zahrnutych do indukce déleni bunék neni
znam. Uvedeme z nich jen nékteré:

14 Riastovy faktor pochazejici z trombocytid neboli PDGF. PDGF je
dilezity mitogen epitelidlnich bunék. Je to homodimer nebo heterodimer dvou
fetdzcl, o a {3, které jsou piibuzné. B-fetézec je produktem protoonkogenu c-
-sis. Stimuluje endotelidlni a epitelialni buiiky k proliferaci kolem poranénych
mist. Jeho produkce se zastavi, jakmile se tato mista zaceli.

® Epidermalni ristovy faktor neboli EGF. Je to protein o 53 aminokyse-

lindch. Ze 40 % je s timto faktorem homologicky riistovy faktor TGF , ktery je
mitogenni podobné jako EGF.
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Exprese ranych Exprese pozdnich | Syntéza
gend. . gend. : DNA.

Pridénf séra.

mnozstvi mRNA

- —To [ 70

Gas v hod. po piidani séra k buné&né kultufe 3T3-fibroblastd

c-fos =transkripéni faktor kodovany genem (protoonkogenem) c-fos
c-jun= transkripéni faktor kédovany genem (protoonkogenem) c-jun
Funkce protoonkogenti bude vysvétiena ve tfetim dile této ucebnice.

Obr. 293
Exprese genil v buiikach 3T3 fibroblasti po pfidani séra

® Inzulinu podobné ristové faktory IGF-1 a IGF-2. Hlavnim zdrojem
obou faktori jsou jaterni butiky. Oba faktory jsou ze 40 % homologické s inzu-
linem a stimuluji proliferaci vétSiny bunék.

® Ristovy faktor GM-CSF. Je to riistovy faktor, ktery stimuluje kolonie
granulocyt a makrofagg.

A4 Ristovy faktor hepatocyti (GHF). Stimuluje proliferaci jaternich bu-
n&k, keratinocytl aj.

Studium bun&énych kultur ukazalo, Ze po pridani séra obsahujiciho
riistové faktory dochazi v buiikich postupn& k expresi asi stovky gentl. Vazbou
riistového faktoru na receptor se otevie podle povahy riistového faktoru a recep-
toru néktera ze signalnich drah smé&fujicich do jadra buiiky. Realizaci této cesty
prenosu signélu se nejdiive vyjadiuji tzv. rané geny neboli geny rané fize
exprese, kterymi jsou kodovany transkripéni faktory. Potom dochézi k expresi
pozdnich genii neboli genii pozdni faze exprese koédujicich proteiny cytoskele-
tu a jinych sloZek buiiky. Nakonec se exprimuji geny kodujici replikaéni enzy-
my, histony aj. (obr. 293).
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5.7.5
Membranové receptory extracelularnich signalt

Ma-li buiika odpovidat na signal, musi mit schopnost rozeznat signalni
molekulu, Rozeznani signdlu se obvykle uskute¢iiuje membrinovym recep-
torem. Tak se oznaluje prorein wmistény v plazmatické membrané, na ktery se
miuZe vdzat signalni molekula, krerd tento protein aktivuje k vysldni signédlu do
nitra bufiky.

V dal3ich odstaveich popiSeme zakladni typy membranovych receptord.

RECEPTORY SPOJENE S IONTOVYMI KANALY. Jsou to oligomerni
proteiny v plazmatické membrené, které tvori iontovy kandl regulovany ligan-
dem indukujicim otevirdan{ nebo uzavirini kandlu, &imz se zabréni nebo umozni
pohyb iontit a jinych maly'ch molekul smérem do buiiky nebo z buriky. Tontové
kandly se oteviraji:

I ¢ jako odpovéd na vazbu
Zde se vaze ligand. 1°NY vidstniho ligandu (glutamét
vnéjSek buiiky 3 kys y-aminomaselna),

¢  jako odpovéd’ neuronu
na ty elektrické zmény, které
jsou spojeny s akénim poten-
cialem,

¢  jako odpovéd’ na dru-
hé pienagece v buiice, tj. Ca™

plazmaticka

vnitiek -ionty, cAMP a Ins (1,4,5)P,.
bufiky l membrana Na obr. 294 je uveden
jeden z piikladd receptort

ionty spojenych s iontovymi kana-

Obr. 294 ly. Vidime, Ze je sloZen z péti

Schéma receptoru spojeného polypeptidi o, a, B, 7, 5,

s iontovym kanalem které jsou stodeny do kruhu

tak, Ze dutina uvnitf tvoii ka-
nal umoziiujici prichod iontd.

RECEPTORY SPRAZENE S G-PROTEINY. Vazba ligandu na receptory
této tfidy vede k aktivaci G-proteinu, ktery pak pfenese informaci na dal3i sloz-
ku signdlni dréhy. G-proteiny jsou profeiny, které se aktivuji vazbou GTP a
prendSeji signdly z receptoru na cilovy protein. Nachdzeji se v plazmatické
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membrané. Ligandy mohou byt tyto hormony: serotonin, epinefrin, glukagon,
tyrotropin, kalcitonin atd., nikoli vSak steroidni hormony. V prvnim pfibliZeni
si mizeme pienos signdlu uskutediiovany G-proteiny pfedstavit podle zjedno-
dugeného schématu na obr. 295.

Aktivovany enzym, napi. adenylatcyklaza, katalyzuje syntézu druhého
pienaiete signélu, kierym je v tomoto piipadé cAMP. Jeho aktivita miZe viak
byt pod ticinkem riznych peptidovych hormont stimulovdna nebo inhibovdna.
Napt. epinefrin, glukagon a ACTH stimuluji aktivitu adenylatcyklazy, zatimco
prostaglandiny ji inhibuji. Receptory, na néz se vdZou hormony, které maji inhi-
bicni ucinek, interaguji s inhibiénim G-proteinem neboli G;-proteinem, coZ
je protein s inhibi&nim u&inkem. Na druhé strané receptory pro hormony se
stimulacnim ucinkem interaguji se stimulaénim G-proteinem neboli G -pro-
teinem. Oba proteiny se li§i jen podjednotkou o (obr. 296).

Na obr. 297a je uvedeno schéma receptoru spiazeného s G-proteiny.
Tento receptor tvoii polypeptidovy fetézec, ktery obsahuje sedm hydrofobnich
o-helixi lokalizovanych v plazmatické membrané. Kazdy helix sestava z 22-24
aminokyselinovych zbytkd. Receptor se aktivuje vazbou ligandu.

G-proteiny se rozdéluji podle podtu podjednotek, z nichZ sestavaji, do
dvou tfid. Jsou to:

1. Trimerni G-proteiny. Tyto G-proteiny se sklddaji ze tif podjednotek:
o, P a y. Po piijeti signalu z vn&jska butiky se G-protein aktivuje na o-pod-
jednotce. Aktivovana o~-podjednotka G-proteinu reguluje aktivitu specifickych
cilovych proteini (adenylateyklazy, fosfolipazy C, cGMP-dependentni fosfodi-
esterazy). Priibéh konverze G-proteinii ze stavu inaktivniho ve stav aktivni a
naopak Ize podle obr. 297b popsat takto:

ligand Vazbou na receptor navozuje ligand aktivaci G-proteinu,
(adrenalin, serotonin) ktery se vaZe na enzym a aktivuje ho ke katalyze syntézy
specifického intracelularniho druhého prenasece.

receptor  $ } aktivovany receptor "\ At . Gorofe
inaktivni ivni aktivovany Ivovany G-protein
G-protein (;sz,t",‘(:,:ci?(fgz'g G-protein  aktivuje enzym, ktery
! katalyzuje syntézu dru-
hého prenaSeée, napf.
¢AMP, inozitol-1, 4, 5-
CYTOPLAZMA fosfatu, diacylglyce-
rolu atd.

fosfolipaza C aj.)

Obr. 295
Pienos signalu G-proteiny
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stimulaéni ligand inhibi¢ni ligand

epinefrin, prostaglandin
glukagon,
@ ACTH

membrana

receptor pro
inhibiéni
hormon

1t
. stimulace inhibice
. PozaménéGDP {1
Gs-protein za GTP. Gi-prctein

receptor pro
stimulacni
hormon

) Obr. 296
Uginek Gg-proteini a G;-proteinil na aktivitu adenylatcyklazy

1. V inaktivnim stavu, tj. kdy se na receptor nevaZe riistovy faktor, se na
o-protomer vaze GDP a G-protein nema Zadny kontakt s receptorem.

2. Vazba ligandu na receptor zpiisobi, ze s¢ GDP vyméni za GTP, kterym
je G-protein aktivovan.

3. G-protein pak disociuje a a-protomer vazany na GTP (viz prvni krok)
se spoji s adenylatcykldzou, kterou timto aktivuje.

4. V posledni fazi se vlivem GTP-azové aktivity a-protomeru za n€kolik

c-helixy

[\ [
membrana

vazebné misto
pro G-protein

Qbr. 297a
Schéma receptoru spfazeného s G-proteiny

51
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1 2
receptor @ rastovy faktor
. membrana
adenylatcyklaza

GD G-protein

inaktivni G-protein E— aktivace G-proteinu

hydrolyza GTP na GDP < aktivace adenylatcyklazy

Obr. 297b
Schéma konverze trimerniho G-proteinu
ze stavu inaktivniho ve stav aktivni

sekund zhydrolyzuje GTP na GDP a spoji se opét s protomery B ay, cozje
navrat G-proteinu do inaktivniho stavu.

Existuje vice ne 20 riznych typi a-podjednotek a také mnoho typt B- a
y-podjednotek G-proteind identifikovanych u savcd. Tyto podjednotky mohou
potencialné tvofit n&kolik set kombinaci v trimeru (o, B a y) piedstavujicim
G-protein. Celkem se tiidi do &tyfech rodin, z nichz dvé jsou G, a G,

2. Monomerni G-proteiny. Jejich molekula sestava jen z jednoho poly-
peptidu. Vsechny proteiny této tFidy se vyznacuji GTPdzovou aktivitou. Jsou
inaktivni, vaze-li se na né GDP a akiivni, vdZe-li se na né GTP. Do této tiidy
G-proteinfi patii Ras-proteiny, jejichZ vyznamnym reprezentantem je protein
p21™, ktery je kédovan genem c-ras. Na tomto Ras-proteinu si vysvétlime,
jakym mechanizmem se aktivuji monomerni G-proteiny.

Standardni Ras-protein se cyklicky vraci z inaktivni (GDP-vazané) do
aktivni (GTP-vazané) formy. Signdl k témto vymeéndm ddavd protein GRB2.
Tento signal je prevzat GRB2- proteinem z aktivafho RTK-receptoru (obr.
298), jehoZ tyrozinproteinkindza se autofosforylovala na tyrozinu. GRB2 (vyz-
natujici se specifickou doménou SH2) se miiZe navazat na misto obsahujici
fosforylovany tyrozin. Druhou doménou (doména SH3) se véZe na Sos-protein,
ktery pisobi jako faktor vyméhujici guaninovy nukleotid neboli GEF-
faktor, tj. faktor stimulujici vyménu GDP za GTP v Ras-proteinu, a tim ten-
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vazebné misto
SH2

vazebné misto
SH3

GDP ' GTP

inaktivni aktivni
< Ras

GDP »GTP

®

Ohr. 298
Schéma aktivace a inaktivace Ras-proteinu
v zavislosti na Sos-proteinu a GAP-proteinu

10 protein aktivige. Piechod z aktivni formy do inaktivni je umoZnén proteinem
oznacovanym jako protein aktivujici GTP4zu neboli GAP-protein. Pesngji
feeno je to protein, ktery aktivuje hydrolyzu GTP vdzaného na uréitych mono-
mernich proteinech, napr. na p21". Tim se Ras-protein inaktivuje (obr. 298).
{Nékteré Ras-proteiny nepotfebuji k aktivaci hydrolyzy tento protein).

TYROZINPROTEINKINAZOVE RECEPTORY (RTK-RECEPTORY).
Tyvto receptory se vyznacuji enzymovou aktivitou tyrozinproteinkindzy, kierd je
regulovéna jejich ligandy. Kazdy tyrozinproteinkinazovy receptor sestava ze tii
domén (obr, 299a):

® extraceluldrni doména, kterd je znadng glykozylovana a vdZe se na ni
rastovy faktor, napt. EGF, PDGF, CSF-1;
¢ transmembranova doména, ktera je krtk4 a hydrofobni;
¢ intraceluldrni (cytoplazmatickd) doména, kterd se vyznaduje protein-
kindzovou aktivitou.

Receptor jako celek md alosterické viasmosti.

Aktivace RTK-receptoru probihé v téchto krocich (obr. 299a, 299b):

1. Nejdfive se ristovy faktor navaZe na vazebné misto v extracelularni
Casti receptoru.

o ;
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1 vazebr}é migto
. ro ligan
extracelularni pro’1g

doména \ / “

transmembranova
doména

intracelularni

doména
proteinkinazové
katalytické
misto
rustovy faktor
2.

Vazba rastového faktoru
a dimerizace receptoru.

Obr. 299a

Aktivace tyrozinproteinkinazovych
receptor

2. Po vazbé ligandu mé&ni receptor svou konformaci, ktera se projevi jeho
dimerizaci, jeZ je podstatou jeho aktivace.

3. Tyrozinproteinkindza kazdého monomeru v receptorovém dimeru pak
Sfosforyluje na tyrozinu svého monomerniho partnera. Tento jev se oznaduje
jako autofosforylace, nebot probihd autokatalyticky uvnité téhoZ dimeru
prredstavujiciho aktivovany tyrozinproteinkindzovy receptor, ktery sdam je nosi-
telem kindzové aktivity a substrdtem pro fosforylaci.

4. Fosforylované zbytky tyrozinu pak piisobi jako vazebnd mista pro
rGzné intracelularni proteiny obsahujici SH2-domény. Fosforylace téchto
proteint, mezi néZ patii GRB2-protein a fosfolipaza, oteviré cestu napf. k pfe-
nosu signélu prostfednictvim Ras-proteinu nebo proteinkinazy C.

Celkové bylo popsano asi 50 RTK-receptort. Rozd&luji se do 14 rodin
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3. L)  Dimerizace receptoru
L | aautofosforylace.

Fosforylace
fosfolipazy nebo CBR2.

Otevani cest prenosu signalu.

Obr. 299b
Pokra¢ovani obr. 299a

podle strukturalnich motivii v extracelularnich doménach. Na obr. 300a jsou
pro pfedstavu &tenafe uvedena schémata vybranych proteinkindzovych recep-
tori a na obr. 300b je uvedeno schéma imunoglobulinového receptoru jako
piikladu receptoru s p¥idruZenou tyrozinproteinkinazovou aktivitou (viz dale).

RECEPTORY s PRIDRUZENOU TYROZINPROTEINKINAZOVOU A-
KTIVITOU. Jsou to receptory, které sice nemaji intraceluldrni yrozinprotein-
kindzovou doménu, ale po vazbé ligandu se dimerizuji a aktivuji nereceptorové
yrozinproteinkindzy vyskytujici se normdiné v cytoplazmé nebo vdzané na
membrdnu (str. 449). Jsou to predeviim receptory pro cytokiny a receptory
pro antigeny. Receptory pro antigeny, tedy TCR-receptory a BCR-receptory,

probereme zvl4st na obr. 351 a 361. Cytokinové receptory se klasifikuji do
téchto dvou tFid:

1. Receptory prvni téidy zahrnujici receptory pro cytokin (erytropoetin,
GM-CSF, GHF, interleukiny IL-2, IL-3, IL-4, IL-S, IL-6, IL-7) a t¥i obecné se
vyskytujici receptory gp130, Bc aye.
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FGFR HGFR IR NGFRPDGFR

:
%

= proteinkinazova doména doména hohata na cystein

= repetice sekvence 1 = kysel4d doména
fibronektinu llI

O=imunog|obulinové doména U = |TAM

Obr. 300a
Schémata vybranych RTK-receptoru a receptorii s pfidruzenou
tyrozinproteinkinazovou aktivitou

2. Receptory druhé t¥idy zahrnujici receptory pro interferony a IL-10.

Ve v&tsing piipadf jsou tyto receptory monomerni. Teprve vazbou ligan-
du se indukuje jejich dimerizace. Dimerizované receptory mohou vazat cyto-
plazmatické tyrozinproteinkindzy, které se pak samy fosforyluji (autofosforyla-
ce), a také fosforyluji receptor. Mnohé receptory s pFidruzenou tyrozinprotein-
kindzovou aktivitou se sdruzuji s Src-rodinou tyrozinproteinkindz nebo s Jak- :
tyrozinproteinkindzami (str. 449, 450). Celkové Ize receptory s pridruZenou
tyrozinproteinkinazovou aktivitou charakterizovat t&mito znaky:

® Na receptory, které byly fosforylovany Sre-rodinou tyrozinproteinkinaz,
se miize navazat svou SH2-doménou adaptorova molekula She. Tim se dosahne
toho, ¥e pres tuto molekulu se receptor propoji s proteinem GRB2/Sos, nebot’
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imunoglobulinovy 1 = receptorové proteinkinazy rodiny g-ARK
receptor

2 = receptor epidermalniho ristového faktoru
3 = receptor epinefrinu

4 = receptor ristového faktoru fibroblasti

5 = receptor ristového faktoru hepatocyti

6 = receptor inzulinu

7 = receptor nervového ristového faktoru TrkA
8 = receptor ristového faktoru pochazejiciho

z trombocyt
9 = receptor antigent

(imunoglobulinovy receptor)

membrana

Vyznam uvedenych éisel se tyka i pfedchoziho
obrazku.

Obr. 300b
Pokra¢ovani obr. 300a

adaptorovd molekula se s timto proteinem miiZe spojit. Protein GRB2/Sos je
pak vychozi molekulou pro uskutenéni signalni drahy charakteristické kaska-
dou MAP-kinaz (str. 476, obr. 308).

® Receptory, které se sdruzuji s Jak-tyrozinproteinkindzami, jsou aktivova-
ny napf. prolaktinem, erytropoetinem, fadou interleukind a interferondl. Po je-
jich dimerizaci je fosforyluji Jak-tyrozinproteinkindzy. Na fosforylované recep-
tory se pak prostiednictvim své SH2-domény vazou STAT-proteiny neboli
prenaSeCe signilu a aktivatory transkripce (maji jednu SH2-doménu).
STAT-proteiny jsou pak také fosforylovany Jak-proteinkinidzami. Kontaktem
zbytkd Tyr-P s SH2-doménami STAT-proteint dochézi k homo- nebo heterodi-
merizaci receptorii. Jakmile se pak STAT-proteiny z receptoru uvolni, pfemisti
se do jadra buiiky, kde primo aktivyji transkripci. STAT- proteini bylo zatim
zjisténo celkem Sest.

® Imunoglobulinové receptory (receptory pro antigeny) obsahuji aktivaéni
tyrozinovy motiv imunoreceptoru neboli ITAM, ktery interaguje a aktivuje
cytoplazmatickou tyrozinproteinkinazu (str. 564, obr. 375a). Z mnoha nerecep-
torovych tyrozinproteinkinaz ptisobi Lek, Fyn a Zap pii pfenosu signélu z re-
ceptoru TCR (receptor T-lymfocytt), kdezto Blk, Lyn, Syk a &lenové rodiny
Tec pisobi pti pfenosu signalu z BCR-receptoru (receptor B-lymfocyti).

5.7.6
Intracelularni receptory extraceluldrnich signala
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. Jsou to receptory steroidnich hormoni, tyroxinu, retinové kyseliny a vita-
minu D. Je nutno zdiraznit, Ze receptory téchto hormond nejsou soucésti
membréany buiiky, ale vyskyruj se bud' v jadie buriky, nebo v cytoplazmé. Exis-
tuji tedy dvé& skupiny t&chto receptori:

1. Receptory steroidnich hormoni, tj. receptory pro estrogeny (napf.
estradiol), gestageny (napt. progesteron), glukokortikoidy (napf. kortizol), tes-

tosteron, ekdyzon a mineralokortikoidy. Tyto receptory se vyskytuji v cyto-
plazmé.

2. Receptory pro tyroxin, vitamin D a retinovou kyselinu. 7yfo recep-
tory se vyskytuji v jddie, kde jsou vazany na chromatin.

KaZdy hormonovy receptor ma n&kolik funkénich domén. Jsou to:

¢ Aktivaéni doména. Aktivuje fadu cilovych genii tim, Ze reaguje s jednim
TAF-proteinem (TAF30), ktery je slozkou TFIID. VéZe se na ni téZ transkripéni
faktor TFIIB.

¢ DNA-vazebna doména, tj. doména, kterou se receptor vaze k respon-
zivnimu elementu na DNA.

L4 Doména pro dimerizaci receptoru. Receptor je totiz piné aktivni, kdyz
se dimerizuje s dal${ molekulou receptoru.

¢ Doména pro vazbu hormonu. Na tuto doménu se vaze ligand (hormon).

Domény, kterymi se intracelularni receptory hormonit véZou k hormo-
nové responzivni oblasti zesilovagi transkripce nebo promotoru, jsou sestaveny
ze dvou zinkovych prstii, které maji jiné sloZeni, nez jak bylo uvedeno na str.
118, obr. 95 a 96. Jsou pfedn& sloZeny ze zinkovych prst, z nichz kazdy se
vyznaduje antiparalelni B-strukturou a a-helixem. Zinkovy ion viak neni vdzdn
na dva zbytky cysteinu a histidinu, ale na ctyri zbytky cysteinu. Odlidnosti jsou i
v zékladni sekvenci prstu. Receptor aktivovany hormonem (glukokortikoid) se
véze pomoci dvou aminokyselin prvniho prstu na GRE (glukokortikoidni
responzivni element), ktery je souldsti zesilovade transkripce. Na druhém
prstu je misto, kterym se rozezniva druh4a molekula receptoru, s niZ receptor
aktivovany hormonem dimerizuje (obr. 301). Teprve dimer je aktivni.

Receptor pro estrogen se li§i od receptoru pro glukokortikoid hlavné
poznavacim mistem pro responzivni element. Celkové se receptory hormont
rozd&luji na dv& skupiny:

1. Receptory hormonu tvoFici homodimery. Sem patfi receptory pro
steroidni hormony (obr. 302).

2. Receptory hormonu tvoiici heterodimery. Sem patfi receptor tyroxi-
nu, vitaminu D a retinové kyseliny. Receptor pro tyroxin tvoii heterodimer s
receptorem pro kys. retinovou. Diilezitym faktorem aktivace t&chto receptori je
fosforylace jako u receptort steroidnich hormoni.
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misto
rozpoznavajici
P ) misto
pro dimerizaci
receptoru

AGAACA—TGTTCT
TCTTG T—ACAAGA

glukokortikoidni responzivni
element neboli GRE

V receptoru pro
estrogen je

Obr. 301
Schéma zinkovych prsti receptoru pro glukokortikoid

\%ﬁmw.m% "y
s

Obr. 302

Zjednodu$ena pfedstava dimeru receptoru steroidniho hormonu




5.7 MOLEKULARNI MECHANIZMY SIGNALIZACE 469

Touto kapitolou konéime s popisem zikladnich sloZek signalnich drah
savei butiky. V dalSich kapitolach se zamé&fime na vyklad signalnich drah (sig-
nalizaci), v ramci kterych jde o pfenos signalu k aktivaci transkripénich faktort
(a tim i transkripce) v jadie buiiky. Poéatedni signdl je u téchto drah vidy extra-
celuldrni. Intracelularni signalizaci navozuje tim, Ze bud’ projde membranovym
receptorem, nebo je pfimo pfijat receptorem intracelularnim.

5.7.7
Prenos extracelularniho signalu
pi‘es intracelularni receptor

AKTIVACE RECEPTORU STEROIDNiIHO HORMONU. Aktivace
receptoru steroidniho hormonu probihé v ngkolika krocich (obr. 303, 304):

1. Receptor je piivodné neaktivni, jelikoZ se na ndj vaZzou proteiny indu-
kovatelné vySsi teplotou, tj. proteiny HSP 70, HSP 56 a HSP 90. Tyto proteiny
inhibuji aktivitu receptoru.

2. Receptor se konforma&n& méni po vazb&é hormonu (progesteron, gluko-
kortikoid a jiné steroidni hormony).

3. Vlivem hormonu se uvolni viechny proteiny HSP.
4. Molekuly konformaén& zm&n&nych receptorii dimerizuji.
5. Dimery se vaZou k responzivnimu elementu pro receptor steroidniho

3

inaktivni receptor

Jednotlivé stupné aktivace receptoru
jsou popsany v textu.

transkripce

Obr. 303
Aktivace receptoru steroidniho hormonu
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omyplex s HSP-proteiny. Na rozdil od receptorid steroidnich hormoni se vysky-
1ji v jadre, kde jsou vazany na DNA. Vazba k DNA je zprostfedkovana amino-
yselinami, které tvofi zinkové prsty. Po vazbé receptoru k hormonu aktivuje
ytv ofeny komplex hormonu s receptorem pozitivng transkripci gent, na jejichz
romotory se vaze.

5.7.8
Pienos extracelularniho signalu
pi‘es membranovy receptor

SIGNALIZACE PROSTREDNICTVIM c¢cAMP A ¢GMP. Tato drdha
a&ina od receptoru spfazeného s G-proteiny a od receptoru tvofencho guanylat-
ylk14zou (nékteré membranové receptory se totiz vyznaluji guanylatcyklazovou
ktivitou). Schéma této dréhy je na obr. 305. Ve schématu se pfedpoklada, Ze
denyléteyklaza je jiz aktivni a katalyzuje proto syntézu cAMP (str. 459), t.j.
ednoho z nejdilezitgjdich druhych prenadeti. Podobné predpokladime, Ze t¢Z
ruanylatsyntetdza (v rozpustné formé nebo jako receptor) je aktivni a katalyzuje

receptor spfazeny iontovy kanal
rustovy, . 8 G- proteinem i ]zéwsly na cNMP
faktor "\, & |
membrana Aktiv.

: ace
: it guanylatcyklazy(GC
Aktivace S ; o‘gfak oremyANF}., G

acz‘elgylét- 1. guanylatcyklaza
cyhlazy(AC). aktivni GC vezand na
1.1 PN

GMP

rozpustna forma
guanylatcyklazy

Jednotlivé kroky cGMP se mize
Isow gislovany podle syntetizovat vizanou
pofadvsignalnl draze. nebo rozpusthou
Schémalze zadit gist guanylatcyklazou.
z fevé nebo pravé &dsti cilové
obrazku. Tato zasada proteiny
plati pro viechny obrézky
v rrichz budou néktera tisla shodnd, 8.
fosfatazy
S mér signalizace je vyjadren ——tory steroldt,
polotuénymi Sipkami. ’C"R ngn’{’y  Zinkindza
lehkého retézce
hladkych svalll atd.

Obr. 305
Schéma signalizace prostfednictvim cAMP a cGMP
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syntézu cGMP. Druhymi pienasedi se aktivuje PKA a PKG, kterymi jsou fosfo-
rylovany a aktivovany substraty (vétsinou cilové proteiny). Jsou to v ptipadé
PKA napf.:

¢ Receptory steroidii pisobici jako transkripéni faktory.

® Transkripéni faktor CREB, ktery se vaZe na responzivni element CRE
promotoru genu c-fos.

L4 Myozinkindza lehkého retézce hladkych svald (EC 2.7.1.117), kterd
katalyzuje fosforylaci lehkého fetézce myozinu.

Aktivace PK.G m4 napf. tento disledek:

1. Stimuluje Ca™- iontové kanaly k takovym koncentracim Ca™, pfi nichz
dochazi k uvolnéni svall a k rozsifeni cév.

2. UdrZuje Na'-kandly oteviené, coz vede k sekreci Na*, vody i k neuro-
logickym G€inkim.

Uginek PKA a PKG se zastavi hydrolytickym plisobenim PDE na cAMP
ana cGMP (str. 452).

SIGNALIZACE PROSTREDNICTVIM INOZITOL 1,4,5-TRIFOSFATU A
DIACYLGLYCEROLU. Jeden z kli¢ovych prenost signalu probiha na plazma-
tické membrang a zahrnuje rozklad nékterych lipidd. Zhruba 2 az 8% lipidd
eukaryotickych plazmatickych membran tvoii lipidy, které obsahuji inozitol.

Tato drdha se odviji aktivaci PLC(B) receptorem sptazenym s G -protei-
nem a aktivaci PLC(y) RTK-receptorem. Aktivni fosfolipazy PLC(3) a PLC(y)
hydrolyzuji PtdIns(4,5)P, na produkty (obr. 292, 306):

® inozitol-1,4,5-trifosfat (zkr. Ins(1,4,5)P, ),
® diacylglycerol (zkr. DAG).

Tim se zna€n& zesili signal, jelikoZ jedna aktivovand molekula PLC vede
k produkei mnoha molekul InsP, a DAG. Jejich vyznam spodiva v tom, Ze:

L. Ins (1,4,5)P, aktivuje Ca™-iontové kanaly endoplazmatického retikula
k uvolitovani iontd Ca™ z endoplazmatického retikula do cytoplazmy. Ca™ se
také vaze na kalmodulin, ktery pak aktivuje Fadu substratd, zejména
Ca""/kalmodulin-dependentni proteinkindzu Il (Ca™- CAM-dependentni pro-
teinkinazu II) (str. 449).

2. DAG aktivuje rizné izoformy proteinkinizy C, a také PI(3)K neboli
fosfatidylinozitol-3-kindzu.

Produkty fosforylace podl€haji podle obr. 306 defosforylaci specifickou
fosfatdzou oznadovanou jako 3-P, tj. fosfatidylinozitol-3-fosfatdza (str. 452).

Reakce fosforylace a defosforylace PtdIns se jevi jako cyklus, ktery je re-
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(inaktivni) {aktivni)

Obr. 306
Schéma signalizace prostfednictvim inozitol-1 ,4,5-trifosfatu a diacylglycerolu

gulovan aktudlni aktivitou fosfolipdzy C (PLC), fosfoinozitol-3-kindzy (PI(3)K)
a specifickych fosfatdz.

Vrafme se viak jesté k vyznamu Ca”-iontd. Tyto ionty jsou neobvyklé
signalni molekuly v tom, Ze se ani nesyntetizuji ani nerozkladaji. Signal p¥icha-
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zi z ndhlé zmény jejich distribuce. Buriky Sasto spotiebovévaji zna&né mnoZstvi
energie pro aktivni odstrandni Ca™-iontd tim, Ze vyuZivaji v plazmatické
membran€ pumpy, které udrzuji gradient (spad) s intracelularni koncentraci
Ca""-iontd niZ& neZ 107 mol/l a extracelularni koncentraci v oblasti kolem 2 x
10" mol/l. Pumpy v endoplazmatickém retikulu, v sarkomplazmatickém retikulu
a v mitochondriich vedou k vyloudeni Ca™-iontd do intracelularnich rezerv.
Signél vznikne tehdy, kdyZ cytoplazmatickd koncentrace Ca™ se nahle zvysi,
dasto uvolnénim Ca™ z intracelularnich rezerv, coZ se obvykle zprostedkuje pii-
tomnosti Ins(1,4,5)P, vznikajiciho rozkladem lipidéi v plazmatické membrang,
co? je déj, ktery je piisné regulovan.

Nejen viak aktualni pfitomnost Ca™-iontd je signalizujici! Signalizujic
je téZ piitomnost proteinli vézajicich tyto ionty. Je to piedeviim kalmodulin.
Kalmodulin je protein se &tyfmi vazebnymi misty pro Ca"™, ktery po vazbd
téchto iontd aktivuje rizné enzymy, predeviim viak kalmodulin-dependentni
serin/treoninproteinkindzy (str. 449).

PRENOS SIGNALU PRES INZULINOVY RECEPTOR. Receptor inzuli-
nu je tyrozinproteinkinazovy (obr. 300a, &. 6). Vazba inzulinu zptisobi, Ze se re-
ceptor aktivuje autofosforylaci na zbyteich tyrozinu. To mé4 dva dusledky (obr.
307):

1. Aktivovany receptor fosforyluje buné&né proteiny.

2. Receptor ziistavé aktivni, dokud se nedefosforyluje fosfatizou.

Predpoklada se, Ze fosfatdza katalyzuje defosforylaci proteintt fosforylo-
vanych aktivovanym inzulinovym receptorem. Kli%ovou alohu viak m4 protein
oznacovany jako substrat 1 inzulinového receptoru neboli protein IRS-1,
ktery je fosforylovan na vice mistech obsazenych tyrozinem. Touto fosforylaci
se IRS-1 aktivuje, tj. miZe pak fosfotyrozinovymi zbytky reagovat s SH2-domé-
nou GRB2-proteinu, na ktery je vézan Sos-protein. Jak vime, GRB2 mé4 také
SH3-doménu, kterou se viZe na Sos-protein. Tim se tento protein aktivuje. To
se pak projevi uvoln&nim GDP z Ras-proteinu, coZ je monomerni G-protein
(str. 461). Na Ras-protein se navaze GTP neboli dojde k aktivaci Ras-proteinu.
Tim se vytvotii ptedpoklad pro fosforylaci Raf-proteinkindzy (MPKKK) a otev-
feni drahy ptes kaskadu MAP-proteinkinaz aZ k aktivaci transkripce (obr. 308).

IRS-1 se v3ak vaze také na SH2-doménu enzymu PI(3)K, kterou tim akti-
vuje k fosforylaci PtdIns na PtdIns(3)P (obr. 306).

SCHEMA KASKADY MAP-PROTEINKINAZ. Piedpokladejme, Ze se
uskutenila aktivace tyrozinproteinkindzového receptoru ligandem, napf. risto-
vym faktorem EGF. Na aktivovany receptor se nyni mohou navazat, a to na
fosforylované zbytky tyrozinu, fosfolipaza C (y) a GRB2-protein (obr. 299a,
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Regulace tvorby glykogenu,
oxidace glukézy ve tkanich,

rychlosti proliferace bunék atd. @
ADP ATP

Ptdins(3)P Akfivace

(viz obr. 306) Ras-proteinu,
Touto drahou se té% aktivuje cAMP-dependentni fosfodiesteraza (PDE), £
a tim se sniZuje v bufice koncentrace cAMP (obr. 305). - :
Aktivace

transkripce.
Obr. 307 (viz obr. 308)

Schéma kaskady inzulinového receptoru

299b, 298). Jak fosfolipaza C, tak i GRB2-protein se timto zplisobem aktivuji,
To mé tyto disledky:

1. Aktivaci fosfolipazy C se otevie signalni draha sméfujici k tvorbé
Ins(1,4.5)P, a DAG (obr. 306).

2. Aktivovanym GRB2-proteinem se aktivuje Ras-protein, jak jsme jiZ
popsali u signalni drdhy oteviené aktivaci inzulinového receptoru (obr. 307,
obr. 298). Ras-proteinem se fosforyluje Raf-proteinkinaza (MAPKKK), kterou
zatina signalni dréha oznalovana jako kaskada MAP-proteinkinaz. Z obr.
308 je ziejmy jeji pribéh. Poslednim substratem fosforylace pfes kaskddu pro-
teinkinaz jsou transkrip&ni faktory, napi’ Elk.

Pozndmka: Aktivace Raf-proteinkinazy probiha v plazmatické membrané
(normalng je Raf-proteinkindza cytoplazmaticky protein), kde pravdépodobng
reaguje s jinymi proteinkinizami a je fosforylovana na néjakou zatim neznamou
k membréang pridruzenou proteinkindzu. Pak indukuje kaskadu fosforylaci.

SIGNALIZACE PRES STAT-PROTEINY. Vysvétlime tuto signalizaci na
piikladu receptoru aktivovaného interferonem IFNa (obr. 309). Po vazb& inter-
feronu se receptor fosforyluje Jakl- a Tyk2-tyrozinproteinkinizami (str. 450).
Na fosforylovany receptor se SH2-doménami navazou proteiny STATI , a
STAT?2 a fosforyluji se. Oba proteiny se z receptoru uvolni a vytvofi dimer,
ktery se spoji s proteinem p48 za vytvoreni aktivniho komplexu, ktery pasobi
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inaktivni hormonovy P
receptor -

doména pro vazbu ligandu
(hormonuy)

steroidni
hormon

Vazba na DNA ve formé dimeru.

dimer receptoru

Obr, 304
Aktivace receptoru steroidniho hormonu a jeho vazba ve formé
dimeru na DNA responzivniho elementu

hormonu (HRE-responzivni element). Po vazbé na HRE se dimer komplexu
hormon-receptor aktivuje intenzivni fosforylaci proteinkinazou.

6. Aktivni dimer komplexu hormon-receptor indukuje transkripci gentl
ptilehlych transkripénich jednotek tim, %e urychluje tvorbu pfediniciaéniho
komplexu a stabilizuje jej. Uinek aktivovanych receptori pro steroidni hormo-
ny na prediniciaéni komplex asi spociva v jejich DFimé interakci se slozkami
Drediniciacniho komplexu nebo prostiednictvim koaktivitoru,

AKTIVACE RECEPTORU PRO TYROXIN A RETINOVOU KYSELINU.
Diilezitym faktorem aktivace t&chto receptori je fosforylace jako u receptori
steroidnich hormonti. Zakladem jejich inaktivniho stavu viak neni jejich

e o g o ¢ e+
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@—P = Pfiklad transkripéniho faktoru.

9.

Aktivace
- transkripce..

Obr. 308
Schéma kaskady MAP-kinaz

Jako transkripéni faktor vazajici se na responzivni element SRE.

SiT SIGNALNICH DRAH. Mezi signélnimi drahami existuji rozsshlé
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IFNa

— = ATP_ADP —

membrana

1
receptor
pro
[FNa/B

Dochézi k transkripci
genu sousediciho
se SRE-elementem.  Timto komplexem
Jje aktivovéana transkripce.

(sar{sTAT2 ;
- p4s L
DNA__ SRE ,

JADRO responzivni element _

Obr. 309
Schéma signalizace pfes STAT-proteiny neboli drahy
JAK-STAT

interakee, které vedou k tomu, 7e signélni drahy mohou probihat paralelné a téz
se navzajem proplétat, Semuz vyhovuje predstava "sité signalnich drah", kterd
je charakteristicka t&mito vlastnostmi:

I. Stejnymi signaly mohou byt aktivovany rizné drahy v buiice a riizné
signdly mohou mit stejny u€inek.

2. Stejny ligand muZe aktivovat rizné receptory nebo rizné ligandy
mohou aktivovat stejny receptor.

3. Pres stejny receptor mohou byt aktivovany dvé paralelni drahy. P¥ikla-
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dem je aktivace proteinkindzové kaskady MAP-proteinkindz a fosfolipazy C(y).

4, Jedna draha se miiZe rozvétvit a interagovat s jinou. Napf. proteinkina-
za A vypini p¥i vysokych koncentracich cAMP Ras-protein z jeho &innosti
(Ras-protein se stane inaktivni). A naopak proteinkindza C, ktera je zdvisla na
Ca"', stimuluje Ras-protein. Navzajem zavislé jsou téZ systémy druhych
prenaged. Napt. Ins(1,4,5)P, indukuje transport vapniku z endoplazmatického
retikula 2 DAG kooperuje s vapnikem v aktivaci proteinkinazy C. Na véapniku
zavisly protein CAM (kalmodulin) reguluje aktivitu PI(3)K-proteinkinazy a
adenylatcykldzy, a tim vlastng reguluje koncentraci Ins(1,4,5)P, a cAMP.
cAMP mitiZe aktivovat iontové kanaly a odtud ovliviiovat koncentrace Ca"'-
-iontl v burice atd. (obr. 310).

DORUCENI (ODEVZDANI) SIGNALU A ODPOVED BUNKY NA
SIGNAL. Dorudeni signalu lze chépat jako zakonceni dané drdhy prenosu
signdalu na cilovy protein, jehos konformacni zména vyvoland pFijetim signadlu
se promitne do odpovédi buriky.

Rada signalizaci kon&i v jadte. Zde jsou transkripéni faktory ovliviio-
vany specifickymi drahami pfenosu signélu a v mnohych p¥ipadech se rozmani-
tost odpovédi zvysi dosazitelnosti riiznych izoformnich sloZek transkripnich
faktort. B&hem Sesti hodin stimulace receptoru se aktivuje pfiblizné 100 ranych
gent. Patfi mezi n& c-jun, c-fos, geny kédujici transkripéni regulatory a struk-
turn{ proteiny (fibronektin, aktin). Rada téchto geni je aktivovana do odpovédi
v ramci signalizace kaskddou MAP-kinaz.

5.7.9
Regulace bunééného cyklu savei bunky

REALIZACE PROGRAMU REGULACE BUNECNEHO CYKLU. S bu-
néénym cyklem jsme se jiZ seznamili na str. 335. Zde se dovime, Ze piechody
mezi jednotlivymi fizemi bun&&ného cyklu, vstup do dalii fize a zakonceni
pfedchozi faze, jsou prisng regulovany a uskute¢iiuji se podle urgitého gene-
tického programu. Podle tohoto programu téZ rozhodovéni, zda se bufika bude
délit nebo diferencovat, se d&je v pozd&jsi G-fizi buné&ného cyklu. DileZitymi
faktory, které zajidtuji program regulace bunééného cyklu, jsou:

1. Cyklin-dependentni-proteinkinazy bunééného déleni neboli CDK-
proteinkinazy. Jsou katalyticky aktivni jen tehdy, kdyZ jsou navdzdny na néjaky
cyklin. Komplexy CDK-proteinkinazy s cyklinem spoustéji riizna stadia bunéé-
ného cyklu eukaryotické buiiky tim, Ze fosforyluji specifické cilové proteiny.
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U jednotlivych drah jsou uvedeny odkazy na pfislusné obrazky.
cban, G

receptor spfazeny s Gg-proteinem
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membrana
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@ cAM
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QOQ kanaly
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Pasobi jako Fosforyluje
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1. MAP-kindzova kaskada je obvykle aktivovana signalizaci z RTK pres Ras a Raf.

2.Muze se spojit pfes SH2-doménu STAT-proteinu s drahou Jak-STAT.

3.PLC(Y) se muZe svou SH2-doménou spajit s aktivovanym RTK-recepto-
rem a hydrolyzovat PtdIns(4,5)P 2. Stejnou reakci uskuteériuje PLC(B),
kterd se aktivuje receptorem spraign ym s Gg- proteinem.

4. :;’KQ je %kt;vovéna DAG aionty Ca” = a muZe pak fosforylovat protein-

inazu Raf.

5.Ins(1,4,5)P3 a cAMP ovliviiuji uvolfiovani iontl ca'", kterymi je regulo-
vana PI(3)K a AC, a fo pfes CAM.

6.PKA je aktivovéna cAMP, jehoZ syntézu katalyzuje AC aktivovana
receptorem sprazenym s G-proteinem.

Obr. 310
Schéma pikladu sité signélnich drah

Cykliny jsou tedy proteiny vytverejici komplexy s CDK-proteinkindzami, ve

kterych tyto enzymy
regulovan priichod Jednodivimi fi
obsahuji alespoi pét riznych CDK-
vyzna&uje pfi nastupu do mitotic
zatimeo jiné CDK piisobi behem G-

aktivyji a uréyji fejich substratovou specificitu, ¢imz je
izemi bunééného cvklu. Buiiky obratlovei
proteinkinaz. Z nich CDK2-proteinkinaza se
ké faze u vyssich eukaryot specifickou funkei,
faze a S-faze. K tomu v§ak musi byt akti-
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vovany vazbou na cykliny. Ve fazi G, je v tomto smé&ru k dispozici cyklin D1,

D2 a D3, pii pfechodu z G,-faze do S-faze cyklin E a pozdgji cyklin A a B (obr.
311).

Regulace aktivity CDK je z4visl4 je§t§ na tom, zda je CDK pro vazbu na
cyklin fosforylovana. Signdly k této fosforylaci (vedle tvorby a odbourdvani
cyklinu) obdrZi z vng&jika ve form& ristového faktoru. Fosforylace se miiZe
uskuteénit na zbytku treoninu nebo tyrozinu.

2. Inhibitory cyklin-dependentnich proteinkin4z neboli CDK-inhibi-
tory. Dalsi regulaéni zésah do priib&hu bun&¢ného cyklu jde ze strany inhibi-
tord CDK-proteinkinaz, které se vdzou na CDK-proteinkindzu a brzdi jeji akti-
vitu, Uginek inhibitor CDK-proteinkiniz je znizornén na obr. 312. Piikladem
CDK-inhibitoru je protein p21, ktery se vi¥e na E/CDKI. Touto vazbou se

zabrani vstupu do S-faze.

Dal3i piiklad inhibi&niho G&inku p21 Ize uvést v souvislosti s poskozenim
DNA vlivem UV-svétla nebo jinymi mutageny. V piipadé takového poskozeni
dochazi k intenzivni syntéze p21, ktery se véZe na vSechny CDK a prerusi tak
prib&h bun&&ného cyklu. To pomize buiice uskute&nit v potiebném &ase repa-
raci poskozené DNA. Inhibidni G&inek p21 je navozen nahromadénim transk-
ripéné aktivniho proteinu p53, které je vyvolano poskozenim DNA. Protein p53
pak indukuje expresi genu kédujiciho p21, ktery se vaZe na CDK-proteinkinazy
a inhibuje jejich aktivitu (obr. 315).

p CDK2
CDK4
CDK5 CDK2 CDK2 CDK1
CDKeé

Cykliny: D E A B

G1 S G2 M
faze bunééného cykiu

Béhem bunééného cyklu savel vehazi razné proteinkinazy CDK2, 4, 5
do interakci s riznymi cykliny. Cyklin g/ E, A aBse tvofi k danémuy ¢asu
a jsou v zavislostf na ubikvitinu od, ourdvany. Cykliny D1, D2 a D3
zastévaji v prabéhu celého cyklu konstantni.

Obr. 311
CDK-proteinkinézy v prab&hu bunééného cyklu savéich bunék
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aktivni }|( inhibitor neaktivni

(" eykiin |

Obr. 312
Inhibice aktivity CDK-kinazy CDK-inhibitorem

REGULACE PRECHODU Z G1-FAZE DO S-FAZE U SAVCU. Eukaryo-
tické buiiky reaguji na extracelularni signaly (mitogeny a ristové faktory) tim,
ze tyto signdly prochdzeji v ramei bunééného cyklu misty, v nichz se rozhoduje
o tom, zda postoupi do dalsi fize bunécného cvklu. Tato mista se oznauji jako
kontrolni body bun&éného cyklu. Celkoveé pak signalizaci prechodu savei
buiiky z G,-faze do S-fize bunééného eyklu mizeme shrnout takto ( obr. 313):

1. Po mitogenni stimulaci rdstovym faktorem se nejdfive v G-fizi indu-
kuji eykliny typu D, které se spojuji s cvklindependentnimi proteinkindzami
CDK4 a CDK6 za tvorby komplexu CyeD.CDK4/6. Soucasné nefostorylovany
retinoblastomovy protein neboli pRb-protein (pouzivd se t€z nizvu RB-pro-
tein) se vaze na heterodimerni transkripéni faktor E2F.DP1 za vzniku komple-
xu pRb.E2F.DP1 « inhibuyje jeho aktivitu,

2. V komplexu pRb.E2F.DP1 se pRb slabé fosforyluje CyeD.CDK4/6
(hypofosforylace).

3. Silna fosforylace (hyperfosforvlace) pRb se uskuteCiuje fi¢inkem
CycE.CDK2 a vede v komplexu pRb.E2F.DP1 k oddéleni E2F.DP1 od pRb.
Uvolnéni pRb z komplexu pRb.E2F.DP1 odpovida priichodu pres kontrolni
body pro piechod z G,-fize zavislé na mitogenech a fizen¢ D-cyklinem do §-,
G.- a M-fazi, které jsou na mitogenech nezavislé a jsou rizeny cykliny E, A a
B.

4. E2F.DP1 pak miize aktivovat expresi gent, jejichz translaéni produkty
jsou nutné pro vstup do S-faze a replikaci chromozomové DNA.

5. Rb-protein zfistava v hyperfosforylovaném stavu az do opétného vstu-
pudo G,-fize.

INTERAKCE RB-PROTEINU § TRANSKRIPCNIM FAKTOREM E2F.-
-DP1. Transkripéni faktor E2F.DP1 se vaze na jeden z promotorovych elementd
genli kodujicich dihydrofolatreduktazu, tymidinkinazu a DNA-polymerazu o a
podili se na regulaci syntézy téchto enzymi. Tyto enzymy jsou zahruty do bu-
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u mitogenni signaly RANA G1-FAZE
ozarganl 1 1 transkripéni faktor

p53

[einek proteind p&3 a p21

2.
se vysvétiuje na str. 483
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. Obr. 313
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né&ného cyklu a uplatiuji se v S-fazi,
Jeho interakce s promotorem viak pro
Rb-proteinem a je volny. Tenio prolein se vys
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vané nebo slabé fosforylované formé. Defosforylace silné fosforylovaného
RB-proteinu navozuje jeho aktivitu. Ve slabé fosforylované formé (hypofos-
forylovana forma) nebo nefosforylované formé je totiz aktivni, coz se proje-
vuje jeho inhibicnim ucinkem na déleni bunék a replikaci DNA. V silné fosfo-
rylované (hyperfosforylované ) formé je inaktivni a projevuje se pak stimu-
laci bunééného délen.

Bylo zjiiténo, Ze v klidovych buiikach neni RB-protein fosforylovan nebo
jen malo. V tomto aktivnim siavu (hypofosforylovand forma Rb-proteinu) vehazi
do komplexu s transkripénim faktorem E2F.DP1 a blokuje expresi genu
bunééného cyklu. Kdy? buiiky po pridani séra vstupuji do bunéiného cyklu,
inaktivuje se Rb-protein ke konci G- faze pfijetim deseti nebo i vice fosfi-
tovych skupin, coZ vede k jeho uvoln&ni z komplexu s transkripénim faktorem
E2F.DP1. Uvolnény E2F.DP1 miZe pak zahdjit transkripci gend, jejichz
promotory maji vazebna mista pro tento faktor, a to jsou geny kédujici enzymy
pro syntézu tyminu a DNA-polymerazy a. Toto je v rimci bunéeéného cyklu
nutny krok pro vstup buiiky do S-faze. Sledujme jednotlivé kroky regulace
tohoto vstupu podle obr. 314, kterym se dopliiuje obr. 313:

1. V klidovych buiikich &i v G-fazi bunééného cyklu vytvori nefosfory-
lovany Rb-protein (aktivni forma Rb-proteinu) s E2F.DP1 komplex a brzdi tim
expresi gend, jejichz promotory obsahuji vazebna mista pro tento transkripéni
faktor. Jsou to vyse uvedené geny pro dihydrofolatreduktizu, tymidinkinazu a
DNA-polymerazu o. To znamena, Ze se napf. netvori DNA-polymeraza . nebo
jen velmi malo.

2. B&hem bun&éného cykiu ke konci G,-fize se Rb-protein fosforyluje
prijetim nékolika fosfatd za katalytické Gcasti CDK2-proteinkinézy. Fosforylaci
se Rb-protein inaktivuje. Tim umoZni vazbu E2F.DP1 na promotory vyse
uvedenych gentl, coz vede k jejich expresi, j. syntetizuji se nékteré enzymy
potiebné pro syntézu DNA a jeji replikaci, napt. DNA-polymeraza o. Pozdeji
pak béhem bun&&ného cyklu v G, a M-fazi je Rb-protein specifickou protein-
fosfatazou defosforylovan. Syntéza uvedenych enzymit se opét zastavi.

BI1OLOGICKA FUNKCE PROTEINU p53 A p21. Piedchozi vyklad je
nutno doplnit o vysvétleni funkce proteinu p53. Tento protein p533 se nachazi ve
viech tkanich a jeho funkce je mnohostrannd. Predeviim se podili na regulaci
bunéeného cyklu tim, ze prostrednictvim p21 brzdi vstup buiiky do G +fdze
bunécéného cyklu. Normalni buitky maji malé mnoZstvi proteinu p33, které stali
k udrZeni regulace jejich b&zného déleni. Teprve po jeho aktivaci, coZ byva
poskozeni DNA rentgenovym zéfenim nebo UV-zafenim nebo jinymi faktory,
se jeho mmoZstvi silng zvysi. ZvySenim mnoZstvi p53 se spusti exprese genu
kédujiciho protein p21.
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;aktl"\‘lni‘

ATP ADP

zadna exprese : © LY exprese

Replikace DNA neprobiha.
Zastaveni délenf bunék.

Replikace DNA. D&

i Obr. 314
U&inek Rb-proteinu na replikaci DNA a déleni buriky

Protein p21 se vdZe na proteinkindzy CDK4/6 a CDK2 a v G,-fazi za-
stavuje bunéény cyklus (obr. 313). Tim se poskytne &as pro procesy, kterymi se
opravuje poskozeni DNA. Je-li v8ak poskozeni DNA rozsahlé tak, Ze enzymy
Jiz nemohou opravné procesy zvladnout, dochézi k aktivaci proteinu p33, ktera
spociva v tom, Ze interakci p53 s poskozenymi iseky na DNA se p53 aktivuje
k vazbé na promotory, odkud stimuluje transkripci genu kédujiciho p21. Podle
toho protein p53 piisobi jako transkripéni faktor, ktery se aktivuje poskozenim
DNA (obr. 315).

VZTAHY MEZI PROTEINY p53, p21 A pRb. Podivejme se zdv&rem
globaln& na interakce t&chto proteint, které rozhodujicim zpisobem zasahuji do
pribéhu bunéného cyklu. Uvedené proteiny plisobi v procesu zastaveni
bunéEného cyklu v soudinnosti. Fosforylace pRb umozni, aby komplex transk-
riptniho faktoru E2F.DP1 stimuloval transkripci riznych gent zahrnutych do
syntézy DNA. Protein p21, ktery je transkripénd regulovan proteinem p53,
miize inaktivovat cyklin E-CDK2 a inhibovat takto fosforylaci pRb, a tim i

syntézu enzymi podilejicich se katalyticky na pochodech buné&ného cyklu
(obr. 316).
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p53 aktivuje promotor
genu p21 K transkripci.

— = inhihiéni tdinek

Obr. 315
Schéma interakce proteinli p53 a p21

Protein p21 transkripéné regulovany
proteinem p53 inaktivuje cycE.CDK2,
a tim brzdi fosforylaci pRb-proteinu. -

Fosfarylace pr-protemu
probéhne jen tehdy, kdyZ se ne-

tvofi p21, tedy za nepfitomnosti
p53
pfechod

W’zG.‘doS

Obr, 316
Schéma interakci proteindi p53, p21 a pRbv bunééném cykiu

5.7.10
Apoptdza

OBECNA CHARAKTERISTIKA APOPTOZY. Apopitoza je zpuisoh. jifnj
vand smrt bunék. Programovand smirt, jak je znama z bio-

se realizuje prograno
enetického vyvoje pravi-

logie vyssich organizmd, znameng, ze v prithéhu ontog
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delné cast bunék odumird a je odstranéna fagocytézou. Je to geneticky fizeny
proces spojeny se syntézou, pripadné aktivaci ur€itych enzyr.nﬁ, ktery je regu-
lovan vn&jsimi a vnitinimi faktory. Hlavnimi znaky apoptozy jsou (obr. 317):

¢ svraitovani bungk,

¢ dezintegrace buitky za tvorby apoptotickych télisek, ktera byvaji fagocy-
tovana makrofagy,

A 4 kondenzace chromozomd,

¢  pritok Ca™-ionti do bufiky,

¢ odbourdvani DNA mezi nukleozomy na fragmenty.

Apotéza mize byt indukovana:

zvy¥enim teploty,

poskozenim DNA,

glukokortikoidy,

infekei bunék,

¢ ¢ & ¢ ¢

odstranénim ristovych faktord.

Cim se li§i apoptdza od nekro-
zy? Nekréza probihd za nepfiznivych
podminek, zatimco apoptoza je prog-
ramovand smrt buriky, kterd probihd
za normdlnich fyziologickych podmi-
nek, napt. b&hem embryonalniho vy-
apoptoticka l voje, kdy dochazi k pietvafeni tkani,

téliska o a jak jiz bylo uvedeno, miiZe byt in-
dukovéna. Té% dochézi k morfologic-
kym zmé&nam. Zdiraziiujeme viak, Ze
pii nekréze se rozpadé plazmaticka a
jadernd membrana, kdeZto pii apop-
toze dochazi k fragmentaci buiiky a
ke tvorbé apoptotickych télisek. BE-
hem pokrodilejdich stadii apoptozy
dochézi k rozkladu DNA mezi nuk-
leozomy patrnému na elektroforetog-
ramu ve form& pruhfl (pfipominaji-
fagocytoza cich Zebifdek), které jsou tvofemy
DNA-fragmenty vyznadujicimi se po-
stupng se zvy3ujici elektroforetickou

Obr. 317 ohyblivosti (obr. 318).
Schéma destrukce buriky apoptézou pomy ( )

apoptotickych
. télisek

Velmi charakteristickym zna-
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kem apoptdzy je, 7e novd proteosyntéza v apoptotickvch buiikich vyzaduje
neustalé zvySovani koncentrace ionth Ca™ v cytoplazmé. Tyto ionty se zacast-
fiuji aktivace jedné endonukledzy, kierou je Stépena chromozomova DNA, a
kalpainti, které odbourdvaji slozky cytoskeletu a membranové proteiny. Kalpai-
ny jsou cytoplazmatické savéi enzymy, které se podle dalsich vlastnosti Hsi a
tFidi se do nékolika skupin. Jednim z kritérii tohoto tiidéni je citlivost kalpaini
k iontiim Ca™. V apoptotickych burikach se syntetizuji velmi brzy, dfive nez
jsou na burikach patrny morfologické zmény. Kalpain (EC 3.4.22.17) je defi-
novan jako Ca -ionty aktivovany neutrdini tiolproteindzovy enzyvm.

Dalsi skupinou enzymi, které jsou citlivé k fontim Ca™ a uplatiuji se pfi
apoptoze, jsou transglutamindzy.

nukleozom

30 nm - chromatinové vidkno
(viz obr. 201)

Délka DNA-fragmentu vzniklych $tépenim
endonukleazou je nésobkgm délky
i HPY o

e

acdnn
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KONTROLN{ BODY APOPTOZY. Byly identifikovany dva kontrolni
body apoptdzy:

1. Kontrolni bod 1. Kli¢ovy vyznam zde ma represorovy protein zjistény
ve vnitini mitochondriové a jaderné membrané. Oznaluje se jako Bel2. Konsti-
tutivni nadprodukee tohoto proteinu zastavuje (blokuje) apoptdzu.

2. Kontrolni bod 2. Zde kli¢ovou Glohu sehrava ICE-protein neboli en-
zym pFeméiujiei interleukin 1f. Oznacuje se téz jako interleukin-1p-kon-
vertiza EC 3.4.22.36 nebo ICE-protedza. Jeho zndmou funkci je proteolytické
Stépeni prekurzorového interleukinu 13 na biologicky aktivni interleukinl B..

Shriime jesté podle tab. 30 hlavni rozdily mezi apoptdzou a nekrdzou.

Tab. 30
Viastnosti apoptotické a nekrotické smrti
Prifiny Apoptoza Nekréza
Ovlinéné buiiky jedna skupiny
Objem buiiky zmenseny zvétSeny
Chromatin kondenzovany fragmentovany
Lyzozomy netknuté abnormalni
Mitochondrie normaln{ abnormalni
Zanétliva odpoved neni je
Osud bwiky apoptoticka téliska lyze
Genova aktivita vyzadovana nevyzadovana
Stépeni DNA specifické néhodné
Intracelularni zvySena koncentrace beze zmény
Iontové pumpy zachovany Ztrata
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5.8
MOLEKULARNI PODSTATA ZISKANE IMUNITY

5.8.1
Struénd charakteristika ziskané imunity

Imunita, kterd venika v organizmu jako disledek pusobeni cizovodé latky
tantigenu, se oznacufe juko ziskand imunita (syn. specificka imunita, adap-
tivni imunita) a zalrmuje tvio sioflky:

A 4 humoralnl imunitu,

A4 bunécnou imunitu,

Humorilni imunitou se rozumi imunita zprostredkovand specifickymi
protildtkami produkovanimi B-lvmfocyiy do télnich wekutin dvmfi, krev). Na
druhé strané hunéénou imunitou se rozumi innnita sprostredkovand T-lymfo-
avry, Obrannd reakce, jejimz dusledkent je dosazeni wréitého stavu Iumordalni
imunity, se oznatuje jako humordlni imunitni odpovéd’. Podobne obrannd
reakee, jeiimz dusledkem je dosazeni urcitého stuvu hunéCné imunity, se 0zna-
cuje jako bunéénd imunitni odpoved'. Obe reakce, chapdny souhroné, se
oznacuji jako imunitni odpovéd®,

Vyraznym znakem ziskané imunity je, ze na rozdil od vrozené imunity je
vysoce specifickd (napf. imunita vt urcitému kmeni bakterie nebo viru). Tato
specificnost spotiva v rozpoznavaci reakci mezi imunogenem vpravenym do
organizmu a specifickou protilatkou tvofenou organizimem. Protilitka je ghiko-
protein foznacovany hézné juko imunoglobulini produkovany Jjako odpovéd
organizmu na stimulact imunogenem. Vyonacuje se schopnosti reaguval in vitro
a in vive specificky a selektivné s antigennimi determinanty innmogenu, krery
vvedal jeji produkci.

Lze fici. ze viechny protilatky se tvofi jako odpovéd' organizmu na imu-
nogeny. Jako imunogen se oznacuje latka, kterd indukuje (vyvoldve) humorel-
ni a (neboy humecnou imunimi odpovéd. Imunogenem je napf. Gplny antigen
(viz dile). Antigen obecng je litka, keerd reaguje s protildthou (vaze se na pro-
tikithui a s receptorem T-lemfocytu vaze se na TCR-receptor).

Ve vztahu k imunogenu se rozlisuji:

® Gplny antigen, tj. imunogen reagujici s protildtkami a receptory na
T-lvmpocvtech;

4 nediplny antigen neboli hapten predstavujici nizkomolekulcarni litku,
kterd neni imunogen, je viak schopna reagovat in vitro s protildtkou.
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Termin "antigen" budeme v dalSim textu pouZivat ve smyslu definice
"aplného antigenu",

Jako antigeny plisobi v hostiteli proteinové a polysacharidové slozky
virt, bakterif a jinych patogennich mikroorganizmi. Tvorba protilatek neutrali-
zujicich toxické ginky téchto proteinli je nejvyznamnéj§im &initelem v obrang
organizmu proti infekci. Clovék, ktery diky produkci specifické protilatky
prekonal infekei virem, je pak vii€i tomuto viru imunni krat$ nebo del3f dobu,
pfipadné po cely Zivot. Pozoruhodnym znakem imunitni odpovédi je to, Ze
zvifata i Elov&k se mohou stat imunnimi k mimofadné velkému po&tu riznych
antigendl. Navic jeden organizmus miZe byt imunni k mnoha riiznym antigentim
soutasné. Odhaduje se, ¥e sav&i druh je schopen vytvokit asi 10° az 10"
riiznych protilatek. JelikoZ protilitky jsou proteiny, vznika otazka, zda B-lymfo-
cyty maji dostateny pocet geni pro kédovéni tak velkého podtu protilatek.
Odpovéd’ na tuto otdzku bude ddna pozdéji.

Aby byla do organizmu zavedena latka imunogenni, musi byt pro orga-
nizmus cizorodéd (s vyjimkou nékterych autoantigend). Obvykle by méla mit
molekulovou hmotnost alespoii 1 000 a mé&la by byt bud’ proteinem, nebo poly-
sacharidem.

GLOBALNI PREDSTAVA ZISKANE IMUNITY. Abychom mohli v na-
S§em vykladu postoupit dile, vytvoime si nejdfive poviechnou predstavu (zatim
Jjen v prvnim a hrubém pfibliZeni) o tom, co se d&je s antigenem po jeho zave-
deni do organizmu. Podklad k této pfedstavé poskytuje ve zjednodugené formé
(podrobnosti budou vysvétlovany postupng v daldim textu) obr. 319, na jehoZz
Jjednotlivé &asti odkazujeme &isly v zavorkdch; tato &isla se shoduji s &is-
lovanim na tomto obrazku.

Predné je tfeba si uvédomit, Ze antigeny se do organizmu dostavaji vétsi-
nou ve form& volnych litek (vét¥inou pro organizmus cizorodych proteini)
nebo jako slozky viri, bakterif a jinych parazitit (1). V sekundérnich lymfoid-
nich organech (napt. lymfatické uzliny) je antigen zachycen protilatkovym
receptorem B-lymfocyti (2). Touto vazbou se zahdji déje smérujici k prechodu
B-lymfocytu z G- do G ~fdze bunécného cyklu, k jeho proliferaci a diferenciaci
na plazmatické buiiky produkujici protilétky. Tyto déje se oznacuji jako aktiva-
ce B-lymfocytu,

Antigen, ktery se navézal na receptor B-lymfocytu, je uvnit¥ lymfocytu
rozloZen na peptidové fragmenty (3), sdruZen s MHC I-molekulami a v tomto
sdruZeni zanofen do jeho povrchu. Rozeznavaji Jjej pak aktivované Th2-lymfo-
cyty, které se na n&j vdZou svym receptorem (4). Touto interakef se B-lymfocyt
aktivuje k syntéze receptort (5) ve svém povrchu pro cytokiny produkované
Th2-lymfocyty (6). Cytokiny velmi intenzivné stimuluji proliferaci plazma-
tickych bunek, které produkuji protilatky, jimiz neutralizuji a inaktivuji volné
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antigeny. Takto jsou eliminovany z organizmu i antigeny jako proteinové sloz-
ky bakterif nebo virt (7).

V lymfatickych uzlinich jsou aktivovany téZ makrofigy, kterymi jsou
pohlcovany bakterie, viry a jiné antigeny (8). Proteiny virtt a bakterii se v ma-
krofégéch rozloZi do peptidovych fragmenti a sdruzi s MHC II-molekulami (9).
Tento komplex se zanofi do povrchu makrofigd. Antigen v ném je rozeznavan
receptory Th1-lymfocytd (10). Touto interakei jsou Thi-lymfocyty aktivovany
k produkei cytoking, napf. interferonu y (INF-y) (11), a zvy3i se 6% lyticka akti-
vita makrofiga (12).

Jak jsou viak zneSkodfiovany antigeny vird, kterymi byly infikovany
somatické buiiky (13)? Tyto antigeny se podobng jako u B-lymfocytt odboura-
vaji na peptidové fragmenty (14) a zanofuji ve sdruzeni s molekulami MHC I
do povrchu infikované buiky a jsou pak rozeznévéany receptory Te-lymfocyti
(15). Interakei receptoru Tc-bunék s peptidovym fragmentem antigenu v povr-
chu infikovanych bunék se v infikovanych bufikach indukuje apoptéza (progra-
movana smrt bunék) (16). Proliferace aktivovanych Tc-lymfocytd je stimulova-
na cytokiny Th2-lymfocytd.

Th-lymfocyty jsou k produkei cytokind, k proliferaci a diferenciaci akti-
vovany antigenem sdruZenym s MHC Il-molekulami v povrchu dendritovych
bunék, makrofégi a B-lymfocyti.

MHC-MOLEKULY (PROTEINY). MHC je zkratha pro oznadeni genty
hlavniho histokompatibilniho komplexu neboli MEHC ~-komplexu oznado-
vaného u mysi jako komplex H-2, u &lovéka Jako HLA-komplex. Molekuly
kédované geny MHC-komplexu jsou postiranslacné glykozylované proteiny
bunécného povrchu. Jejich vyznam v buiice, zdirazitovany v této uebnici (maji
Jesté jiny biologicky vyznam), spodiva v tom, Ze béhem své syntézy zachycuji
peptidy a fragmenty vznikié odbourdvdnim cizorodych proteini, tedy antigent,
a zanotuji je do povrchu buriky, kterd se tim stévd butikou nabizejici antigen,
nebot’ rento antigen je rozezndvin T CR-receptorem T-lymfocyts. Existuji dva
druhy MHC-molekul (MHC-proteinii):

1. MHC I-molekuly (proteiny) neboli MHC-molekuly (proteiny) prv-
ni tfidy charakteristické tim, %e vdZou peptidy vznikajici odbourdvdnim viro-
vych a bakieridinich proteinit pochdzejicich z téch viri a bakterii, kterymi byly
infikovdany buiiky hostitele. Virové a bakteridlni peptidy sdruZzené s MHC 1
-molekulami a zanofené do povrchu infikovanych bundk jsou rozezndvdny
Te-lymfocyty, kieré se aktivuji k usmrceni infikovanych bunék vazbou antigenu
upraveného ve spojent s MHC I-molekulami do peptidové formy (obr. 319 -14).

2. MHC II-molekuly (proteiny) neboli MHC-molekuly (proteiny)
druhé t¥idy, které vazou peptidové Jragmenty pochdzejici z proteinii odboura-
nych v intraceluldrnich vezikulich makrofigii a B-lymfocyti. Takové peptidy
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maji sviij piivod v téch proteinech vird a bakterii, které byly pohleeny makrofi-
gem, pripadné byly jako antigeny zachyceny receptory B-lymfoevti. Ve spojeni
s MHC [-molekulami se tyto peptidy, predstavujici upravené antigeny bakterii
a vira, zanofuji do povrchu makrofigd (obr. 319-10) a B-lymfocyth (obr.
319-3), na nichz mohou byt pak rozezndany jen Th-lymfocvty {obr. 319-4).

B-LYMFOCYTY (B-BUNKY). B-lymfocyty neboli B-buiiky se v dospé-
[ém organizmu savel tvofi v kostni dieni a v jatrech jejich fEtu, Myji ve svém
povechu molekulu imunoglobulinu, kiera pusobi juko receptor pro antigen.
Vazba antigenu na tento receptor je zakladni faktor, ktery v zivislosti na dalsich
faktorech (popsanych dale) umoznuje diferenciaci B-lvmfocvtu na plazmatické
bunky produkujici protilatky. Tvto protilarky jsou stejné chemické podstaty jako
receptor, na krery se antigen navdzal. Protilaiky nejsou tedy v podstaté nic jine-
ho nez rozpusmné formy B-lvmfocytovych receptorii pro antigen. Kazdy receptor
je piisné specificky a rozeznava jen urdity antigen. Antigen ve smyslu imunoge-
nu, tedy Gplny antigen, je obvykle velkd a komplexni molekula a receptor je
schopen rozeznat jen jeji ¢ast. Nejjednodussi forma nebo nejmensi édst antige-
nu schopnd reakce s protildatkou nebo receptorem T-lvmfocytu se oznacuje jako
antigenni determinanta neboli epitop (obr. 320).

Celkove Ize tedy fici, ze B-lymfocyty se vyznacuji témito viastnostmi:

R

epitop
[

epitop
<

receptory ®
epitop

receptory

Obr. 320
Vztah antigennich determinantt k jejich receptorim
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4 Maji v povrchu receptor zachycujici volny antigen (obr. 319-2, 3). Tento
receptor je molekula protildtky (imunoglobulin) vdzané na membrdnu buriky.
Oznacuje se jako B-lymfocytovy receptor.

¢ Pred interakci s antigenem se B-lymfocyt nachazi ve stadiu klidu. Ve
vztahu k bun&nému cyklu je to faze G,. Teprve vazbou antigenu na receptor
B-lymfocytu dochdzi k interakci mezi receptorem (protilatkou) a antigenem,
kterou se B-lymfocyt aktivuje k déleni a diferenciaci na plazmatickou buriku
produkujici do prostieds protildtku.

¢ Po vazbé antigenu na B-lymfocytovy receptor se upravuje antigen do
peptidu, ktery se sdruzuje s MHC Il-molekulami a je nabizen k vazbé& na TCR-
receptor Th2-lymfocytt (obr. 319-4).

T-LYMFOCYTY (T-BUNKY). Tvofi se v brzliku (thymus). Na rozdil od
B-lymfocytii T-Iymfocyty nejsou schopny rozeznat volny antigen. Mohou ho
rozeznat jen v piipadé, Ze je zadlenén do komplexu s MHC-molekulou v povr-
chu butiky nabizejici antigen. Tento antigen je stejné povahy jako ten, ktery se
navazal na receptor B-lymfocytu a byl naslednd upraven B-lymfocytem do
peptidové formy.Ve vztahu k MHC-proteintim se rozliSuji dva typy vykonnych
T-lymfocytd (obr. 321):

1. Cytotoxické neboli Te-lymfocyty. Rozezndvaji do peptidu upraveny
antigen sdruZeny s MHC I - molekulami v povrchu bunék, které byly infikovdny
virem. Rozezndvamy a do peplidu upraveny antigen pochdzi z viru, kterym byla
burika infikovdna. Po rozezndni tohoto antigenu Tc-lymfocyt rozvine procesy,
smérujici k usmrcent infikované buriky. Tc-lymfocyty maji téZ ve svém povrchu
protein oznacovany jako CD8-protein, ktery se vaze na MHC I-molekuly. Tyto
molekuly drzi do peptidu upraveny antigen, coZ je pfedpoklad pro jejich adhezi
na buiiky s timto antigenem. Te-lymfocyty se téZ oznaduji jako CD8-lymfocy-
ty.

2. Pomocné neboli Th-lymfocyty. Rozezndvaji antigen upraveny do
peptidového fragmentu, ktery je sdrufen s MHC II-molekulami. Tento antigen
se nachdzi v povrchu B-lymfocytii, makrofagd a dendritovych bungk. Th-lymfo-
cyty maji ve svém povrchu protein oznalovany jako CD4-protein, klery se vise
na MHC I-molekuly drzici do peptidu upraveny antigen, a tim zvySuje jejich
adhezi na buiiky, které maji tento antigen. Th-lymfocyty se té% oznaduji jako
CD4-lymfocyty.

Celkove se Th-lymfocyty d&li na dva kone&n& diferencované typy bungk,
rozliSované podle toho, které buiiky jsou jimi aktivovany. Jsou to:

1. Thl-lymfocyty aktivujici makrofdgy (obr. 319-10).
2. Th2-lymfocyty aktivujici B-lymfocyty (obr. 319-4).
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Obr. 321
Interakce T-lymfocyt( s buiikami nabizejicimi antigen

BURNKY NABIZEJICI ANTIGEN. Buiky, které obsahuji ve svém povr-
chu upraveny antigen (peptid antigenu), ktery je rozezndvan T -lymfocyty, se
oznacuji juko buiiky nabizejici antigen. Ctyii typy bunék nabizeji antigen.
Jsou to (obr. 322):

1. B-lymfocyty. Uprava antigenu v B-lymfocytech probiha v nasleduji-
cich krocich (obr. 323):
¢ Volny antigen se navize na receptor B-lymfocytu.
¢ 7 receptoru procesem endocytozy se antigen dostdvd do intracelularni
vezikuly, kde se rozlozi na peptidy.
¢ Na ribozomech endoplazmatického retikula se syntetizuji MHC II-
-molekuly, které migruji do vezikuly a spoji se s peptidem jako jednim z pro-
duktd rozkladu antigenu.
® MHC 1i- molekula dopravuje antigen (vime viak, Ze je to peptid antige-

nu) k povrehu lymfocytu, kde je pak antigen specificky rozezndvdn receptorem
Th-lymfocytu (obr. 321).

A4 B-lymfocyty se s upravenymi antigeny vyskytuji v lymfoidnich foli-
kulach lymfatickych uzlin.
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Obr. 322
Buriky nabizejici antigen

vezikula
s rozlozenym @
antigenem, . zbytek
5 antigenu
{peptid)

upraveny
antigen

endoplazmatické
retikutum

. Obr. 323
Uprava antigenu v B-lymfocytu a jeho rozeznani Th2-lymfocytem
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- 2. Makrofigy, Jako v B-lymfocytech je antigen upravovin téz v makro-
f’agach_. Makrofigy se vyskytuji ve véech mistech lymfatickych uzlin, pohleuji
bakterie a odbouravaji jejich proteiny, které vystavuji upravené ve svém povr-
chu, kde jsou sdruzeny s molekulami MHC Il Makrofigy plisobi v rimei
VI'_OZCUé (nespecifické) imunity. Maji v povrchu receptory pro rizné slozky
{mkr(.).bi:’?lm'ch bunék. Patogenni mikroorganizmy, které vstoupi do organizmu,
Jsou jimi pohlceny a rozlozeny. Ty, které uniknou jejich destruktivnimu déinku,
musi byt pak rozeznany buitkami piisobicimi v rdmci adaptivni imunity, coz je
%nr.l_oinéno makrofigy tim, Zze v nich perzistuji vstiebané mikroorganizmy,
Jejichz antigeny upravené do peptidové formy vystavuji ve sdruzeni s MHC
l-proteiny ve svém povrchu, kde jsou rozeznaviny Thl-lymfoeyty.

Makrofagy jsou rozptyleny po celém téle. Nekteré zhstavaji v ur€itych
tkénich (plice, pojivové tkané, jatra, ledviny, mozek). Jiné jsou pohyblivé a
amébovitym pohybem prechazeji do rdznych tkani. Na antigenni peptid ve
sdruzeni s MHC Il-molekulami v povrchu makrofaga se svym receptorem vazou
Thi-lymfocyty. Jednim z disledki této vazby je produkee interferonu gama
(INF-y), kterym se makrofag aktivuje k pohlcovani vird, bakterii atd. Krome
toho aktivované makrofigy produkuji cytotoxické proteiny, které jim pomédhaji
eliminovat fadu patogennich mikroorganizm, buiiky infikované viry, nadorové
buiiky a intracelularni bakterie.

3. Dendritové buiiky. Dendritové buiiky se rovnéz vyznacuji schopnosti
upravovat antigeny, Virové a upravené antigeny se sdruZuji v jejich povrchu
také s molekulami MHC. Ty dendritové bunky, které se soustredily do lymfa-
tickych tkani, syntetizuji ve vysokych koncentracich molekuly MHC-1 a MHC-
I, a také kostimulaéni molekuly B7. Uvedené vlastnosti je ¢ini mocnymi
aktivatory Th- a Te-lymfocyti. K tomu pFispivé jesté skutecnost, Ze na rozdil od
ostatnich somatickych bunék mohou byt infikovany mnoha riiznymi viry. Proto
s vysokou uginnosti poskytuji peptidy odvozené z virovych proteind, jak ve
sdruzeni s MHC I- molekulami, které jsou rozpoznavany Te-lymfocyty (které
sméiuji k diferenciaci na vykonné buiiky), tak i ve sdruzeni s MHC [I-molekula-
mi, které jsou rozpoznavany Th-lymfocyty diferencujicimi se na vykonneé Thi-
a Th2-lymfocyty. Dendritové buriky mohou tedy aktivovat Th- i Te-lvmfocyty,
které se jesté nesetkaly s antigenem.

Dendritové buiiky se podle mista svého vyskytu v organizmu déli do
nékolika typi. Jsou to:

@ Langerhansovy buiiky, nachizejici se v pokozee a v mukodznich tkanich.
Langerhansovy buiiky nachdzejici se v pokozce prijimaji antigen tim, Ze jej
vstiebavaji a pak ptenaseji do lymfatickych uzlin, kde diferencuji na dendritové
buiiky, které jiZ nevstfebavaji antigen, ale stimuluji aktivitu T-lymfocytd.

% Intersticialni dendritové buiiky, které osidluji v&tdinu orginii (napf.
srdce, plice, jatra, ledviny, gastrointestindlni {stroji).
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L4 Proplétajici se dendritové buiiky, které se vyskytuji v sekundéarnich
lymfoidnich orgénech v oblastech, kde jsou T-lymfocyty (ve dieni brzliku).

@ Cirkulujici dendritové buiiky, které se vyskytuji v krvi (kde tvoii 0,1 %
krevnich leukocyti) a v lymfg.

4. Buiiky infikované viry. KdyZ virus infikuje hostitelskou buiiku,
dochézi pak nasledné k replikaci jeho genomu (napt. DNA u DNA-virt), ktery
se pepisuje do mRNA pieklddané do virovych proteini. Tyto proteiny mohou
byt buitkou odbourdny na peptidy, které podobné jako v predchazejicich piipa-
dech se zanofi do membrany ve sdrugeni s MHC I-molekulami a Jsou vystaveny
Jako antigen, kiery je rozezndn Tc-lymfocyty. Touto interakci Jje Te-lymfocyty
indukovana v infikovanych buiikéch apoptéza (programovana smrt bungk).

PRIMARNI A SEKUNDARNI IMUNITNI ODPOVED. Prni sethini
organizmu s prislusnym antigenem se oznacuje jako primarni imunitni odpo-
Vv&d’; je charakteristickd preménou zralych B-lymfocytit na pamétové a vykonné
B-buriky oznacované jako plazmatické busiky a preménou T- -lymfocytit na pamé-
Lové T-buiiky, vykonné Th-lymfocyty a T c-lymfocyry.

¢ Plazmatické buiiky. Produkuji (sekretuji) protilatky. Jelikoz Jjsou jen
krdtce Zijici, je produkce protildtek Jen krdtkodobd. Vyznaduji se rozsahlou
tvorbou endoplazmatického retikula, jehoz vnitin{ &ast Jje naplnéna molekulami

imunoglobulinu, ktery se tvof{ translaci na ribozomech, kterymi je retikulum
pokryto.

A4 Pamétové B-buiiky. Pamérové buiiky neprodukuji protilatky, uchovd-
vaji si vSak schopnost reagovat na antigen, kterym byly vydiferencoviny ze
zralych B-lymfocytir a jsou dlouho Zijie. V pamé&fovych butikach probiha p#i
vysoké cetnosti mutace (p¥iblizng 10%/generaci) projevyjici se vysokou afinitou
k antigenu, ktery piivodng vyvolal jejich vznik. Touto mutaci se vyznacuje
znacna Cast pamétovych bunék. Kdyz je organizmus znovu vystaven piisobeni
stejného antigenu, reagujf na néj velmi ucinné vysokou produkei protildtek uzf
Jen pamétové buriky. Druhé setkdni organizmu s antigenem se oznaduje jako
sekundérni imunitni odpovie,

¢ Vykonné Th-lymfocyty. Jsou krdrce Zijici, a proto aktivni jen kratko-
dobé. Vyzna&uji se produkci cytokindi, kterymi aktivuji a stimuluji proliferaci
plazmatickych bungk.

*® Vykonné Te-lymfoeyty. Jsou krdice Zijici a proto aktivni jen kratko-
dobé. Vyznaduji se toxickym Gi¢inkem na buitky infikované viry.

4 Pamétové T-buiiky. Jsou to diouho Zijici buriky, které jsou aktivovany
na vykonné Th- a Te-lymfocyty v ramei sekundarni imunitni odpovédi.
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DIFERENCIACE LYMFOCYTU. Lymfocyty se vyskyvtuji ve velkém
mnozstvi v krvi, v lymfé a specializovanych lymfoidnich orginech, jako jsou
brzlik, lymfatické uzliny, slezina (obr. 324). Lidské télo obsahuje asi 2 x 107
lymfocyti, které se vyvijeji (diferencuji) jako véechny ostatni krevni buiiky
(erytrocyty, tromboeyty a granulocyty) z hematopoetickych kmenovych
bunék. Tyto buitky se primaré vyskytuji ve fetdinich jarech a u dospélych
Jedincii v kostni dieni. B-lymfocyty u saved migruji z kostni dfené do krve. T-
lymfocyty vznikaji u viech obratlovedi v brzliku diferenciaci prekurzorovych
bungk, které byly do brzliku pfeneseny z kostni diené krevni cestou. Kostni
dien, Fabriciova burza a brzlik se oznacuji jako primarni lymfoidni organy,
jelikoz se v nich lymfocyty tvofi z prekurzorowch bunek. Krvi jsou z téchto
orgdnii prendseny do sekunddrnich lymfoidnich organd, coz jsou lymfatické
uzliny, slezina, Peyerovy plaky. V sekundarnich lymfoidnich tkanich reagufi
lymfocyty s antigeny, ktervmi jsou zralé B-lymfocyty a T-lymfoeyty aktivovany
k diferenciaci na vykonné buiiky. Tak se oznaluji 7- hmfocyty a B-lymfocyty,
které byly urcitym mechanizmem aktivovany k uskute¢rovdni specifické funkce
v imunitni odpovédi. Zralé B-lymfocyty jsou aktivovany k diferenciaci na
vykonné bunky vazbou volného antigenu na jejich receptor, kdezto T-lymfocy-
ty jsou aktivovany antigenem sdruzenym s MHC-molekulou v povrchu bunék
nabizejicich antigen, ktery se vize na TCR-receptor T-lymfocytt. Ze zralé¢ho
B-lymfocytu diferencuji buiiky dvojiho typu:

kostni thymus sekundarni
dieni (brzlik) lymfoidni organy

slezina
lymfatické uzliny
lymfoidni tkan
gLl

T-lymfocyt
kmeriové | @ @ —» aktivované
burika T-bunky
antigen
I +® » plazmatické
B-lymfocyt B-buriky
B-lymfocyt

bursa
Fabricii

Obr. 324
Vyvoj B-lymfocyt a T-lymfocytt
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Obr. 325
Schéma vyvoje B-lymfocytt v savéim organizmu
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Obr. 326
vyvoj T-lymfocyt(i v savéim organizmu
obr. 325 a T-lymfocyti na obr. 326. To je také konec kapitoly, ve které byly
vylozeny nekteré zékladni pojmy z imunologie vztahujici se k dal3imu textu,
jeho predmétem je vyklad molekuldrnich mechanizmu, kterymi se uskute&ituji
vztahy mezi lymfocyty v ramci humordini a bun&&né imunitni odpovédi.
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5.8.2
Imunoglobuliny

MOLEKULARNI STRUKTURA IMUNOGLOBULINU. Protildtky patii
do skupiny proteini, které se oznacuji jako imunoglobuliny. Celkovg je mole-
kula imunoglobulinu sloZena miniméln€ ze &tyf polypeptidovych Fetézed, a to
(obr. 327):

¢ ze dvou téikych (H) Fetézcii o stejné primérni strukufe;

¢ ze dvou lehkych (L) Fetézcil, které maji také stejnou primarni strukturu.

Tezké fetézce obsahuji asi 430 aminokyselinovych zbytkd a lehké asi |
214. Molekula imunoglobulinu je drZena pohromadé sulfidickymi vazbami.
Kazdy Fetézec sestava ze dvou zikladnich oblasti:

¢ konstantni oblasti (C), tj. Useku vyznadujictho se relativné neménnou
sekvenci aminokyselin u viech imunoglobulinii pFislusného typu téikého nebo
lehkého Tetézce;

L4 variabilni oblasti (V), tj. Gseku, kterym se imunoglobuliny prisliusného
typu tézkého nebo lehkého Fetézce navzdjem lisi.

h ariabilni hypervariabilni
ypefgeky YP r

tseky

variabilni
oblast

konstantni ¢ 4 konstantni
oblast ‘ : : </ oblast

0o0C
fetézec &

H
lehky lehky fetézec

7
konstantni ol:;}ast konstantni oblast
o \\“x,

v “ "
misto misto
glykozylace glykozylace
Na misto glykozylace HOOC COOH

se vaZe oligosacharid
N-glykozidovou vazbou.

téZky Fetézec t&Zky fetézec

Obr. 327
Schéma molekuly imunoglobulinu
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Konstantni oblast ézkého fetézee se oznacuje jako Cy, lehkého jako C,,
kdezto variabilni oblast tezkého felezee se oznacuje jako Vy a lehkého jako V.

Variabilni oblast kazdého fetézee je. co se tyce sekvence aminokyselin,
slozena ze tii hypervariabilnich Gseki a ¢tyF dsekd zakladni struktury, Hyper-
variabilni dseky jsou v primdrni struktuie znacné proménlivé na rozdil od
tiseku zakladni struktury. které jsou proménlivé méné. Vyznam hypervaria-
bilnich dsekii spociva piedeviim v tom, ze rvori vazebnd mista pro antigen ve
variabilni oblasti. Specificita immoglobulinu vzhledem k antigenu je predevsim
pudminéna primdrni strukturou hypervariabilnich tseki, a jelikoz se vzhledem
k untigene vyzuacuji komplementdrnim povechent (sir. 40), oznacuji se jako
oblasti uréujici komplementaritu (zkr. CDR).

Cast konstantni oblasti tézkého fetézce je flexibilni a oznacuje se jako
oblast pantovi. Tato oblast usnadiiuje vazbu antigenu k imunoglobulinu tim,
7e méni konformaci imunoglobulinu vzhledem k determinantim na molekule
antigenu (obr. 328).

Imunoglobuliny jsou glykozylovany, tj. pfipojuji se na né sacharidy
N-glykozidovou vazbou (str. 19, obr. 7). Glykozylace probihd na riznych
mistech tézkého Fetézee. Na obr. 327 je uvedeno misto giykozylace u imunoglo-
bulinu tiidy G. Dale jiz kromé obr. 333 nebudeme mista glykozylace uvadet.

KLASIFIKACE LEHKYCH RETEZCU. Existuji dva typy lehkych

antigennf - .
determinanta

imunoglobulin

4

pantové
oblast

N\

Obr. 328

Vliv pantové oblasti na optimalni vazbu antigenu
k imunoglobulinu
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fetézed. Jeden typ se oznauje jako x (kappa) a druhy jako A (lambda). Jmuno-
globuliny se stejnym typem lehkych Fetézcti maji stejnou konstanini oblast a lisi
se navzdjem ve variabilni oblasti. Variabilni a konstantni oblast lehkych fet&zcl

se oznaduje:

VK’ V)»’ CK’ C)»’
pfi¢emzZ je nutno mit na zieteli, Ze V se v fetézci vzdy spojuje s C, kdeZto V,
se spojuje s C, . Molekulova hmotnost lehkych fetézci je pfiblizng 23 000.

KLASIFIKACE TEZKYCH RETEZCU. U &lovéka je pét zakladnich typd
téchto retdzci:

¥, O, U, O, &
Imunoglobuliny se stejrym typem tézkych Fetézcit maji stejnou konstanmni oblast
a li§i se navzdjem ve variabilni oblasti. Typy y maji jesté Styfi podtypy:

v1,v2, 3, v4.
Skupina imunoglobulinii typu & se déli na dva podtypy:
ol, a2.

IMUNOGLOBULINOVE TRIDY. Jak jiz bylo uvedeno, imunoglobulin
sestava ze dvou lehkych a dvou t&%kych fetézcid. Podle toho, jaky typ nebo
podtyp t&7kého Fetézce se v molekule imunoglobulinu vyskytuje, zafazujeme
imunoglobulin do jedné z péti t¥id neboli izotypi, piipadné podtiid. Imunoglo-
bulin stejné tFidy (izotypu) nebo podtFidy md stejny typ nebo podtyp téZkého
Fetézce, pricems lehké Fetézce mohou byt x nebo A. V sumérnim vzorci vyjadfi-
me variabilni a konstantni oblast lehkého a tézkého fetézce

VLCLVHCm
kde indexy L a H lze specifikovat typem nebo podtypem f'etézce, napf.
VxCxVHCa’
coz znamena, e lehky fetdzec v imunoglobulinu je typu A a té€zky je typu o,
podle néhoZ patfi do tfidy IgD.

V tab. 31 jsou uvedeny zékladni charakteristiky t¥id a podtiid lidskych
imunoglobulinii a v tab. 32 imunoglobulini mysich.

Imunoglobuliny jednotlivych t¥id se li§i biologickou funkei a vyskytem
(napf. u ¢lovéka):
® Imunoglobulin 1gG. Vyskytuje se v krevnim séru ze viech ostaich t¥id

ETa

v nejvérsim mnoZstvi. Tvoii az 80% viech imunoglobulind v krevnim séru.
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Tab. 31
Klasifikace lidskych imanoglobuling
Podet
Lehky Tézky Celkova | lehkych
Trida PodtFida | Fetézec fetézec molek. | a tézkych
(L) (H) hmotnost | Fetdzel v
molekule
[gG1 i 146 000
IgG2 2 :
1eG g ¥ 146 000 LH.
IgG3 Y3 165 000
[gG4 4 146 000
[gGA1 | KBebor 160 000 | L,H, nebo
IgA 1aGA2 a2 160000 | (Lot
IeM IgGM m 970 000 (L.H,),
Igh - & 184 000 L.H,
IgE - £ 188 000 L.H,
Tab. 32
Klasifikace my$ich imunoglobuling
Pocet
Lehky Téiky lehkych
Trida | Podtfida | Fetézec Fetézec | atézkyeh
(L) () fetézet v
molekule
IgGla ¥l
2
IgG fgGla 728 LH,
IgG2b ¥2b
12G3 13
IgA - x nebo A o LH,
IeM - 1
IgD - 8 LH,
IgE - £ L,H,
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¢ Imunoglobulin IgM. Tvoii 5 - 10% celkového imunoglobulinu. Moro-
merni IgM se v B-lymfocytech vdze na membrdnuy, kde pusobi jako receptor pro
antigen. V rdmci primdrai imunitni odpovédi jsou imunoglobuliny tFidy IgM
produkovdny jako prvni ze v§ech tFid. Syntetizuje se téZ jako prvni v novoro-
zenci. Diky pentamerni struktufe se vyznaduje 10ti vazebnymi misty pro anti-
gen. Aviak vlivem stérické zabrany se na n&j miiZe vizat jen 5 vétsich antigenii
soutasné. Celkové je ze viech tiid nejiginn&jsi ve vazb€ virovych &astic. Vli-
vem své velikosti nemiZe difundovat, a proto se v mezibunéénych tekutinach
vyskytuje v nizkych koncentracich.

A4 Imunoglobulin IgA. Tvoii jen 10 - 15% celkového sérového imunoglo-
bulinu. Je viak previddajicim imunoglobulinem v sekretech (kolostrum, sliny,
slzy, hlen aj.). V séru se vyskytuje jako monomer, vzicngji jako dimer, trimer
nebo tetramer. Sekredni IgA je dimer nebo tetramer. Denni produkce sekreéni-
ho IgA je vys§i nez kteréhokoli jiného imunoglobulinu. Plazmatické bufiky
sekretujici IgA se soustfed'uji na mukéznim povrchu membran, které¢ jsou
hlavnim vstupnim mistem pro patogenni mikroorganizmy. Sekre¢ni IgA také
predstavuje prvni obrannou linii proti bakterifm (Salmonella, Vibrio cholerae,
Neisseria gonorrhoae, virus chiipky aj.).

L4 Imunoglobulin IgD. Tvofi 0,2% celkového sérového imunoglobulinu.
Spolecné s IgM je hlavnim membrdnovym imunoglobulinem v B-lymfocytech.

¢  Imunoglobulin IgE. Je bezprostiednim zprostiedkovatelem hypersenzi-
tivnf reakce projevujici se alergickymi stavy jako je senna ryma, alergické ast-
ma, kopfivka, anafylakticky $ok. Kontakt membrénového IgE mastocyti: s aler-
genem zplisobuje jejich degranulaci, kterou se uvolfiuje histamin a jiné latky
zplsobujici alergické reakce. Alergen je neinfekini antigen, ktery indukuje
hypersenzitivni reakce nebo alergické reakce vétsinou zprostiedkované IgE-
imunoglobuliny.

DOMENY IMUNOGLOBULINOVYCH RETEZCU. U imunoglobulino-
vych fetdzch je kazd4d doména stabilizovéna disulfidovou vazbou. Prostied-
nictvim této vazby se spojuje proximélni a distaln{ ast stejné domény za vzni-
ku smyéky (obr. 329). Lehky fetézec se vyznacuje dvéma doménami:

® doménou C,, kterd tvoFi jeho konstantni oblast;

¢ doménou V,, kterd tvori jeho variabilni oblast.

Té% kazdy t&2ky fetézec ma doménu, ktera tvofi jeho variabilni oblast
(doména V), ale na rozdil od lehkych fetézel je konstantni oblast tvofena
nékolika doménami, a to:

L 4 u fetézed 5, Y, O tfemi doménami Cy;, Cy, 5 Cyss
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Imunoglobuliny tfid Imunoglobuliny tiid
IgD, IgG a IgA igM a IgE
mayji &tyry domény. maji pétdomén.
Obr. 329

Domény imunoglobulind

¢ ufetézel W a & ctyFmi doménami Cyj, Cppy» Cpya Gy

Uvedené domény mohou byt symbolicky specifikovany podle typu fetéz-
ce, napt. Cm, Caz» Caz. nebo Cul’ Cuz’ CuB’ C}14 atd.

Celkové tedy
¢ fetdzce Ka A se vyznatuji dvéma doménami (V, C));

¢ fetdzce O, ¥, O se vyznatuji ¢tyfmi doménami (Vy, Cyyys Cypy, Cyi) 5

¢ fetézce [l a € se vyznatuji péti doménami (V,, Cyy, Cpy Cyya Cy )

Bereme-li v avahu lehké a tézké fetdézce celé molekuly imunoglobulinu,
pak lze Fici, ze imunoglobuliny tfid:

4 IgD, IgG a IgA maji domény V, C,, Vi, Cy,y Cppy, Gyl
* 1gM a IgE maji domény V,, C;, V5, Cpppy Cpyps Cpyy Ce
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STRUKTURA IMUNOGLOBULINOVYCH DOMEN. Imunoglobulinové
domény sestavaji z B-skladanych listi (str. 27), které jsou navzajem antipara-
lelni a jsou spojeny riizné dlouhymi smyékami. Na obr. 330 je uveden piiklad
V- a C -domény. Celd struktura domény je stabilizovdna vodikovymi vazbami,
které pres skupiny -NH a -CO spojuji sousedni fetézce skladaného listu (obr.
[1a, str. 28). V fetézcich se stéidaji hydrofobni a hydrofilni aminokyselinové
zbytky, jejichz postranni fetézce jsou sefazeny kolmo k roviné PB-sklddaného
listu tak, ze hydrofobni aminokyseliny jsou orientovany dovnitf a hydrofilni
vué. Uvniti domény jsou dva B-skladané listy, které jsou spojeny disulfidovou
vazbou. V- doména je o néco delsi nez doména C a obsahuje o jednu smycku a
o jednu dvojici fetézed vice nez doména C. Tato smycka spojuje skladané fetéz-
ce (viz téz obr. 331) navzijem (vzdy jednu dvojici z antiparalelnich fetézci).
Domény tézkych fetézeh maji podobnou strukturu. V redlngjsim pohledu si pak
molekulu imunoglobulinu mizeme piedstavit podle obr. 332.

Antigen se vdze na aminokyselinové zhyeky hypervariabilnich useku,
piicemz vice aminokyselinovych zbytki vizajicich se na antigen je v hyperva-
riabilnich usecich ve V,-doménach tézkych fetézcG. Nejvice kontakti s antige-
nem ma CDR3 ve V -doméné. Pfi kontaktu s antigenem dochazi ke zméné
konformace domény.

STRUKTURNI ZVLASTNOSTI IMUNOGLOBULINU JEDNOTLIVYCH

CL-doména
g M;gwmwmw%!
M %“%&
7 TR e
i ) qg@:w"‘% & ‘7@«%% %‘%

Obr. 331
Diagram vztaht mezi f-skladanymi listy a smyékami
vdoménachCaV
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TRID. Imunoglobuliny téZe tfidy jsou charakteristické jedinednou sekvenci
aminokyselin v konstantni oblasti t&Zkého retdzce, kterou se vyrazng ligi od
imunoglobulini jinych t¥id. Konstanini oblast tézkého retézce uréuje zarazeni
imunoglobulinu do dané tiidy. Déle se imunoglobuliny Jjednotlivych tiid navza-
jem ligi (obr. 333 a 334):

% poftem a uspofadanim polypeptidovych fetézet, které tvor molekulu
imunoglobulinu,

¢ poétem disulfidovych vazeb,
® pfitomnosti pantové oblasti,

24 pritomnosti J-fetézce neboli spejovaciho polypeptidu, 7. polypepti-
dového Fetézce o jedné doméné spojujiciho dva 165ké Fetézce u tiiidy Igd a IgM
(obr. 335),

¢ pottem a umisténim mist glykozylace.

J-fet€zec se dostava do molekuly imunoglobulinu t¥idy IgA a IgM post-
translatné jesté pfed jeho sekreci z buiiky. Je zpevnén jednou disulfidovou
vazbou. Gen kédujici tento Fetézec je u &lovéka lokalizovan na chromozomu 4 a
u my§i na chromozomu 5.

D)

! ; py ,_] e .
Y Y
(S
RV P
a0 e
AR
Obr. 332
Pohled na strukturu domén imunoglobulinu
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pantova
? blast
RN

L Ci3 ¢ )

“mista glykozylace/

pantova

disulfidova i oblast

vazbaz 7

e

disulfidova
vazba g3

J-fetézec o
disulfidova

vazba

Mista glykozylace se opakuji
stejné jako na pfedchozim
monomeru.

-;/ pantova oblast

Obr. 333
Schéma molekul imunoglobulini tfidy lgG, 1gD, IgE a IgA
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V dal§ich monomerech je
stejné rozmisténi mist

disulfidova glykozylace.

vazba

J-fetézec

disulfidova
vazba

Obr. 334
Schéma molekuly imunoglobulinu tfidy IgM

5.8.3
Molekularni podstata tvorby protilatek

STRUKTURNI GENY PRO IMUNOGLOBULINY. Dalo by se piedpokla-
dat, Ze se po rodi¢ich d&di celé geny, které koduji polypeptidové Fetézce, jez
tvoii molekulu imunoglobulinu. Ale nenf tomu tak. D&df se jen segmenty téchto
gend, které miZzeme nazyvat subgeny nebo genovymi segmenty. AvSak zadny
z téchto segmentli nepfedstavuje je§ts funkéni gen, nebof neni ukonden termi-
nagnim kodonem a nekéduje tedy funkdni polypeptid. Teprve jejich spojovanim
se podle vyvojového programu organizmu vytvori bshem diferenciace B-lymfo-
cytil pFislugné geny, jejichz informace je pekladana do primérni struktury jedné
molekuly lehkého nebo t&2kého fetézce, nebot’ prvni segment na svém 5'-konci
pozitivniho fetézce obsahuje iniciaéni kodon a posledni segment na 3'-konci
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disulfidova

CQOH
vazha ‘

Obr. 335
Schéma J-fetézce

kodon terminaéni. Genové segmenty nejsou tedy hotové funkéni geny, ale
jejich "stavebni slozky", z nichZ se b&hem diferenciace sestavuje strukturni gen
kodujici priméarn{ strukturu lehkého nebo tézkého fet€zce imunoglobulinu. Qd-
kazujeme v této souvislosti na definici strukturniho genu uvedenou na str. 140.
Vzhledem k tomu, Ze fyto segmenty jsou stavebnimi slozkami genu, které se
dedi, oznatujeme je jako "subgeny". Tomuto terminu ddvame v této uéebnici
prednost pro jeho jednoslovnost. Jinak se v&tSinou pouZiva termin "genovy seg-
ment". Vysledny gen pfedstavuje vidy uréitou kombinaci téchto stavebnich slo-
sek. Touto kombinaci se pak geny pro imunoglobulinové fetézce navzdjem lisi.
Proces kombinovdni genovych segmentii (subgenit) se uskuteciiuje zvld§tnim
mechanizmem oznacovanym jako pieskupovani subgenit (genovych segmen-
tli). Synonymni termin téz velmi asto pouzivany je V(D)JC-rekombinace.
Subgeny ¢&i genové segmenty, které jsou stavebnimi jednotkami struk-
turnich gent kédwjicich imunoglobulinové retézce (t&5ké a lehké), budeme
oznatovat jako VDJC-subgeny, jelikoZ se rozd&luji do téchto skupin:

® L-subgeny, které pfedstavuji vedouci sekvenci a kéduji signdlni peptid
(str. 414) imunoglobulinového Fetézce. Existuje tolik L-subgenil, kolik je V-sub-
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geni (viz déle). Pred kaZdym L-subgenem se nachdzi promotor, ktery je aktivni
az po vytvoreni genu kédujiciho lehky nebo tézky retézec.
¢ V-subgeny, které koduji variabilni oblast imunoglobulinového Fetézce

(V-domény). Kazdému V-subgenu piedchazi L-subgen oddéleny od V-subgenu
kratkym intronem.

% C-subgeny, které kdduji konstanini oblast imunoglobulinového Fetézce.

¢ J-subgeny, z nichi kaidy koduje 12 aZ 21 koncovych aminokyselin
variabilni oblasti jak u lehkych tak i 1ézkych Fetézcii. Useky kodované J-subge-
ny sousedi s konstantn{ oblasti.

4 D-subgeny, z nich kaZdy kéduje zhruba 5 aminokyselin tfetiho hyper-
variabilniho tseku téZkych Fetézcii. Podileji se na kédovadni jen tézkych Fetézet,
Na chromozomové DNA sousedi skupina D-subgeni ze strany levé s poslednim
V-subgenem a z pravé strany s prvnim J-subgenem.

Poznamka: V dal$im textu nebudeme u kazdého terminu "subgen" opako-
vat "VDIC", jelikoZ z textu bude zfejmé, Ze jde o tento typ subgend &i
genovych segmentf.

SESTAVY SUBGENU NA CHROMOZOMOVE DNA MYSi. Imunitni
systém mysi je nejlépe prostudovan. Velmi podobny je imunitni systém &lové-
ka. Urcité zlaStnosti se vyskytuji u ptakd.

U mySi tvofi subgeny tfi sestavy, které jsou umistény na tfech réiznych
chromozomech. Jsou to (obr. 336):

Dve sestavy subgenu pro fetézce lambda na chromozomu 16

L-V1 gy J3gaC3uy HuncCi

(inak%ivni)
Sestava subgenti pro fetézce kappa na chromozomu 6
VAR Lvasomt 7R o i
(inaktivni)
Sestava subgenu pro tézkeé retezce na chromozomu 2
Lvi B Lviooo M 3 ‘

= nekodujici segment

Cisla prifazena k jednotlivym pismeniim
predstavuji pofadova é&isla subgend.
Obr. 336
Pofadi subgenti pro imunoglobuliny na chromozomech mysi
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1. Sestava pro A-fetézce, kterd je umisténa na chromozomu 16, Je sloZena
ze dvou V,—subgend, &tyf J ,-subgeni a &tyF C, -subgenti (jeden je neaktivni).
Ke kaZdému C,-subgenu je v této sestav® jiz pfifazen urity J,-subgen. To

znamena, Ze dvojice J,C, jsou fixni. AvSak ke kterékoli z nich se miiZe pfitadit
kterykoli V,-subgen.

2. Sestava pro k-fetézce, ktera je umisténa na chromozomu 6. Je slozena

asi z 250 V, -subgenii, péti J -subgenii (jeden je neaktivni) a jednoho
C, -subgenu,

3. Sestava na chromozomu 2, ktera obsahuje 200 az 1000 V;-subgend,
tiindct Dy-subgent rizné délky, Ctyfi J,,-subgeny riizné délky a osm C,y-subge -

nd, tj. C“-, CynC - Com C C

17 Cam Copos Cg- a Ca- subgen.

Y28~

SESTAVY SUBGENU NA CHROMOZOMOVE DNA CLOVEKA. Sesta-
vy subgenti u ¢lovéka jsou lokalizovany do chromozomii 22, 2 a 14 (obr. 337).
Viimnéte si rozdilli v po€tech subgenil jednotlivych typti u élovéka a u mysi.
Podobné jako u mysi vyskytujf se nékteré typy subgenti v repeticich, napf, Styfi
repetice subgenu C, na chromozomu 22 aj.

ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA PRESKUPOVANI SUBGENY. Proces
pieskupovani subgend probiha v kostni dfeni pti diferenciaci B-lymfocytd, a to
za nepfitomnosti antigenu. Je zdkladnim zdrojem rozmanitosti protilatek, jeli-
koz zodpovidd za vznik riiznych kombinact subgenii. Tyto kombinace pak pied-
stavuji geny pro lehké nebo té7ké imunoglobulinové fetézce.

Dvé sestavy subgen( pro fetézce lambda na chromozomu 22

Sestava subgent pro t82ké Fetézce na chromozomu 14

= nekddujici segment neaktivni

Cisla pfifazend k jednotlivym pismenim
predstavuji pofadova &isla subgend.

Obr. 337

Pofadi subgeni pro imunoglobuliny na chromozomech &lovéka

)
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Shriime nyni pravidla, kterymi se fidi pfeskupovéni subgenti, abychom
tento pomémé sloZity proces snadngji pochopili:

1. Geny, které kéduji lehké a t&zké fetézce imunoglobulind, se nedédi
hotové, ale ve formé svych segmenti - subgenii.

2. Geny kodujici lehké a t&Zké fetézce imunoglobulinil se tvoii podle
vyvojového programu organizmu béhem diferenciace B-lymfocytl v kosmi
dreni preskupovdnim subgenit do riznych kombinaci, které u genfi pro t&€zké
fetézce zaéind v ranych proB-lymfocytech a u genti pro retézce lehké v malych
preB-lymfocytech.

3. Pieskupovdni, kieré vede k tvorbé genii pro lehké retézce, se déje tak,
e se V-subgen spoji s J-subgenem za vylouceni (delece) celého viseku mezi nimi
véemé viech V-subgenti a J-subgenii, které do tohoto konkrétniho spojeni
nevchdzeji. Zistdva zachovéana jen sekvence mezi L a V a V a C. Takto se
vytvoii gen kddujici lehky Fetézec, ktery ma nésledujici strukturu (obr. 338):

L-VJ-C,
kde L, VJ a C jsou konstitutivni exony, pomi¢ky jsou introny.

4. Preskupovani, které vede k tvorbé gend pro t8zké fetézce, se dé&je
podobng. Rozdil je v8ak jen v tom, Ze se D-subgen spoji nejdiive s J-subgenem
a k tomu se pak priradi V-subgen za vylouceni (delece) celého tiseku mezi nimi
véetné viech V-subgentt a D-subgeni, které do tohoto konkrétniho spojeni ne-
vstoupily. Zustava zachovana jen sekvence mezi L. a V a V a C. Takto se
vytvoii gen kédujici tézky Fetézec . Schematicky lze strukturu tohoto Yetézce
vyjadrit jako (obr. 339):

Subgeny sefazené na chromozomové DNA kmenové buriky.
V3 eliiva Vin gu J1 e U2 me U3 4 g )5

Preskupeni[.-V3kJ2a C.
Tato ¢4st je deletovana.

(L-V4 auy LVi gy J1]

gen kddujici lehky fetézec
L3 U2 g U3 Js\;;:

A

exon kédujici exon kédujici

exon kodujici

signalni variabilni  intron Konstantni
peptid oblast oblast
Obr. 338

Schéma vysvé'tlujici pfeskupeni subgeni vedouci k tvorbé genu
kddujiciho lehky Fetézec imunoglobulinu
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Subgeny sefazené na chromozomové DNA kmenové buiiky.

baeny

subgen
Pfeskupeni nékterého D-subgenu k sybgenu J za vzniku DJ. K to
pak preskupi néktery \-subgen. Useky mezi V a DJ se deietuj:!.nu se
Deletuji se téz useky mezi D a J. Zistavaji jen mezi DJ a C.

l gen kédujici t&zky Fetézec
imunoglobulinu IgM
introny

intron] intron
(nepfeskupen
J-subgeny)
exon  exon .. exony
kédujici kédujici kédujici domény
signdlIni variabilni . t82kého Fetézce
peptid oblast imunoglobulinu IgM
Obr. 339

Schéma vysvétlujici pieskupeni subgent vedouci k tvorbé genu
kédujiciho tézky fetézec imunoglobulinu Igi

L-VDI-C,

kde L a VDJ jsou konstitutivni exony, poml¢ky jsou introny a C, pfedstavuje
soubor exonli oznaCovanych jako CHI, CH2, CH3 a CH4 a kddujicich Ctyfi
domény konstantni oblasti t&zkého fetézce . Proto se 1€z oznaduji jako C .
C,» C,s 2 C . Tuto skuteCnost vysvétlujeme na str. 533. Pamatujme si viak, ze
vysledkem preskupeni subgenii kodujicich t&zké fetézce je gen, ktery koduje
t87ky fetézec y imunoglobulinu IgM a déle, jak uvidime, se gen pro tento feté-
zec prepisuje souasné s genem kddujicim t&zky fetézec & imunoglobulinu IgD.
Kombinace se subgeny, které kdduji konstantni oblasti fetézet v, € a o se tvofi
az ptresmykem, ktery je popsan na str. 534.

5. Kazdy B-lymfocyt obsahuje jeden strukturni gen pro lehky Fetézec a
Jeden gen pro Fetézec 1¢2ky. Oba geny jsou opatfeny aktivnim promotorem
odkud se piepisuji do hnRNA, ktera podléha posttranskripénim upravdm na 5'-
a 3'-konci a nakonec sestfihu. Vysledna mRNA se pieklida do jedné molekuly
imunoglobulinového fetézce, ktery se signalnim peptidem véze k endoplazma-
tickému retikulu. Po uskute&néni tohoto d&je se peptid rozloZi. Transkripee
strukturniho genu kodujiciho lehky fetézec a translace jeho mRNA jsou uvede-
ny na obr. 340.

=

S
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aZdému L predchazi promotor. Jakmile se l
5ytvofi gen,pdochégi kgktivaci tohoto hnRNA
promotory, z néhoZ se G y 4
gen pfapise do hnRNA. ;
Vznikla hnRNA se upravuje na 5'- a
3"-konci a podrobuje se sestfihu, coZ
vede k mRNA. se?tﬁh

mRNA

. . poly(A}
mRNA se pfeloZi do polypeptidu,

z héhoZ se odstépi signalni peptid, L . Souéasti variabilni
Vysledny produkt je lehky imuno- lehky retézec oblasti je téZ J2.
globulinovy Fetézec s variabilni a m

konstantni oblasti.

Obr. 340
Transkripce a translace genu
kédujiciho lehky imunoglobulinovy fetézec

Jesté nepfeskupené subgeny v kmenové burice.,
Pfeskupeni ~ NDNA

subgent

g Preskupeni probiha béhem

vyvoje preB-lymfocytu
na zraly B-lymfocyt.
Transkripce
—gen kodujici lehky Fetéze
1 hnRNA
Sestfih m’G poly(A)
m’G poly(A)

v

Translace lehky |Fetézec
v oen |

L se rozloZi posttransiaéné.

Obr. 341
Preskupeni subgent pro lehké Fetézce a exprese vysledného genu
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Zplisob pieskupeni subgen pro lehké a t&zké fetézce rekapitulujeme
jesté jednou az po vysledny transladni produkt na obr. 341 a 342. Na obr. 343 je
schematicky vyjadfeno spojeni transla¢nich produkti do molekuly imunoglo-
bulinu. Tyka se to transladnich produktii uvedenych na obr. 341 a 342.

SIGNALNi SEKVENCE PRO PRESKUPOVANI SUBGENU. Presku-
povanim subgenii V, D, J a C se vytvoii proti jejich pivodnimu pofadi (kombi-
naci) uvedenému na obr. 336 a 337 nové poradi (nova kombinace). Vznik nové
kombinace nukleotidovych sekvenci ve vazbové skupiné téhoZ chromozomové-
ho paru se oznaluje jako rekombinace (viz Ctvrty dil, kde rekombinace bude
podrobngji probrana). Preskupovani subgeni V, D, J a C je viak zvldsmi
pripad rekombinace a proto se oznaduje jako V(D)JC-rekombinace.

Bylo zjiténo, Ze existuji urcité sekvence, které predstavuji signaly pro
preskupovani subgenii. Jsou oznacované jako rekombinacni signalni sekvence
(zkr. RSS). Jsou to obr. 344:

1. Potadi sedmi nukleotidf neboli heptamer, 5-C ACA G T G-3', které

Jesté nepfeskupené subgeny v kmenové burice.

nDNA

Pieskupeni e ; “H3;
D-subgenu Toto pfeskupeni probiha béhem vyvoje
k J-subgenu kmenové buriky na rany proB-lymfocyt.

Toto pfeskupeni probiha béhem vyvoje

Preskupeni  intron
o\ _raného proB-lymfocytu na preB-lymfacyt.

k DJ nDN

- — exon — ‘ ' /
exon introny
gen kodujici tézky fetézec

sekretovaného Igiv

hnRNA

Sestiih TG wm

poiy(A)

c
3%
Translace
L 1] [crzfcns[cnals
tézky fetézec sekretovaného imunoglobulinu
L se rozloZi posttranslaéné. gM
Obr. 342

Pfeskupeni subgent pro tézké fetézce a exprese vysledrllého genu
na pFikladé genu kodujiciho tézky fetézec sekretovaného IgM

-
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S
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Obr. 343
Spojeni translaénich produkti uvedenych na obr. 341 a 342 do molekuly
imunoglobulinu

je oddéleno 12 nebo 23 bp od potadi deviti nukleotid neboli nonameru
S“ACAAAAACCT.
2. Konce kazdé skupiny subgeni (V, I nebo C krom& D) jsou bud’ vyme-
zeny t€mito sekvencemi, nebo k nim komplementarnimi, tj.nonamerem:
5«GGTTTTTG T-3' nebo heptamerem 5'-CACTGTG -3',
které jsou také oddgleny mezernikem dlouhym 12 nebo 23 bp. Mezernik o délce
12 bp se oznaduje jako jednozavitovy mezernik, nebot v chromozomové DNA

zahrnuje jeden zdvit (fednu otdcku). Na rozdil od ngho dvouzavitovy mezernik
md délku 23 bp a zahrnuje v chromozomové DNA dva zdavity.

§'-HEPTAME MEZ‘ERNiK NONAMER-3"' 5'- NONAMER MHEPMMER-?

. [CACAGTG ACAAAAACC  GGTTTITGT 'CACTGTG [l -
5 Bderercac| JTOTTTTTGE  CcAMAACA . 23bp ghGiZI3 [l - 3
CACAGTG il . +
GTGTCAC 3

CACAGTGEFE ..
GTGTCAC 1] - 3

CAAAAACC  GGTTTTTGT

5. [ cAcTGTG
‘ GTTTTTGG CCAAAAACA

GTGACAC

5. [PHCACAGTG[

GGTTTTTGT"
a GTGTCAC

CCAAAAACA

§-GGTTTITGT ., =~ CACAGTG CACTGTG ., =~ ACAAAAACCT 3!
CCAAAAACA P GTGTCAC GTGACAC P IGTTTTTGG
Obr. 344

Rekombinaéni signalni sekvence




5.8 MOLEKULARNI PODSTATA ZISKANE IMUNITY 521

3. V -signdlni sekvence obsahuje jeden jednozivitovy mezernik, zatimco
J -signalni sekvence dvouzavitovy. U V, je tomu opacné, tj. V, -signaini
sekvence obsahuje dvouzdvitovy mezernik a J,-signdlni sekvence jednozévi-
tovy. V- a J,-subgeny maji dvouzavitovy mezernik, zatimco D, -subgen mé po
obou stranach mezernik jednozavitovy (obr. 344).

4. Plati striktni pravidlo 12/23: Signdlni sekvence s jednozdvitovym
mezernikem se miise spojit se sekvencemi s dvouzdvitovynr mezernikem. Timto
pravidlem se zajisti, Ze V -subgen se spoji pouze s J,-subgenem a nikoli s ji-
nym V, -subgenem. Podobné je zajiiténo, Ze V-, D,- a J-subgeny se spojuji
v pofadi V-D-J a stejné subgeny se navzijem nespojuji.

MOLEKULARNI MECHANIZMUS PRESKUPOVANI SUBGENT. Sig-
nalni sekvence jsou rozezndvdny komplexem proteinii, ktery se oznacuje jako
rekombindzovy komplex. Zatim jsou zndmy dva proteiny tohoto komplexu, a
to RAG1 a RAG2. Pasobeni tohoto komplexu probiha v téchto krocich (obr.
345):

Subgeny nevchazejici do
vysledného poradi.

12b 23 bp Je-C
P N N H TR

konce heptamert -——————J

1 Stépeni - zlom.

23 bp
2. H N . H
Vie Je- Cxc

1 Ligace - znovuspojeni,

signalni spoj

Je- Cx

kédujici spoj

H = heptamer
N = nonamer
Obr. 345

Schéma molekularniho mechanizmu pfeskupovani subgentl
kédujicich imunoglobuliny
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I. Nejdiive se RAG1 navaze na nonamer, Potom se na vznikly komplex
nonameru s RAG] navaZze RAG2. Tento d&j lze charakterizovat jako rozpo-
znéni signalni rekombinagni sekvence, které je nezbytnou podminkou k u-
skute¢néni synapse mezi 12 bp- a 23 bp-mezernikem (obr. 346),

2. Stépeni DNA mezi heptamerem signélni rekombinagni (RSS) a
kodujici sekvenci vede k deleci segmentu mezi V-subgenem a J-subgenem pro
lehké fetézce. Tento segment pfedstavuje subgeny, které nejsou pak soudasti
vysledného pieskupeni (viz téZ obr. 346).

3. Konce vznikié §tépenim, kterymi jsou spojeny V- a J-subgeny kédujici
lehké retézce a podobné konce spojujici V-D a D-J- subgeny kédujici tézké

Tato éast predstavuje
subgeny, které nevchazeji
do vysledného pFeskupeni.

J
G
H = heptamer G
N = nohamer 2 T
V=V NA In
J =JK A T ;
C=C, ﬁ ?j Tento tsek se
g (T3 vystépi a vytvofi

signéini spoj.
{124mezernike23

G G
¢ Zh
Hé ¢
£ I
L%
5'- Ny ‘ Js c -3

Ligaci téchto subgent
se vytvofi kbdujici spoj \4J§-—C.

Poradi subgent, u nichZ probé&hlo toto
preskupeni, pfed pfeskupenim bylo:
Je vynechan L-subgen.

Obr. 346
Schéma molekularniho mechanizmu pfeskupovani subgent
kédujicich lehké fetézce imunoglobulind
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Fetézce, se oznaCuji jako kodujici konce. Podobné konce signdlnich sekvenci
spojujicich subgeny, které nevchdzeji do vysledného preskupeni, se oznaluji
jako signalni konce. Spojenim kédujicich koncit se vytvori kédujici spoj a
spojenim signdlnich konci: signalni spoj (obr. 345, 346).

U subgend, které koduji fetézce t&2zké, probiha pieskupeni za 0gasti
D-subgenu. Vlivem RSS na obou koncich D-subgenu zistava tento subgen mezi
V,-subgenem a J;-subgenem. Mezernik (12 bp) z obou stran D-subgenu umoz-

Tato éast pfedstavuje
subgeny, které nevchézeji
do vysledneho pfeskupeni.

/ ] : \
N A— 3;" Nﬁ %N

Tento Usek se A—T A—T Tento tisek se
vyStapi AT A vy$tepi
a vytvori A A—T a vytvori
signalni spoj. signalni spoj.
23 12 12 23
G—C G—C
T—A T—A
HECGH HGCH
AT A—T
C—4 o
A—T A
5'- ¥, ¢ € 3
1 2 b o C
Ligaci téchto subgentl
se vytvoii kbdujici spoj
YiDglrC-

Poradi subgenu, u nichZ probé&hlo toto
preskupeni, pfed preskupenim bylo:

VDD Pty —C.

Je vynechén L-subgen.

0O e <
1
o
IO'I I<

H = heptamer
N = nonamer

1]

Obr. 347

Schéma molekularniho mechanizmu pfeskupovani subgeni
kéduijicich tézké fetézce imunoglobulind
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fiuje, Ze se useky, které se preskupuji, sefadi paralelné. Vytvoii se viak dva
signalni spoje a jeden kodujici (obr. 347).

ZPUSOB TVORBY KODUJICICH SPOJU. Zplsob tvorby kédujiciho
spoje vysvétluji obr. 348a, 348b, z nichZ je ziejmé, Ze volné komplementarni
DNA-fetézce obou subgend (napf. V a J) se spoji kovalentng za tvorby vlasen-
ky. Pak ndsleduje tépeni (viz podrobné&ji popis na obr. 348a, b). Preénivajici
konce DNA-fetézct kaZzdého subgenu pak slouzi jako matrice pro komple-
mentéarni dopliiovani nukleotidy. Dal§i zapliovani mezery mezi subgeny se
mdZe uskute&fiovat bez matrice a je katalyzovano enzymem terminalni deoxy-
nukleotidyltransferdzou, ktery se nachdzi v lymfocytech, v nichZ probiha
preskupovani VDJC-subgeni. Nukleotidy, kterymi se tvofi palindromatické
oblasti v kédujicim spoji, se oznaCuji jako nukleotidy palindromatické neboli
P-nukleotidy. Nukleotidy zarazené do kddujiciho spoje nukleotidyltransferdzou
se ozna¢uji jako N-nukleotidy.

P-nukleotidy vytvéreji kodujici spoje u subgentl kédujicich lehké a t&ézké
fetézce u mysi. Kodujici spoje u subgenll kédujicich fetézce t&2ké a nékterd
lehké fetézce u ¢lovéka jsou tvofeny P- i N-nukleotidy. U my$i se N-nukleotidy
v subgenech pro lehké fetézce nevyskytuji, jelikoz terminalni deoxyribonukleo-
tidyltransferdza se u nich tvofi jen kratkou dobu pfed pieskupovanim subgent
kodujicich tézke retézce.

JelikoZ zatazovani N-nukleotidii do kédujicich spojii je nahodné, piispi-
vaji N-nukleotidy k variabilité kodujicich spoji a samoziejmé tim i k variabilitg
imunoglobulint. Na rozdil od kédujicich spojii tohoto typu jsou kddujici spoje
tvorené jen P-nukleotidy presné.

ZDROJE ROZMANITOSTI PROTILATEK. Vskutku ohromna rozmani-
tost protilatek ma tyto zdroje: ‘

1. Preskupovdni subgeni V, D, J a C je hlavnim zdrojem rozmanitosti
protildtek. V tab. 33 je uvedeno, Ze teoreticky pieskupeni subgenti V,J, D a C
miZe vést k tvorbé 316 lehkych a 8 262 t&2kych Fetézet lisicich se navzajem ve
variabilni oblasti. Prakticky viak jejich podet je niZ8i, jelikoz ne viechny subge-
ny se pfeskupuji se stejnou &etnosti, N&které se preskupuji ¢astdji, jiné jen

Yy v

ziidka. Kromeé toho ne viechny V,-oblasti se (isp&§n& spoji s oblastmi V, .

2. Rozmaniiost protildtek, k nif vede pFeskupovdini subgenii, se jesté
zvySuje riznosti kédujicich spoji, jejim# zdkladem je nepiesnost, s jakou se tyto
spoje tvori. Jestlize je kédujici spoj tvofen P-nukleotidy, pak vysledna nukleoti-
dové sekvence zavisi na tom, kde byla vlasenka §t&pena (viz obr. 348a). Misto
Stepeni podmitiuje délku pfednivajiciho matricového fetdzce a samoziejmé tim i
to, jaka sekvence nukleotidii se odkryje pro proces komplementérniho zapliio-
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J-subgen
\'; bgen 7 9 ] 7 C-subgen
VA CACAGTG.12.ACAAAAACC mam m u & = GOTTTTTGT 53 CACTGTG C(Ziém

AT GTGTCAC1 TCTTTTTGG @ m = m == GCAAAAACA ™" GTGACACGG

Subgeny V a J,
které nevchazeji
do vysledného preskupeni
a vys$tépi se tiéinkem rekombinazového komplexu
AG1, RAG2 za tvorby signalniho spoje:

Zde jsou w0
subgeny

el nevchazejici do W

L vysledného L

preskupeni. -

i GAGAT— OH P—TACTA
lctcTA—P I HO—ATGA

Volny OH-konec napadi fosfodiesterovou vazbu komplementéarniho
fetézce. Tim se oba konce kovalentné spoji za tvorby koncové vidsenky.

Koncové vidsenky se pak nastépi, jak je naznadeno | $tépeni
 ‘ V GAGAT) Sipkou. CTACTA
JEICTCTA * ATGAT|

St

épeni

Preénivajici jednofetézcové konce obou koncovych
. V GAGATAT subgenu pak slouZi jako matrice pro ACTA
e komplementéarni zaplfiovani P-nukleotidy. TATGA

v GAGATAT ATACT
I CTCTATA TATGA
Po ligaci taktc dopinénych konct obou koncovych
subgent: se vytvofi kédujici spoj charakteristicky
palindromatickymi sekvencemi.

Obr. 348a
Mechanizmus vzniku kédovaciho a signalniho spoje
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:

kédujici spoj
s palindromatickymi sekvencemi

v GAGATATATACT
| ICTCTATATATGAT,
palindromatické sekvence

nebo

Pred vytvofenim kédujiciho spaje se mezera mezi
konci subgenu jesté pfed zafazenim
P-nukleotid vypini bez matrice N-nukleotidy
katalytickym téinkem deoxyribonukleotidyltransferazy.

4

526

BV GAGATATIRCGATACTA (R
M | CTCTATACGCTATGAT D
P N
nukleotidy
Obr, 348b

Pokradovani obr. 348a

vani. Je-li kddujici spoj tvofen N- nukleotidy vedle P-nukleotid(, zaleZi na tom,
kolik a které nukleotidy se do kodujiciho spoje vloZi. Pfi tvorbé spojti
D-J,aV,-D-J,
se miize nahodné zafadit aZz 15 nukleotidd, takZe pak upln4 variabilni oblast
t&zkého Fetézce je kddovéna tsekem
V.NDJ,,.

V aseku N, tj. v seku obsahujicim N-nukleotidy, mohou byt pak riizné
sekvence, tedy i rlizné kodony projevujici se v sekvenci aminokyselin variabilni
oblasti.

Zatazovéni N-nukleotidd do kodujicich spoji ma viak je¥té tento disle-
dek. Pridanim N-nukleotidd se v kédujicim spoji asto p¥erui Steci ramec (viz
str. 130), coz se projevi ztratou funkee imunoglobulinového tetSzce. Presku-
povdni subgeni, pri kterém dochdzi k preruseni &teciho rdmce v kodujicim
spoji, a tim i ke ztrdté aktivity (funkce) imunoglobuliny, se oznaCuje jako ne-
produktivni pFeskupovani subgenii. V opatném p¥ipads, tj. je-Ii kédujicici
spoj tvofen souvislym Ctecim rdmcem, takze imunoglobulinovy Fetézec je zcela
Junkéni (aktivni), oznaujeme preskupeni subgent jako preskupeni produk-
tivai. Obr. 349 znazoriuje, jak se projevuje riznost kédujicich spojil v ami -
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Tab. 33

Udaje dokumentujici preskupeni subgeni jako zdroj rozmanitosti
protilatek

Podet subgenii kédujicich imunoglobuliny
v lidském organizmu

Lehky Fetézec Tézky fetézec
K A H
V-subgeny 40 29 51
D-subgeny 0 0 27

J-subgeny 5 4 6

Podet kombinaci
(genit) vzniklych
preskupenim subgent 200 116 8 262
V,JaV,D,J

Podet Fetézcii
kodovanych geny
vzniklymi 200 116 8262
pieskupenim subgeni
V,JaV,Dal

Celkovy pocet

lehkych Fetézci 316
lisicich se
navzajem

ve variabilni oblasti

Celkovy pocet

tézkych Fetézed 8 262
lisicich se
navzajem

ve variabilni oblasti

Podet vyslednych
a ve variabilnich

blastech 6
1'ozdi(l)ny?:§12:iolekul 2,6 X 10

imunoglobulinu
vzniklych kombinaci
viech lehkych
a tézkych Fetézei
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§ 3.
| po presk
RSS i exonech
| ¢i). Tato
| nych gei
Ruznost v tvorbé | charakfe
kédujicich spoj. | odpovéc
| nebot’ {;
GAGGATGCTCC ACTGTG ; antigen
KOdOnY emme e cmmes RSS '1 4
K ' vytvore
kédujici spoj 3 si 0 ton
-—"JK// jeze 3
se kter:
‘ stejné |
Produktivni  Sl4 Asp Ala Thr Arg (1) '] téi’lk' l
pFeskupeni. GAGGATGCGACTAGG i ¥
1
Glu Asp Sy Thr 2rg @ oteviené Steci 1 oy
GAGGATGGGACTAGG ramce 3 protild
5‘ s jako
| Cter
Slu Asp Trp Thr Arg | Lo
SAGGATTGGACTAGE © | Nekte
\ vytvo!
|
Neproduktivni Sl4, Asp Ala AspTerm 0 I
preskupeni, GAGGATGCGGACTAG ! |
uzavr':ené Steci \ obr.
Glu Val Asp Term ramce § ment
GAGGTGGACTAG x nebo
ka. P
Obr. 349 prest
Pfiklad riznosti kédujicich spoju pfi ' nd, k
produktivnim a neproduktivnim pfeskupeni subgent l naci
o e N , - prec
nokyselinové sekvenci variabilni oblasti protilatek pfi produktivnim a nepro- l‘ pak
duktivnim preskupovani subgeni. | imu
Podle tohoto obrazku se spojenim subgent (v tomto ptipadé konkrétng ] :
subgeni V _aJ) v mistech naznaenych Sipkami I az 5 vytvoif kédujici spoje | jake
o riiznych ctecnch ramcich oznadenych shodng s &isly Sipek. Cteci ramee 4 a 5 \ e ¢
s terminadnim kodonem jsou vysledkem neproduktivniho preskupeni subgeni, E vaz
|
!
|
!
|
\
\
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3. Daliim zdrojem rozmanitosti protildatek jsou mutace, které probihaji aZ
po preskupeni subgenti ve Vieexonech genu kodujicich lehké retézece a VDJ-
exonech kodujicich Fetizce 102ké. Tyto mutace, oznacované jako somatické
hypermutace, probihaji pri vysoké rvehiosti (kolem 107 na par bazi za genera-
ci). Tato rychlost je zhruba 10°-krit vy$si nez rychlost spontannich mutaci v ji-
nych genech (odtud nazev hypermutace). Tyto mutace jsou bodové a vétsinou
charakteru nukleotidovych substituci. Antigen. ktery vyvolal primarni imunitni
odpoved.. pisobi selektivné na B-lymfocyty, v nichZ takové mutace probehly,
nebot’ tyto B-lymfoeyty se fenotypové vyznacuji vysokou afinitou k tomuto
antigenu.

4. Konmecnym =zdrojem rozmanitosti protildtek je spojovdani translaci
veevorenyeh lehkveh a tezkich retézer do molekuly imunoglobulinu. Abychom
si o tom ucinili predstavu, vratme se k tab. 33. Jestlize budeme piedpokladat,
ze ze 316 gend kodujicich lehké fetézee a z 8 262 geni kddujicich fetézee t&zké
se kterykoli gen z podtu 316 a kterykoli z poctu 8 262 maZze nahodné objevit ve
stejné buiice, pak podle tab. 33 kombinaci 316 lehkych Fetézel a 8 262 fet€zcd
tézkych se potencidlng mize v lidském organizmu vytvofit minimalné

316 x 8 262 = 2.6 x 10 " riznych imunoglobulinovych molekul.

Kone&né éislo, které by nam davalo celkovou pfedstavu o rozmanitosti
protildtek by bylo mnohem vyssi, kdybychom je vynasobili poétem nepfesnosti,
s jakou se tvoF{ kddujici spoje behem produktivniho preskupovéni subgent a
poctem somatickych hypermutaci. Tyto podty viak nelze piesné odhadnout.
Nekteri autofi uvadéji, ze celkové se potencidlné miZze v lidském organizmu
vytvorit aZ 10" rizaych protilatek.

KLONALNI SELEKCE. Schematicky je klondlni selekce zndzornéna na
obr. 350. Termin "klondlni" pochazi plivodné z predstavy, kterd je jiZ experi-
mentalngé ovéfena. a to ze imumitni systém je sloZen = miliont skupin bunck
neboli kloni, z nich? kazdy sestdavd z B-lvmfocvtit a pochdzi ze spoleéného pred-
ka. Pii diferenciaci kmenové buiky se do pfislusného B-lymfocytu vystépi po
pieskupeni VDJIC-subgenti sestava subgend obsahujici jednu kombinaci subge-
nd, kterd predstavuje gen kddujici lehky fetézec typu x nebo A a druhou kombi-
naci, ktera predstavuje gen kodujici tzky fetézec p. Takovy B-lymfocyt je pak
prredkem klonu, v néms vSechny bunky obsahuji stejny inmmoglobulin. Klony se
pak lisi kombinacemi subgenti, které se do nich vystepily, a tedy i strukturou
imunoglobulind.

Imunoglobulin se zanofuje do membriny B-lymfocytu, kde pak plsobi
jako receptor pro antigen. Jakmile se urtity antigen dostane do organizmu, mi-
7e se navazat jen na sviij receptor, ktery maji B-buiiky zcela ur€itého klonu. Po
vazbé antigenu na receptor dochdzi k aktivaci buiiky, ktera antigen pfijala.
Koneénym vysledkem této aktivace je proliferace této buiiky a v koneéné fazi
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O kmenova burika

Preskupeni O/ \O

subgend. " P
@ @ @ a Burky se receptory
havzajem lisi.

antigen 2
@
Antigen 2 se vaZe ke
svému specifickému @ (? @ (‘P
receptoru.

l Selekce bunék, na jejichz receptor
@ se navazal antigen 2.

Diferenciace na
plazmatické
a pamétové
buriky.

o b o % & o ¢

plazmatické buriky pamétovd  plazmatické bufiky pamét'ova
bunka burika

AA AA AA Sekrece AA AA AA

protilatek
AL Ay ) neutralizujicich ié Ax 8A
3 2 antigen 2. 4 2

Plazmatické buriky produkuji protilatky, které predstavuji
volnou formu receptoru.

Obr. 350
Schematické znazornéni klonaini selekce B-lymfocytu se
specifickou protilatkou

diferenciace na plazmatické buiiky produkujic{ do prostiedi volné imunoglobu -
liny (protilatky) strukturalng stejné jako receptor.

Lidsky organizmus ma asi 10" lymfocyt. Tyto butiky pochazi asi z 10°
az 10° lymfocyti s riznymi receptory pro antigen. Buiika, ktera se dostala do

styku s antigenem tim, e se antigen navazal na jeji receptor, proliferuje do
potomstva &itajiciho asi 10° bungk.
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V této souvislosti je nutno téz zdiiraznit, Ze exprese imunoglobulinovych
genl je omezena vzdy jen na jednu alelu chromozomového paru. Proto v pi-
stusném B-lymfocytu se vyjddri syntézou imunoglobulinového Fetézce jen jedna
alela pro 1ézky Fetézec a jedna alela pro Fetézec lehky. Tento jev se nazyvd
alelicka exkluze. Kromé toho existuje je§té izotypicka exkluze, coz znamena,
ze v kazdém klonu B-lymfocytii se syntéza fetézcit typu x a X vzdjemné vylucuje,
lj. tvoFi se v ném jen jeden typ lehkého Fetézce.

DVE FORMY TEZE PROTILATKY (IMUNOGLOBULINU). Z pfedcho-
ziho odstavce je tedy ziejmé, Ze je nutno rozeznavat dvé formy stejné protilat-
ky. Isou to:

1. Povrchovy neboli transmembranovy imunoglobulin. Tento imuno-
globulin je zanofen do membrany B-lymfocytu, kde plisobi jako receptor pro
antigen a oznacuje se jako B-lymfoeytovy receptor neboli téZ BCR-receptor
(obr. 351). Jeho zvlastnosti je, Ze jeho konec zanofeny do cytoplazmy je velmi
kratky. U IgM a IgD ma délku 3 aminokyselinovych zbytkd, u IgA 14, u 1gG a
IgE 28. Ve vSech uvedenych piipadech je viak tento konec natolik kratky, Ze se
nemfize spojit s intracelularni signalni molekulou (s G-proteinem nebo s tyro-
zinproteinkinazou). Proto tvofi komplex se dvéma heterodimery Ig-ct/Ig-B, kte -

| heterodimer

cytoplazma cytopiazma

Obr.351
Schéma B-lymfocytového receptoru tvofeného imunogiobulinem
lgM a gD

s
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ré sestavaji ze dvou imunoglobulini Ig-o a Ig-B 2 jsou v heterodimeru spojeny
vzajemné disulfidovou vazbou. Ig-a ma cytoplazmaticky konec.: dlou.hy 61 a
Ig-B 48 aminokyselinovych zbytkil. Tato délka je pro interakci se signélnimi
molekulami dostateéné dlouhd. BCR-receptor se tedy funk&né déli na dvé &asti:

¢ ¢ast, na kterou se vaZe antigen,

@ gést (t). heterodimer Ig-0/Ig-B), kterou se pienasi signal vzbuzeny antige-
nem do cytoplazmy.

2. Sekretovany imunoglobulin. Rozumi se jim imunoglobulin produko-
vany plazmatickou buiikou.

Povrehové imunoglobuliny vSech izotypil jsou monomery. Imunoglobuli-
ny (idy IgA polymerizuji do dimeru a titdy IgM do pentameru jen v pFipade, se
se nachdzeji v sekretované formé. V povrchové formé se imunoglobulin vyzna-
Cuje hydrofobni transmembranovou doménou, kterou se zakotvuje do povrchu
B-lymfocytu. Tato doména se nevyskytuje v sekretovanych formach imunoglo-
bulinu,

TVORBA TEZKYCH RETEZCU IMUNOGLOBULINU TRIiDY IgM A
IgD. Subgeny V,, D, I, se pteskupuji v kombinaci se subgenem C,. Vysledkem
Jje pak gen, ktery kéduje t87ky tetézec K. Proto v kombinaci s lehkym Fetézcem
k nebo A se vytvoti v B-lymfocytu imunoglobulin tiidy IgM, ktery pisobi v ne-
zralém B-lymfocytu jako receptor pro antigen (povrchovy IgM). Velmi brzy se
v nezralém B-lymfocytu tvoii t€% povrchovy imunoglobulin tfidy IgD, ktery ma
stejnou variabiln{ oblast jako pred nim vytvofeny imunoglobulin IgM, tak¥e oba
imunoglobuliny reaguji na stejny antigen. Av¥ak povrchovy IgM je prvni
imunoglobulin, ktery se objevuje v povrchu lymfocytil b&hem jejich diferencia-
ce v kostni dfeni. Sekretovand forma Igh se wivort aZ po stimulaci zralého
B-lymfocytu antigenem v sekunddrnich lymfoidnich orgdnech.

Pro¢ se t€zky fetézec imunoglobulinu tiidy IgM pfi diferenciaci B-lym-
focytl tvofi jako prvni a bezprostfedng& po ném tezky fetézec imunoglobulinu
IgD, pochopime, uvaZime-li tyto zvlastnosti transkripce gend vzniklych presku-
penim subgenii V., D, J, a C, aC; umysi a &loveka:

1. V sestavé subgend kédujicich t&zké fetszce Jjsou v pofadi C-subgeni
na chromozomu jako prvni C,-subgen a C;- subgen.

2. Geny kédujicf t8zky fetézec pu povrchového a sekretovaného IgM a gen
kodujici tézky fetézec 8 povrchového IgD se nachazeji v transkrip&nich jednot-
kdch, které se navzijem prekryvaji a jsou piepisovany ze spoleéného promotoru
a konéf pfi riznych polyadenyla&nich signalech.

Z obr. 352, kde je tato transkripce vyloZena, vyplyvaji nasledujici zavéry:
¢ JestliZe transkripce skongi tésn& za polyadenylaénim signalem b, vytvori
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DNA

p?motor <+— subgeng,, > +———— gubgen gy ——>
B P EBS. Do AR HBe @R

hnRNA

7
m GL\7V D VI\72\—/3V4VS A,
sestfihl
mRNA

miGLV D J1 23 4SA,

translace do
sekretovaného Igvl

hnRNA
mG va DJ VI \72\73v4v~$a\7MvN Aq
sestr‘ihl
mRNA

LVDJ1 234 MNA,

transtace do
povrchového lgM

7 hnRNA
m'G L\7VDJ s | = 2= 3——4=~Sa==M==Nb 1—2—3—Wd An
sestiih

mGLYDJ1230PA,

!

translace do
povrchového 1gD

1,2,3,4 = exony CH4qCpyzCy3CHesubgenuCy,
1,2,3 ¥ exony Cp4CHgCHasSubgenu Gy
a, byc,d =  polyadenyla&ni signaly
S = exon kédujici hydrofilni dsek
M,N,O,P = exony kédujici hydrofobni Useky
An = poly(A)
= intron
Obr. 352

Tvorba tézkého fetézce povrchového a sekretovaného IgM a povrchového IgD
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se hnRNA, ktera se sestfihem upravuje do mRNA piekladané do tézkého Fetéz-
ce povrchového IgM. To, Ze se tento imunoglobulin uplatiiuje jako povrchovy
(membranovy), je podminéno v koncové karboxylové ¢asti (C-konec) domény
CH4 sekvenci 40 aminokyselinovych zbytki kédované Gseky M a N a sestd-
vajici z hydrofobni &asti, z hydrofilni transmembranové a kratké cytoplazma-
tické ¢asti u C-konce.

¢ Jestlize se transkripce zastavuje u polyadenylagniho signalu a, vytvofi se
hnRNA, kterd se sestfihuje do mRNA piekladané do téZkého Fetézce sekreto-
vaného IgM, ktery mé na rozdil od povrchového IgM na C-konci CH4-domény
hydrofilni sekvenci 0 20 aminokyselinovych zbytcich kédovanych tsekem S.

% Jestlize transkripce pokraduje aZ k polyadenyladnimu signalu d, vytvori
se hnRNA, kterd se sestfihem upravuje do mRNA, jeZ se pak pieklada do
t€zkého Fetézce imunoglobulinu tfidy IgD, ktery je povrchovy, jeliko? neobsa-
huje hydrofilni sekvenci aminokyselin.

¢ Jestlize transkripce skonéi u polyadenyla¢niho signélu ¢, vytvoii se pri-
marni transkript sestfihovany do mRNA piekladané do sekretovaného IgD.

Vsimn&te si, Ze u wech mRNA je zachovdna skupina exons; L- VDJ,
kddujicich stejnou variabilni oblast.

PRESMYK IMUNOGLOBULINOVYCH TRID. B&hem vyvoje B-lymfo-
cytii dochézi nejen k pieskupovani subgent, ale i k presmyku tiid neboli pie-
smyku izotypi. Timto terminem se oznaduje v linii B-lymfocyti prechod imu-
noglobulinu z jedné tiidy do druhé pri diferenciaci, ktery Jje charakteristicky
postupnym vznikem imunoglobulini, vyznacujicich se stejnou variabilni oblasti
1ézkého a lehkého Fetézce a odlisnou konstantni oblasti, Jeliko? konstantni
oblast t&Zkého fetézce se pii tomto prechodu méni, zméni se i zatazeni imuno-
globulinu do prisludné tridy. Presmyk tFid probihd az po skonceni procesu pre-
skupovdni subgenii kédujicich tezkp Fetézec K povrchového imunoglobulinu
IgM, a to aZ po stimulaci antigenem a nikoli béhem vyvoje B-lymfocytii v kostni
dreni.

K ptesmyku t¥id dochazi tak, e se stejny exon L-VDJ, miize k subge-
nu C, C_ nebo C_ pfipojit za delece celého tseku ve tvary smy&ky mezi VDI a
C. Do priméarniho transkriptu se pak piepisuji kombinace, které podi¢haji kons-
titutivnimu sestfihu a prekladaji se do fetézci Q, &, ¥ (obr, 353).

Presmyk tfid je fizen signaly piesmyku (S), co# jsou regulacni oblasti
u 5*-konce CH-subgenu typu C, C,C,, C, (mikoli vak C s na které se vdzou
enzymy katalyzujici toto preskupeni. Geny kédujici po ptesmyku imunoglobuli-
ny 1gG, IgE a IgA jsou prepisoviny za tdasti zesilova&i transkripce,
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delece ve tvaru smycky

delece ve tvaru smy&ky
signaly pfesmyku | .
delece ve tvaru smyékﬂ

L1l v [ofy [

T T 7 O - P N -
IgM IgD IgG3 IgE lgA

Zkraceno o subgeny
véetné signall
pfesmyku:

$y1-71-Sy2b-y2b_Syp,-72a,

Vychazi se z pofadi subgent
uvedeného na obr. 336.

Vysledek pfesmyku Igh— lgG3. l

CJT VDIJEMSy] v3 | Se] & | Sg | @ ]
gen kédujici tézky Fetézec
imunoglobulinu lgG3
TCIT VIS[TEAS e [ Sa | o [  Vysledek presmyku Igh—>IgE.
gen kédujici tézky fetézec
imunoglobulinu IgE
L[] vV [DJEMSe o Vysledek presmyku IgM — [gA.
gen kodujici tézky fetézec
imunoglobulinu igA

ZNAZORNENI ZPUSOBU PRESMYKU
IgM —+IgG3

Presmyk muize pokradovat do jiné tiidy, napf. z 1gG3 na IgE nebo IgA.

Obr. 353
Pfesmyk tfid realizovany na trovni DNA
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Regulaéni oblast predstavujici signal piesmyku sestdva ze 150 repetici

sekvence :
{(GAGCT),GGGGT},

kde n je 3 az 7. Tyto sekvence se mohou v detailech li8it a oznaCuji se pisme-
nem S, které ma index podle konstantnf oblasti, napt. Su’ SY3 atd. (obr. 353).

Subgen C,, ktery kdduje konstanini oblast tezkého retézce imunoglobuli-
nu IgD, nepodléhd presmyku IFid, nebot’ mezi nim a subgenem C, neni signdl
presmyku.

5.8.4
Exprese subgeni kodujicich imunoglobuliny
v priib&hu vyvoje B-lymfocyti

V dospélém organizmu &lovéka i mysi probihad vyvoj B-lymfocytd v kost-
ni dieni a v sekundarnich lymfoidnich organech. Globalné jej lze rozdélit na
dveé hlavni faze (obr. 354):

A4 faze nezavisla na pfitomnosti antigenu,

¢ faze na pFitomnosti antigenu zavisla.

VYvVO0J B-LYMFOCYTU NEZAVISLY NA PRITOMNOSTI ANTIGENU.
V hematopoetickych kmenovych buiikach, z nichz se v kostni dfeni diferen-
cuji B-lymfocyty, neprobiha jesté preskupovdni subgenii. Proto hematopoetické
kmenové bunky neprodukuji protilatky. To plati t€Z pro viechny somatické
bunky, jelikoZ i ty maji stejné subgeny, které se vSak nevyjadtuji, nebot’ nejsou
pieskupeny.

Predkem vSech krevnich bun&k je pluripotentni hematopoeticka kme-
nova buiika, ktera se diferencuje na lymfoidni kmenovou buiiku a myeloidni
kmenovou buiiku. Lymfoidni kmenova butika se diferencuje na:

¢ rany progenitorovy B-lymfocyt neboli proB-lymfocyt,
¢ progenitorovy T-lymfocyt neboli proT-lymfocyt, kterym zaging vyvoj
T-lymfocytt.

Zde se budeme zabyvat vyvojem B-lymfocytd (ale jen velmi stru&ng).
.Jednotlivé diferenciatni stupné, kterymi je charakteristicky vyvoj B-lymfocytd,
Jjsou v prehledu uvedeny na obr. 354, Nebudeme jiz opakovat, co je v ném
uvedeno. Doplnime jej jen o nékolik vysvétlujicich poznamek:

1. Rekombinazovy komplex RAGI a RAG2 katalyzujici peskupeni sub-
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i} Subgeny
i fetezcu ‘:“‘eretézcsl’“l
Kmenova Preskupovédni | Preskupovani
burnka Jeste neprobiha. | jesté neprobiha.
Rany PFeskupovani | praskunova
S povanf
proB—lymfocyt D-J. Jesté neprobiha.
. Pozdni Preskupovani Preskupovani
proB-lymfocyt V-DJ. Jjesté neprobihé.
preB-
. -receptor
Velky D vDJ FPreskupovani
preB-lymfocyt preskupeno. |/eSté neprobihd.
- Maly VDJ Preskupovani
| preB-lymfocyt preskupeno. V-J.
3 VIL()J
: feskupeno.
Nezraly pTvoFi .’sJe . vJ
B-lymfocyt povrchovy igM. |  Preskupeno.
Zraly VDJ preskupeno.
B-lymfocyt Tvorf se vJ
(panenska povrchovy IgM | preskupeno.
B-burika) algD.
. Pfesmyk na VJ
- L Cy,Ca neboCe|  preskupeno.
5 Pametvova Proto se mohou|  gomaticks
2 B-burika tvoiit i recepto- | hypermutace.
*13 5 o ry tiid IgG, IgA
S
8 vJ
“ § - produkul pfeskupeno. &
- : i v roaquxiije Presmyk a alter- §
g PI%zun%igcka protilatky tfid | nativni sestfih
= IgM, IgD, IgG, |vedou k sekreto-
o IgA nebo IgE. |vanym fetézcim
8,Y ,0L nebo E.
Obr. 354

Pfehled vyvoje B-lymfocyti z kmenové buriky v kostni dfeni

Vyvoj:\}‘kostni“dfén‘i

v sekundémich‘ lymfoidnich organec
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genti se tvoif ve vyvoj ovych stadifch prqB- ai.pre’B-lymfocym. Terminélni deo-
xyribonukleotidyltransferdza (zkr. TdT) je aktivni jen v proB-l.ymvaCytech. Jeli-
koz aktivita tohoto enzymu se vypind v pre]?-vlyr?focytech, \ 1110'1',12 zacina probi-
hat preskupovani subgentl kédujicich lehké fetézce, nevyskytuji se N-nukleoti-
dy v kédujicich spojich V,-J, (str. 524).

2. Syntéza tézkého tetdzce | probihajici ve velkych preB-lymfocytech je
sdruZena se syntézou neobvyklého lehkého fetézce oznaégvaného Jako nahraz-
kovy lehky fetézec, Tento fetézec se sklada ze dvou protein (obr. 355):

¢ proteinu podobného V-sekvenci a nazyvaného V-preB-protein,

¢ proteinu podobného C-sekvenci a nazyvaného AS-protein.

Oba proteiny se navzajem nekovalentné vazou a tvori dohromady lehky
tetézec. Toliko fetézec AS se vaZe kovaleniné k CH1-domené fetézce p1. Geny
kédujici tyto fetézce jsou umistény zatim v neznamé vzdalenosti od A-subgenil.

Soucasné s uvedenymi proteiny se ve velkém preB-lymfocytu syntetizuje
heterodimer 1go/IgB. Komplex ndahrazkového lehkého Fetézce, téZkého fetézce p
a heterodimeru 1go/1gP zanoreny do povrchu velkého preB-lymfocytu, se ozna-
¢uje jako preB-receptor. Funkce tohoto receptoru neni jes§té jasna. Pred-
poklada se, Ze se na ngj vaZze n€jaky ligand vyskytujici se v membréang bunék

tézké retézce

C-'"—'u-—y

membréana

Obr. 355
Schéma preB-receptoru
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stromatu. Touto vazbou vznikd signal, kterym se inhibuje proces pfeskupovani
V, k DJ; v alele kédujici druhy t&zky fetézec. Jinymi slovy (domnénka) je
Jaktorem, ktery umoZiiuje nebo zpiisobuje alelickou exkluzi (str. 531). V kazdém
piipad€ se viak ukazuje, Ze pusobeni preB-receptoru je nezbytnou podminkou
pro vstup do dal$tho vyvojového stadia B-lymfocyti.

3. PreB-receptor se tvoli jen ptechodné&. V malych preB-lymfocytech se
JjiZz nevyskytuje. TéZky fetézec p se viak tvori, jelikoZ pfeskupovani subgenit
kédujicich t&zké retézce jiz skonéilo (gen kddujici fetézec u je jiz kompletni).
Retézec p se nejdrive vyskytuje jen v cytopazmé a oznaduje se jako cytoplaz-
maticky p-Fetézec a stavd se slofkou receptoru IgM aZ v nezralém B-lymfocy-
tu, kdy jiz skonéilo pfeskupovani subgeni kddujicich lehké fetézce k nebo A.
Tento je jiz v komplexu s heterodimerem Iga/Ig( (obr. 351).

Nezraly B-lymfocyt diferencuje na B-lymfocyt zraly, v némZ probiha
syntéza t&Zkého fetézce & (obr. 352), ktery v kombinaci s lehkymi fetézei x
nebo A tvoii receptor 1gD. Zraly B-lymfocyt ma tedy dva receptory pro stejny
antigen, a to IgM a IgD.

VYVOJ B-LYMFOCYTU ZAVISLY NA PRITOMNOSTI ANTIGENU.

Zralé B-lymfocyty prechdzeji do sekunddrnich Iymfoidnich orgdnit. A pokud se
jesté nesetkaly s antigenem, oznaCuji se jako panenské B-buiky. V tomto
stadiu diferenciace predstavuji klidové butiky (buiiky v G-fazi). Interakei s an-
tigenem a za pritomnosti uréitych cytokini jsou tyto buriky aktivovany k pfe-
chodu z G-faze do faze G, buné&éného cyklu. V S-fizi se pfeméiiuji na lymfo-
blasty, které se vyznaduji intenzivni syntézou DNA, RNA a délenim. Lymfoblast
se déli po dobu 3 aZ 5 dni zhruba jedenkrat za 6 hod. a poskytuje tak potomstvo
o po&tu asi 1 000 bungk. Tyto buitky oznaované jako centroblasty diferencuji
na buiiky plazmatické a pamé&tové (obr. 356). PopiSeme v ndvaznosti na str. 498
kazdy typ zvlasté.
L4 Plazmatické buiiky. Tyto buiiky jsou krdrce Zijici, nemaji receptory pro
antigen a syntetizuji sekretované protildtky, ti. protildtky vylucované do pro-
stiedi. Proto diferenciace centroblasti na plazmatické builky musi zahrnovat
zmény v pribéhu transkripce a sestfihu mRNA tak, aby se mohla syntetizovat
sekretovana forma t&¥kého fetdzce misto povrchové formy (obr. 352). Nejdtive
se vyznaluji produkci (sekreci) protilatek prevazné tiidy IgM a v men3i mife
IgD (tuto vlastnost zd&dily po lymfoblastech, které tutéZ viastnost zd&dily po
zralych B-lymfocytech). Avsak vzhledem k tomu, Ze v nich dochdzi k pre-
smyku t°id, vyznacuji se téz schopnosti produkovat protildtky tiidy IgA, IgE a
IgG. Které faktory vak rozhoduji o tom, k jaké tfidé pfesmyk prob&hne, a tedy
i o tom, do které tidy bude produkovany imunoglobulin patfit? Jsou to:

1. PFesmyk do urcité tFidy vyZaduje p¥itomnost urcitych cytokinil.
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Aktivace
antigenem.

| rana G4 -faze

Aktivace | .
| B pozdni G4-faze

Gz-féze

Obr.356
Vstup klidového B-lymfocytu do bunééného cyklu

2. Prostfedi, v némz se v plazmatickych busikdch uskutechiuje presmyk.
Ve slezing, tonzilach a perifernich lymfatickych uzlinich je napt. preferovan
piesmyk do tFidy IgG. Z toho ditvodu se vétiinou setkdvame s protilatkami této
tfidy. AvSak vzhledem k tomu, Ze plazmatické bufiky jsou jen kratce Zijici, je
produkce protildtek jen krdtkodobd. Vyznaéuji se rozséhlou tvorbou endoplaz-
matického retikula, jehoZ vnitini &4st je napinéna molekulami imunoglobulinu,
ktery se tvoif translaci na ribozomech, kterymi je retikulum pokryto.

4 Pamét'ové B-buiiky. Pamérové buriky neprodukuji protildtky, uchovd-
vaji si viak schopnost reagovat na antigen, kterym byly vydiferencovdny z lym-
Joblastii a jsou dlouhozijici. V pamétovych butikach probiha pii vysoké Cetnosti
mutace (pfiblizng 107/generaci) projevyjict se vysokou afinitou k antigenu,
ktery plvodng vyvolal vznik pam&fovych bungk. Touto mutaci se vyznacuje
znacna Cast pamétovych bundk. A stejné jako v plazmatickych buitk4ch dochézi
i v pamét'ovych butikdch k presmyku tifd. KdyZ je organizmus znovu vystaven
pusobeni stejného antigenu, reaguji na n&j s vysokou i&nnosti pamét'ové buriky
tak, Ze se pfeméifujf na buitky s vysokou produkef protilatek (viz téz str. 528).

PRIMARNI A SEKUNDARN{ IMUNITNT ODPOVED. Zde doplnime str.
498 o hlubsi vyklad. Prvni setkdni organizmu s prisluSnym antigenem se ozna-
Cuje jako primarn{ imunitni odpovéd. V rémei této odpovédi reaguji na antigen
zralé B-lymfocyty, na jejichz BCR-receptor tvofeny imunoglobulinem t¥idy
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[gM se antigen vaZe, a tim se zahaji proces aktivace B-lymfocytu, ktery sméfuje
k diferenciaci zralého B-lymfocytu na plazmatické a pamé&ové buiiky.

Druhé setkani organizmu s antigenem se oznaCuje jako sekundarni
imunitni odpovéd’. V ramci této odpovédi reaguji na antigen jiZ jen pamétové
bufiky, a to prevézné intenzivni produkci imunoglobulinu tfidy IgG a v mensi
mife [gM. Vyznaduji se t€Z schopnosti produkce imunoglobulinu tfidy IgA, IgE,
IgD. V burikach, které sekretuji tyto protilatky, jiz ddle neprobihd hypermutace
ani pfesmyk tfid.

Rozdil mezi primarni a sekundarni imunitni odpovédi znazoriiuje graf na
obr. 357. Jestlize se organizmus v ase nula setkd s antigenem A, objevi se
protilatka proti tomuto antigenu aZ po uréité dob&. Jeji titr pak stoupa az k dosa-
zeni vrcholu a pak prudce klesd. KdyZ se do organizmu pozdéji vpravi smés
antigeni A + B, odpovida organizmus rychlou produkci protilatky A, zatimco
tvorba protilatky proti antigenu B se uskute&fiuje prakticky stejn€ jako v pri-
marni odpovédi na antigen A.

V primarni imunitni odpovédi na antigen pfevaZuje produkce imunogio-
bulinu tfidy IgM, kdeZto v sekundéarni imunitni odpovédi pfevazuje produkce
imunoglobulinu IgG.

VLIV PRESKUPENI SUBGENU NA TRANSKRIPCI GENU KODUJI-
CICH TEZKE RETEZCE IMUNOGLOBULINU. V kmenovych hematopoe-
tickych bufikéch a viibec i v ostatnich bufikdch organizmu neprobiha transkripce
subgen. Chromatin v dsecich na DNA, kde se subgeny nachazeji, je uzavien
(skondenzovan). Teprve po otevieni chromatinu, tj. jeho dekondenzaci, miZe

Sekundarmi cdpovéd’
esmmmze = odpovéd' na antigen A na anfigen A.

swmanmn = odpovéd na antigen B

antigen A
z . +
% | antigenA antigen B 196G
= vétsinou
2 Primarni odpovéd’
o na antigen A.
= Primarni odpovéd’

na amtigen B.

i ] [
10 12 tydnd

n
B
o —
(=]

Obr. 357
Grafické znazornéni primarni a sekundarni imunitni odpovédi na antigen
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Sestava subgend V, D, J,C v kmenové burice
a ve viech burikéch, které nesyntetizuji imunoglobuliny.

TPl BB P PIEIRL Te] B B

(Chromatin obklopuficl tento usek je uzavien).

P=promotor E=zesilovac

Chromatin v tomto useku se otevira.

transkripéni faktor vazajici se
na promotor P

W transkripéni fak_tor vazajici se
/ na zesilovaé E

v

rany proB-lymfocyt
Chromatin je otevien. yp y y

1. [I°]

slabé transkripce

Subgen D se pfeskupufe k J.

Y

pozdni proB-lymfocyt

Transkripce je
velmi slaba. ’ Transkripce je silnéjsi.

Subgen V se preskupuje k DJ.

}

velky preB-lymfocyt a nezraly B-lymfocyt

gen VDJ—-CH —————[

HEEE v PliNEON:E c. BN
; interakce =©

Probihd velmi silnd transkripce genu .

kédujiciho tézky Fetézec |,

Obr. 358
Viiv preskupeni subgen( V, I; J a C na transkripci genu kédujiciho
tézky fetézec p
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Sestava subgenu pro tézké fetézce na chromozomu 2 mysi

Vazebna mista
pro transkripéni faktory.

[ NF-C[BSAP|NF-oP[BSAPINF-uB] OCT NF-Ag]
1

Vysoka koncentrace
BSAP.

Nizka koncentrace
BSAP.

Obsazeni mista
1
transkripénim faktorem

BSAP
@ a mista NF-uP faktorem @
[BSAP|NF-oFBSAP| NF-aP. [B5AP|NF-F[BSAP|
1 2 1 2
pamét'ova plazmaticka
burika Obr. 359 burika

Pfiklad regulace transkripce genti podilejicich se na koneéné fazi
vyvoje B-lymfocytli

t€Zky fetézec a podnécuje tvorbu pamétfovych bungk. Jestlize je koncentrace
BSAB v buitkdch nizka, NF-oP se véze na 3'o.. To m4 za nasledek, e se zZvyS§i
transkripce genu koédujictho t&7ky fetdzec, co? vede k tvorb¥ plazmatickych
bunék (obr. 359).

PROTEINY SYNTETIZOVANE V B-LYMFOCYTECH A DULEZITE
PRO JEJICH FUNKCIL Budeme se s témito proteiny postupné setkavat a
vysvétlovat jejich funkei. V této souvislosti bude nutné v&dét, ve které vyvo-
Jové fézi se pfisluiny B-lymfocytovy protein tvofi. K tomu slouZ{ obr. 360.

5.8.5
Preskupovini subgend kédujicich proteiny komplexu

TCR.CD3 T-lymfocytit a vyvoj tymocytia

RECEPTORY T-LYMFOCYTU, Receptory T-lymfocyti, tedy Tc- a Th-
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Kmenova

buiika CD 45

CD 45, RAG1, RAG-2, TdT,
L5, V-preB, MHC i

Rany

TdT,A 5, V-preB, MHC 1| CD 40
CD 45R

preB-
-receptor

=4

RAG-1,RAG-2, 15, V-preB, MHC Il

CD 40, CD 45R,
R=receptor

MHC II, CD 40, CD 40R, p

| preB-lymfocyt

- _m‘a_iip‘ jd;sbx A forA

_ Vyvoj nezavisly na antigenu

MHC I, CD 40, CD 45R,
[e]i]

Nezraly
B-lymfocyt

Zraly
B-lymfocyt
(panenska
B-burika)

MHC i, CD 40, CD 45R,
g, IgD

Pamétova MHC I, CD 40, CD 45R, _<

B-burika IgG ‘ ‘é..g |
E‘m

S&

| 9‘ 3

| Prazmaticia ¥ ;’: I; MHC il, CD 40, CD 45R, S8
buika |V V!9 oM EE
83

(1gA, IgE, 19G)

Vyvojzévislynaantigenu §

Obr. 360 ]
Syntéza specifickych proteini B-Iymfocytu
v zavislosti na jejich vyvoji
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-lymfocytd, jsou piisné specifické a podobaji se v tomto 51n§ru imunoglobuli-
novym BCR-receptoriim. Oznaéuji se jako TCR-receptory a jsou sloZeny z fe-
i$zch o a B spojenych disulfidovymi vazbami. Vyslednd struktura je hetero-
dimer, jehoZ funkce spociva v rozpoznavani antigenu, Na obou fetézcich hete-
rodimeru o/P se nachézi variabilni a konstantni oblast (obr. 361)
Vo Cos Vo Cpr

Dali slozeni TCR-receptoru je ziejmé z obr. 361. Na variabilni oblast se
vize antigen. Pro kaZdy antigen je specificka variabilni oblast. B

Celkové lze fici, ¢ TCR-receptor zodpovida za rozeznani antigenu.
Vazhou antigenu na recepfor se zahdji proces aktivace T-lymfocytu, ktery se
vyznaduje signlni drahou popsanou na str. 554. DilleZitou dlohu pfi pfenosu
signdlu maji proteiny CD3, které tvofi s TCR-receptorem komplex oznacovany
jako komplex TCR-CD3. CD3 pfedstavuji dva proteinové heterodimery (& a 8)
a (y a ). Vyznaluji se extracelulérni, transmembranovou a intracelularni dome-
nou, kteréd obsahuje motiv ITAM (str. 554), na ktery se mZe vézat tyrozinpro-
teinkinéza. Soucdst{ komplexu TCR.CD3 jsou téz signdlni molekuly C, kieré se
taktés uplatiji pri pFenosu signdlu (viz dale). Dal3i slozkou tohoto komplexu
je protein CD45 vyznacujici se cytoplazmatickou doménou, kterd md pri
prenosu signdlu tyrozinproteinfosfatdzovou funkci ( obr. 368).

KORECEPTORY CD4 a CD8. Proteiny CD4 a CD8 se v povrchu T-lym-
Jfocytu spojuji se slozkami TCR-receptoru a oznauji se proto jako CD4- a
CD8- koreceptory. CD4 se vdZe k invariantnim Cdstem MHC Il-proteinu a
CD8 se vdze k invarianmim éastem MHC I-proteinu.

CD4 je polypeptidovy fetézec sestavajici ze &ty domén (D1, D2, D3,
D4) podobnych imunoglobulinim. Pfedpoklada se, Ze vazebné misto pro MHC
[I-molekuly zahrnuje domény D1 a D2.

CD8 je heterodimer sestavajici z Fetézcl o a f3, které se podobaji varia-
bilni ¢asti imunoglobulinii. Oba fetézce jsou kovalentné spojeny disulfidovou
vazbou. Véze se slabé k MHC I-molekulam. Svym cytoplazmatickym zakon-
¢enim se vaze také k Lck-proteinkindzam a zvySuje citlivost T-bun&k nesoucich
CD8-koreceptor k antigenu nabizenému molekulami MHC 1.

Oba koreceptory maji tedy stejné funkce, ackoli se lif strukturdlné.

ORGANIZACE SUBGENU KODUJICICH PROTEINY KOMPLEXU
TCR.CD3 U MYSI. Podobné jako B-lymfocyty té2 T-lymfocyty se podrobuji
klondlni selekci a geny, které koduji proteiny komplexu TCR.CD3 jsou
vysledkem pieskupovéni subgend. Jsou to subgeny, které koduji fetézce a, B, 6
a y. Primérni struktura téchto subgeni je podobna primarni struktufe subgent
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a B

H2bi H2

variabilni oblast Vo %

S

membrana ::
VU iesiilyy

b

cﬁ konstantni oblast

D) @

cDs TCR

membrana L ] ]

I

V Te-lymfocytech se &

povrch};vy pl{:tein cD8 tle Lek-tyrozin-  tyrozinprotein-
s, @ proteinkindza fosfataza
nachdzi misto CD4 signalni
na stejném misté molekuly CD4 se vyskytuje
vadle CD3. jen v Th-lymfocytech.

Obr. 361
Struktura TCR-receptoru a znazornéni jeho vztahu
k jingym povrchovym slozkam T-lymfocyta

kédujicich imunoglobuliny. To je pochopitelné, nebot’ T-lymfocyt musi odpovi-
dat receptorem na stejny antigen jako B-lymfocyt. U mysi jsou tyto subgeny
umistény na chromozomech 14, 6 a 13 (obr. 362). Vychazime-li ze znalosti
jejich umisténi na chromozomech my8i, miZeme struéné fiei:

1. Subgeny kédujici 8-fetzce jsou na chromozomu 14 mezi subgeny V a
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Subgeny kédujici TCR-fetézce o a 5
(chromozom 14)

Suhgeny kodujici TCR-fetézce B
(chromozom 86)

Subgeny kédujici TCR-fetézce v
(chromozom 13)

Lviafua

Poznamky
1. Jednotlivé C-subgeny sestévaji z fady exond a intrond, které nejsou zde uvedeny.
2. Organizace TCR-subgentil ¢lovéka je podobnd, jen poéty subgent jsou odli$né .
3. JBTx 7 a JP2 x 7 jsou repetice jednotek JB1 a JP2 s Eetnosti 7. Posledni élen obou
repetici je inaktivni.

Obr, 362
Pofadi subgent pro TCR-receptory na chromozomech u mysi

J,. Toto umist&ai rodiny 3-subgenil je velmi dileZité, nebot’ pii produktivnim
pieskupeni subgentt kddujicich o-fetdzce dochazi k deleci C,-subgent tak, aby
v piislusném T- lymfocytu se soudasnd neexprimoval v TCR-receptoru dimer
¥o.

2. Na chromozomu 14 je asi 100 V -, 50 J -subgeni, jeden C ~subgen a
10 V-subgenti.

3. Na chromozomu 6 jsou fetézce B kodovany 20 - 30 V,-subgeny, dve-
ma repeticemi jednoho D-subgenu, dvéma repeticemi sedmi J- subgenu a dvé-
ma repeticemi jednoho C-subgenu.

4. Na chromzomu 13 jsou fetézce y kédovany sedmi V. ,subgeny a tiemi
funkénimi repeticemi I,-C,.

Co se tyce subgenu koduyclch proteiny komplexu TCR.CD3 u &lovéka,
odkazujeme na tab. 34, v niZ uvadime jejich poSty a umisténi na chromozo-
mech.

PRESKUPENI SUBGENU KODUJICICH PROTEINY KOMPLEXU TCR
.CD3. Jako piiklad je uvedeno na obr. 363 preskupeni subgent, které kéduji o
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Tab. 34

Podet a chromozomové umisténi subgend kédujicich proteiny komplexu
TCR-CDR u ¢lovéka

Cislo Podet subgeni
Subgen chromozomu v D J C

a. 14 50 70 1

5 14 3 3 3 1

B 7 57 2 13 2

Y 7 14 5 2

Poznamky

1. Subgeny kodujici d-fetézec jsou umistény mezi subgeny V_al..
2. Existuji dv& repetice, z nichZ kazda obsahuje 1 DB-subgen, 6 nebo 7
J;-subgent a 1 C -subgen.
3. Existuji té% dvé repetice, z nichZ kazd4 obsahuje 2 nebo 3 J -subgeny a
1 C -subgen.

a p-fetézce TCR-receptoru u mysi. Vysledkem tohoto pfeskupeni je afi-dimer
TCR-receptoru t&chto organizmi. V zdsad& lze toto pfeskupeni charakterizovat
takto:

1. Agkoli B-lymfocyty a T-lymfocyty pouZivaji stejnych mechanizmit pro
preskupeni subgent, subgeny kédujici imunoglobuliny se nepfeskupuji v T-
-lymfocytech a subgeny kédujici proteiny komplexu TCR.CD3 se naopak
nepieskupuji v B-lymfocytech. Je to pravd€podobné zplisobeno rekombina-
zovym systémem fungujicim specificky v B- i T-lymfocytech. Napt. bylo zjisté-
no, ¥e v T- lymfocytech existuje zesilovag transkripce, ktery v nich potlacuje
preskupeni subgend kédujicich k-fetézce. Na tento zesiloval se vaze protein
(transkripéni faktor), ktery se syntetizuje jen v T-lymfocytech.

2. U P-fetdzch podobn& jako u imunoglobulinovych tézkych fetézel
prob&hne nejdfive pfeskupeni Dy k J; a pak teprve V,kDyJ,.

3. Transkripei preskupenych subgent se vytvoti primarni transkript, ktery
se sestfihuje do mRNA kodujici a- a B-fet€zec TCR-receptoru vazaného na
membranu buiiky.

4, Jeliko se netvofi sekretovany TCR, neprobiha zde alternativni sestfih
primérniho transkriptu, jak je tomu u B-lymfocyti (obr. 352).

5. C,-subgeny maji stejnou primarni strukturu, tak¥e se projevujf stejn&
ve vysledném proteinovém produktu.
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za&it transkripce, nebot’ promotory a zesilovade transkripce jsou pak pistupn
transkripénim faktordm. Promotory jsou umistény pfed kazdym L-V-subgerizz
(na obr. 358 nejsou L-subgeny uvedeny, ale odkazujeme na str, 513-514, kde je
vysvétlen jejich vyznam), kdezto pfed skupinou D-subgens Je jeden proz,notorja
pred skupinou J-subgenii také jeden. Ped kaZdym C-subgenem (ptesngji pied
jeho signalem presmyku) je zesilovag transkripce E.

Predpoklada se, Ze transkriptni faktory specifické pro B-lymfocyty se
vazou k zesilovadim transkripce a indukujf otevieni chromatinu v oblasti kde
jsou lokalizovany imunoglobulinové subgeny. To pak vede k tomu, Ze chr:)ma.
tin je pfistupny aktivaci transkripce a rekombindzovému komplexu, ktery tidi
preskupovani subgeni (obr. 358).

Jakmile se chromatin otevie, probih4 velmi slaba transkripce v viseku
vymezeném prvnim promotorem a koncem Cp—subgenu. Transkripce je velmi
slabd proto, Ze mezi promotorem a zesilovaCem transkripce je jedts znatna
vzdélenost. Teprve po pfeskupeni D-subgenu k J-subgenu transkripce zesili,
jelikoZ vzdalenost mezi promotorem a zesilovagem transkripce pred C -subge-
nem se zkréatf. P¥episuje se rovn&Z sek od promotoru posledniho V,~-subgeny,
K velmi silné transkripci dochazi aZ po pteskupeni V -subgenu k DJ, . po vy-
tvofeni genu kodujiciho v tomto piipadé t&zky fetézec .

Ukazuje se tedy, Ze transkripce subgenit kodujich imunoglobuliny je Fi-
zena pFeskupovanim subgenil.

Transkripce geni kédujicich imunoglobuliny zavisi na ptitomnosti
specialniho transkripéniho faktoru OCT-2, ktery je potiebny k transkripci gend
kédujicich tézké fetézce, zatimco NF-kB pilisobi pti transkripci gendl kddujicich
fetdzce lehké. Faktor OCT-2 reaguje nejen s promotorem, ale také se zesilova-
¢em transkripce E, ktery v8ak neni 0&inny v kmenovych burikich, jelikoZ je zde
prili§ vzdalen od promotord (asi 100 kb). Teprve po pieskupeni subgeni se
dostane do dostatedné blizkosti promotoru, takZze miZe s nim interagovat
pravdépodobné prostiednictvim OCT-2. Koaktivatorem tohoto transkripéniho
faktoru je OCA-B, ktery se tvofi jen v B-lymfocytech.

REGULACE KONECNE FAZE VYVOJE (DIFERENCIACE) B-LYMFO-
CYTU TRANSKRIPCNIM FAKTOREM BSAP, Transkripéni faktor BSAP se
vyskytuje jen v B-lymfocytech a ovliviiuje koneéné diferenciatni dje, které
vedou k tvorb& pamé&tovych a plazmatickych bungk. VéZe se na promotor nebo
zesilovade transkripce riznych gentl specifickych pro B-lymfocyty véetné geni
kodujicich domény A5 a V-preB nahrazkového lehkého fetézce. Kromé toho
va%e se na mista pfesmyku a zabratiuje vazbg jinych transkripgnich faktord.
Nachazi-li se v buiice ve vysoké koncentraci, blokuje vazbu transkripéniho

faktoru NF-oP na zesilova¢ 3'c, a tim vlastn® zastavuje transkripei genu pro
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subgeny kédujici TCR-Fetézce 0. a &
5' (chromozom 14) 3

Ju] ¢
; HI

proteiny TCR- receptoru

~lintron.intron~

- vysledny gen po preskupeni

delece

delece
5' 3!
15 I I

subgeny kdodujici TCR-retezce B
{chromozom 6)

Obr. 363
Pfiklad preskupeni subgent kédujicich proteiny TCR-receptoru

VYVOJ A DIFERENCIACE TYMOCYTU. Jako tymocyty se oznacuji
T-lymfocyty ve stadiich svého vyvoje v brzliku. Timto vyvojem a diferenciaci se
pro jeho zna¢nou sloZitost nemizeme v této udebnici zabyvat. Odkazujeme
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Obr. 364
Vyvoj a diferenciace tymocyti

551

proto na specialni literaturu. Pro po-
chopeni dal3iho textu viak povazuje-
me za nutné uvést k tomuto vyvoji
alespoit nékolik struénych poznimek
(obr. 364):

1. Stejné jako u B-lymfocytd je
fizen pieskupovénim subgent a trans-
kripei genti vzniklych z tohoto pfesku-
povani. Zalina ve fetdlnich jatrech a
kostni dfeni z progenitorovych T-lym-
focytl neboli proT-lymfocytd, které se
zde diferencuji na preT-lymfocyty.

2. PreT-lymfocyty vstupuji do
brzliku, kde se v prvnim stadiu vyvo-
je, ktery bude probihat jiz v brzliku
oznaduji jako dvojndsobné negativni
CD4 CDS8 -lymfocyty, jelikoZ nesyn-
tetizuji koreceptory CD4 a CD8, ale
vyznacduji se syntézou nahrazkového
preT-receptoru neboli preTCR.

3. Dvojnésobné negativni CD4 -
CD§ -lymfocyty diferencuji na dvoj-
nésobn pozitivni CD4'CD8 ” - lym-
focyty, které syntetizuji jak koreceptor
CD4, tak i CDS. Ve svém povrchu

r e

proteiny CD3.

4. Zatim je§td neidentifikovany signél v brzliku indukuje proliferaci a
diferenciaci CD4+CD8+-lymfocyt1"1 na jednoduSe pozitivni T-lymfocyty:

CD4 " -lymfocyty, tj. zralé Th-lymfocyty, které kromé& jinych proteinti maji ve
svém povrchu TCR-vecepior, dimer CD3 a koreceptor CD4;

CDS8"-lymfocyty, tj. zralé Tc-lymfocyty, které krom& jinych protein® maji ve
svém povrchu TCR-receptor, dimer CD3 a koreceptor CDS,

5. Z celkové populace diferencujicich se tymocytd dosahuje zhruba 1%

stadia zralych T-lymfocyti. 99 % tymocytdi umira apoptdzou. |

CD4™- a CD8*-lymfocyty opoustdji brzlik a vstupuji jako klidové buiiky

ve fazi G,-bun&&ného cyklu do krve a pak do lymfy a nazpét. Oznaduji se jako

panenské T-buiiky, coz jsou T-lymfocyty, které se jesté nesetkaly s anti -

genem. Jsou dvojiho typu (viz pfesnéji na dalsi stranég): '
panenské CD8-buiiky a panenské CD4-buiky.
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Oba typy bunék se vyznaduji tim, e neustale cirkuluji z krve do lymfa-
tickych uzlin a nazpét. Odhaduje se, Ze ka7d4 panenské T-buiika cirkuluje z kr-
ve do lymfatickych uzlin a nazp&t jednou za 12 a% 24 hod. JelikoZ pouze jeden
T-lymfocyt z 10° je pro dany antigen specificky, takové opakované cirkulace
zvySuji pak pravdépodobnost, Ze se panenska T-bufika setk se svym vhodnym
antigenem. Pfedpoklédé se, Ze panenské T-buiiky preZivaji v krvi za nepiitom-
nosti antigenu 5 aZ 7 tydnfi, moZn4 i vice.

5.8.6
Aktivace panenskych T-bunék a makrofagi

VYZNAM AKTIVACE PANENSKYCH T-BUNEK. Panenské T-buriky,
které se po aktivaci diferencuji na vykonné Th-lymfocyty, se oznaduji jako
panenské CDd4-buiiky, kdeZto panenské T-busiky, které se diferencyji na
vykonné Tc-lymfocyty, se oznaduji jako panenské CD8-buiiky. Aktivace
panenskych CD4- a CD8-bun&k je zésadni a prvni krok pii realizaci adaptivni
imunity. Tato aktivace se uskutetiiuje za nezbytné Gdasti bunék nabizejicich
antigen, jelikoz tyto buiiky syntetizuji molekuly B7, kterd podminuji vznik
kostimulagniho signélu (viz dale). Proto panenské buriky mohou odpovédét na
antigen pouze za predpokladu, e buitka nabizejici antigen vedle nabidky anti-
genu ma ve svém povrchu molekulu B7, ktera se vaZe na protein CD28 slouzici
jako jeji receptor a nachdzi se v povrchu panenskych bun&k CD4 a CDS.

Existuji jen tFi typy bunék, které syntetizuji B7 a mohou profo ucinné na -
bizet antigen. Jsou to dendritové buiiky, makrofigy a B-lymfocyty.

AKTIVACE PANENSKE CD4-BUNKY. Jestlize panenskd CDd-butika
rozezna antigen vézany na MHC-protein buiiky nabizejici antigen, aktivuje se.
To predevsim znamend, Ze b&hem 48 hod. vstoupi do opakujiciho se bun&&ného
cyklu. Aktivaci se toti rozb&hnou signalni dréhy Zenouci panenskou CD4-buii-
ku jednak do G -faze bun&éného cyklu a jednak k transkripci gend kodujicich
IL-2 a o-fetézec receptoru pro IL-2.

Na obr. 365 je tato aktivace a jeji konegny disledek popsan. IL-2 je
cytokin stimulyjici proliferaci T-lymfocyts. Je produkovdn T-lymfocyty a vzhle-
dem k nim se vyznacuje autokrinnim efektem. Jeho receptor sestivd ze tii
podjednotek o, B a y. V klidovych butikach se syntetizuji jen podjednotky B a vy,
které slab& vaZou IL-2. Aktivace T-lymfocyti v t&chto buiikach vede k syntéze
podjednotky a., kterd se vyznaduje v receptoru vysckou afinitou k IL-2 (obr.
366).
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Panenska CD4-burika Aktivované CD4

syntetizuje pouze bufiky syntetizuji
receptor o nizké afinité receptor pro IL.-2
k IL-2.Je to receptor, 0 vysoké afinité
jen zkt%rc{'ggrswft\é?( Bav a sekretuji IL-2.
J pogj | Obsahuji podjednotku, .
1 receptor
.. 0 nizké
‘o afinité k IL-2

CD4-buitka

IL-2 se vdZe na Intenzivni proliferace
receptor a indukuje aktivovanych
signal k déleni buriky.| Th-lymfocytuy. )

3 receptor
o vysoké afinité

Obr. 365
Dulsledek aktivace panenské CD4-buiiky

SIGNAL 1 A SIGNAL 2. Pouze

dendritové buiiky, makrofigy a B-

receptor -lymvfocyty nabizeji antigen, !(tery je
prollL-2 sdruzen s MHC Il-molekulami, a jsou
schopny dat kostimulaéni signal po-
tfebny pro Uplnou aktivaci panen-
skych CD4-bunék, kterd vede k jejich
proliferaci a diferenciaci, Jako kosti-
mulaéni signal se oznaluje takovy si-
gndl, ktery je potfebny k indukci pro-

ana Th-burika - liferace T-lymfocytir aktivovanych jiz
Obr. 366 antigenem vdazanym na TCR-recep-

‘ Schéma sestavy receptoru pro IL-2 for. Abychom to pochopili, je tfeba
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brat v tivahu, e interakce TCR-receptoru s antigenem (nabizenym B-lymfocy-
tem) sama o sobé nestatf k iplné aktivaci panenskych CD4-bunék. Predpoklada
se, 7& panenské CD4-builky potiebuji pro aktivaci a naslednou proliferaci a
diferenciaci na vykonné T-lymfocyty tyto dva odli¥né signaly:

A4 Signal 1, coZ je pocdtecni signdl, ktery vznikd interakci antigenniho
peptidu (nabizeného B-lymfocytem) s TCR.CD3-komplexem.

® Signal 2, coZ je ndsledny antigenné nespecificky kostimulacni signal
vznikajici interakci CD28 a proteinu CTLA~4 na panenské CD4-bwice a s pro-
teinem B7 na burice nabizejici antigen.

Molekula B7 patti do skupiny imunoglobulind vyznacujicich se jedinou
doménou podobajici se V-doméng a jedinou doménou podobajici se C-doméné.
Existuji dvé& piibuzné formy B7, a to B7-1 a B7-2. Ob& domény maji podobnou
organizaci extraceluldrni domény, ale vyznamné odli¥né intracelularni domény.
Obé molekuly B7 jsou syntetizovdny dendritovymi buvikami, aktivovanymi ma -
krofdgy a aktivovanymi B-lymfocyty. Ligandy pro B7 jsou proteiny CD28 a
CTLA-4, které jsou umistény jako monomery nebo homodimery na membrdné
panenskych CD4-bunék. Stejné jako B7 patfl do skupiny imunoglobulind.
CD28 je syntetizovan jak klidovymi tak i aktivovanymi T-lymfocyty a vaZe se
slab& na B7. Na rozdil od ného CTLA-4 vaze B7 dvacetkrat silngji, ale je expri-
movén pouze na aktivovanych Th-lymfocytech (obr. 367).

OTEVRENI SIGNALNi DRAHY AKTIVACI KOMPLEXU TCR.CD3.
Aktivaci panenské CD4-buitky, kterou jsme vySe popsali, se otevird signdlni
draha smé&fujici k aktivaci transkripénich faktord pozitivng navozujicich expresi
t&chto skupin gent:

1. Geny tém&F okamZité exprese (zhruba b&hem 1/2 hod. po rozeznani
antigenu TCR-receptorem). Tyto geny kdduji transkripcni faktory Fos, Myc,
Jun, NF-AT a NF-xB.

2. Geny rané exprese, které se po rozeznani antigenu exprimuji b&hem 1
az 2 hod. Tyto geny kéduji IL-2, IL-2R, IL-3, IL-6, INF-y a je§té jiné proteiny.

3. Geny pozdni exprese, které se exprimuji az po 2 dnech po rozeznani
antigenu. Tyto geny kéduji riizné adhezni molekuly.

Na str. 546 jsme uvedli, Ze cytoplazmatické domény kazdého fetézce
proteinu CD3 obsahuji sekvendni motiv ITAM, ktery béhem pienosu signélu
interaguje s tyrozinproteinkinizami. Jsou to proteinkindzy Fyn a Lck. Tyrozin-
proteinkindza Fyn se sdruZuje s podjednotkou € proteinu CD3 a proteinkinaza
Lck s koreceptorem CD4, Proteinkindza ZAP-70 interaguje se signdlnimi mole-
kulami € (obr. 368). Po vazb& antigenu na TCR-receptor se rozbéhnou tyto déje
(obr. 368):
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CD28 se syntetizuje v klidovych i aktivovanych
T-lymfocytech
(slaba afinita k B7).

BB K aktivaci T-lymfocyti je nutny
kostimulaéni signél, ktery je
poskytovan bunkou nabizejici ”

antigen. Jeden kostimulaéni | bufika,

signal vznika interakci B7 na | - nabizejici

burikiach nabizejicich antigen 9

s CD28 nebo s CTLA-4 na
T-lymfocytech, B7-2

panenska
CD4-burika

Obé molekukuly B7 jsou
exprimovany v povrchu
dendritovych bunék,
makrofagli a aktivovanych B-lymfocytil.

CTLA-4 je exprimovan v povrchu
panenskych CD4-bunék (silné afinita k BT.

Obr. 367
Vznik kostimulaéniho signalu

L
i
|

Aktivuje se CD45. Tato membranové molekula m4 cytoplazmaticky ko-
nec vyznadujici se dvéma doménami s aktivitou tyrozinproteinfosfatézy, kterd
pravd&podobné katalyzuje defosforylaci zbytkl tyrozinu na Lck a Fyn. Pred-
poklada se, Ze timto defosforylacnim krokem jsou aktivovdny obé tyrozinkindzy,
keré pak mohou zacit fosforylaci Fetézeti & a ¢ proteinu CD3, fosfolipdzy o
(PLCy) a jinych substrdti. Na aktivaci PLCy se téz podili ZAP-70. Tyto déje
pak umozni otevit drahy vedouci na jedné strané k DAG a na strang druhé ke
kalcineurinu (obr. 306). DAG otevie pies proteinkinazu C (PKC) drahu
sméfujict k rvorbé aktivniho transkripéniho faktoru NF-xB oznadovaného jako
transkrip&ni faktor aktivovanych T-bungk. Kalcineurin v komplexu s Ca"-
kalmodulinem (aktivni fosfatdza) defosforyluje inaktivni cytoplazmatickou
formu (NF-ATc) transkrip&niho faktoru NF-AT.

Soudasné se tvoFi kostimulacni signdl aktivaci B7 antigenem vdzanym na
TCR-receptor. Tento signal vede k aktivaci tyrozinproteinkinzy (PTK) sdru-
sené s cytoplazmatickym koncem proteinu CD28. PTK pak aktivuje fosforylaci
proteinkindzu JNK, kterou se aktivuje transkripéni faktor Fos/Jun. Na aktivaci'
INK-proteinkinazy se téZ podili proteinkinaza C (PKC). Takto se vytvori ti
aktivni transkripéni faktory NF-xB, NF-AT a Fos/Jun, které se vaZou na zesilo-
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Zde se vaZe B7 tyrozinprotein- Zde se vaZe antigen
burniky nabizejici  fosfataza nabizeny
antigen. (PTPéza) burikou nabizejici antigen.
/

CD45 CD4 Poznamka

Toto schéma predpoklada znalost
signaini drahy uvedené na obr. 306
a textu na str. 449 - 450.

membrana

] | “-kalcineurin: . : Ins(1,4,5)P3 DAG
(lnaktlvnl fosfataza)

Ca'”' kalmodulm
1(aktlvm) i Ca* @

(inaktivni)

Fosforylace , =_k.almo_dulln;
bunéénych proteini. | kalcineurin (inaktivni)
| (aktivni fosfataza)

defosforylage

NF-ATe = NF-ATc
(fosforylovany)  (gefosforylovany)
inaktivni

IK-B
jaderna membrana

JADRO

inaktivni

* +—promotor—s +———  _acilovad transkripce————»
hnRNAﬂ mRNAﬁ IL-2

Obr. 368
Syntéza IL-2 Th-lymfocytu aktivovana vazbou antigenu na TCR
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I. Nejdfive prob&hne aktivace panenské CD8-buiiky k syntéze IL-2 za
pfitomnosti dendritovych bungk. IL-2 pak stimuluje proliferaci a diferenciaci
CD8-lymfocyti na vykonné Te-lymfocyty. Stimulaéni uigéinek na d&lenf a dife-
renciaci je zesilovan syntézou B7-proteinu (obr. 370).

2. Uvedena aktivace CD8-lymfocytii se viak dovrsi a zesil{ za pfitomnos-
ti Th2-lymfocyt bé&hem zahdjeni aktivace. V tomto procesu musi viak jak
panenskd CD8-burika, tak i Th2-lymfocyt rozeznat antigen v povrchu stejné
butiky poskytujici antigen. Existuji dva zpdsoby, kterymi Th2-lymfocyty ptispi-
vaji k aktivaci CD8-bunék:
¢ Builka nabizejici antigen mize aktivovat vykonny Th-lymfocyt, ktery pak
zpetné aktivuje buiiku nabizejici antigen. Aktivovana butika nabizejici antigen
syntetizuje B7, kterym soudasné stimuluje (kostimuluje) panenskou CD8-buitky
k syntéze IL-2 a receptoru pro IL-2 (obr. 371).

A4 IL-2 pozadovany k proliferaci a diferenciaci CD8-bungk mize dodat
panenskd CD4-burika aktivovana bufikou nabizejici antigen (obr. 372).

INDUKCE APOPTOZY V ciLOVYCH BUNKACH Te-LYMFOCYTY.
Vykonné Te-lymfocyry zabijeji buiiky tim, ze v nich indukuji program pro reali-
zacl apopidzy. Smichaji-li se Te-lymfocyty in vitro s cilovymi burikami, co%

Dendritové buriky Ssyntetizujf B7, kte-  Aktivovans CD8-burika produkuje
Y je své viastni
eraci),

Iy se vdZe na CD28. To vede k akti- IL-2, kterym stimult;[
vaci panenskych CD8-bunék. déleni (proli

panenska GD8-busika aktivovana CD8-bufika.

receptor -
prolL-2 IL-2

dendritova buika infikovana virem

Obr. 370

Pfima aktivace prekurzorovych CD8-lymfocyth dendritovymi
burikami infikovanymi virem
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Buriika nabizejici antigen aktivuje vykonny Th-lymfocyt, ktery naopak
zpéiné aktivuje bufiku nabizejici antigen.

vykonny Th-lymfocyt ~panenskéa CD8-buitka

aktivace

buiika nabizejici antigen

Aktivovana burika nabizejici antigen syntetizuje protein B7, kterym

kostimuluje panenskou CD8-buriku k syntéze IL-2
a receptoru pro IL-2,

vykonny Th-lymfocyt ' }panenska CDB8-buiika (aktivovana)

receptor
pro [L-2

~ buitka nabizejicf antigen

Obr. 371 '
Aktivace panenskych CD8-bunék za piitomnosti
vykonnych Th-lymfocytu
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Burika nabizejici antigen aktivuje Th-lymfocyty
k produkci IL-2 a panenské CD8-buriky k syntéze receptort pro IL-2,

vykonny Th-lymfocyt ~ panenska CD8-huiika

aktivace | B7
aktivace

burika nabizejici antigen

Aktivovany Th-lymfocyt syntetizuje IL-2, ktery
se vdZe na receptor pro IL-2 aktivované CD8-buriky
a stimuluje jejf déleni.
_vykonny Th-lymfocyt panenska CD8-buiika (aktivovana) |

buiika nabizejici antigen

Obr. 372
Aktivace prekurzorovych CD8-lymfocytd za pfitomnosti
vykonnych Th-lymfocyt(
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jsou buiiky, v jejichZ povrchu rozeznavaji Te-lymfocyty antigen viru, kterym
byly tyto buiiky infikovany, indukujf v nich program k apoptéze, Cilové’ (infiko-
vané) buitky pak b&hem 5 minut zahynou, ackoli jinak smrt infikované buiiky se
Flostav_uje az po n&kolika hodindch. Hned po smichani bungk se bude DNA
intenzivné odbouravat a potom se bude ztrcet téZ celistvost membrany, Kratka
doba poZadovana Tc-butikami k naprogramovani cilové builky ke smrti zahrnu-
je pravdépodobné aktivaci vykonnych molekul pfedem v cilové buiice vytvo-
fenych a uvolnénych prostiednictvim Tc-bufiky z néjaké endogenni apoptotické
drahy uvnit cilové buiiky. Indukce apoptdzy v cilovych buiikich Te- lymfocyty
je schematicky vysvétlena na obr. 373.

Te-lymfocyty nejdiive rozpoznavaji antigen v povrchu cilovych bungk a
potom uvoliiuji sekreéni granula obsahujici dvé skupiny proteinti oznagovanych
jako cytotoxiny, které jsou syntetizovdny toliko v Te-lymfocytech. Jsou to:

) Tc-lymfocyt  virion

Te-lymfocyt rozeznal buriku - Te-lymfocyt programuje buiiku

infikovanou virem na smrt a indukuje
a navazal se na ni. fragmentaci DNA.

Te-lymfocyt se pfesouvé Infikovana burika odumiré
na novou cilovou buriku. apoptozou.

Obr. 373 L
indukce programované smrti (apoptoza) bufiky infikovane virem
vyvolana Tc- lymfocytem
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¢ perforiny, které polymerizuji za tvorby porit v membrdné cilové buriky;

® granzymy neboli fragmentiny, které se vyznacwji aktivitou serinprotedz
(patif do stejné kategorie jako trypsin a chymotrypsin) a v cilovych buiikdch
indukuji apoptézu.

Sekreéni granula se vyskytuji v mnoha typech bunék (napf. v neuronech,
burikach pankreatu atd.). Ve viech téchto buiikach se obsah granul rychle uvol-
fiuje po stimulaci vyvolané fiizi membrény granula s cytoplazmatickou mem-
branou. Podobné uvolnéni cytotoxint z Te-lymfocyti probéhne téméi bezprost-
fedné po jejich vazbé na receptor cilové buitky. To umoZiuje Te-lymfocytim
plisobit velmi rychle na své cilové buiiky a naprogramovat je nalyzi.

Fragmentiny pravd&podobné indukuji apoptozu ve viech cilovych bufi-
kach a perforiny umoZiluji tuto jejich aktivitu tim, Ze vytvafeji v membrané di-
ry, kterymi vchazeji fragmentiny dovnitf cilové buiiky.

Te-lymfocyty usmreuji viechny infikované cilové butiky s velkou pres-
nost{ projevujici se tim, Ze od apoptdzy jsou uSetfeny jen sousedni normalni
(neinfikované) buiiky.

Poznamka: Kromé indukce apoptézy fragmentiny existuje je§té dalsi
mechanizmus, a to nezavisly, kterym se v cilovych (infikovanych) butikach
indukuje apoptéza. V povrchu Te-lymfocytil je totiZ proteinova molekula ozna-
Sovand jako Fas, ktera predstavuje ligand vazajici se na tzv. Fas-receptor nacha-
zejici se v povrehu cilovych bunék. Predpokldda se, Ze touto vazbou se Fas-
receptor aktivuje k indukei apoptézy v cilovych buiikach.

AKTIVACE MAKROFAGU. Makrofagy mohou rozeznat a pohlcovat
extraceluldrni bakterie, rozloZit je na peptidy, které zanofuji do svého povrchu a
nabizeji Thl-lymfocytim. Tyto pak indukuji u makrofagh antibakteridlni pro-
cesy, coZ je vlastni vysledek aktivace makrofagl. Teprve po této aktivaci se
zintenzivni v makrofagach proces rozkladu bakterii. Aktivace probiha tak, Ze
peptid (antigen) bakterie, sdruZeny v povrchu makrofdga s MHC Il-proteiny, je
rozeznan Thl-lymfocytem, ktery je vazbou antigenu indukovan k syntéze INF-y
a ligandu CD40 (obr. 374).

Prvnim disledkem aktivace je syntéza receptoru pro TNF-y v povrchu
makrofagl, syntéza receptoru pro CD40 a déle pak pfem&na makrofiga na moc-
nou antibakteridlni vykonnou butiku. Kontaktem s makrofigem jako buiikou na-
bizejici antigen se pak aktivuje Th1-lymfocyt je3té k produkei dalgich cytokini.
Celkové Thl-buiika produkuje:

® Interferon y neboli IFN-y, kterym je makrofag aktivovan k destrukei po-
hlcenych bakterii.

@ Interleukin IL-2, ktery indukuje CD4-lymfocyty k proliferaci.
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Thi-lymfocyt je aktivovan vazanym antigenem {peptid)
k produkci INF-y , kterym je makrofag aktivovén k destrukei
pohicenych bakteri,

Thi1-lymfocyt Th1-lymfocyt
GG B "

ntigen
z(abak%erié

rozloZzené
imakrofagem

makrofdg.infikovany bakterieml:

- makrofag infikovany bakteriem}

Bakterie jéou rozkladany a jejich : o
peptidy pusobi v receptori fako Intenzivni rozklad bakterii
antigeny. - : ‘

Obr. 374
Aktivace makrofag Th1-lymfocyty

% Interleukin IL-3 a GM-CSF. Oba indukujf v kostni dfeni diferenciaci
makrofagh z kmenové buiiky.

% MCF a MIF. Makrofigovy chemokinovy faktor (MCF) signalizuje
migraci makrofdgt do mist infekce, kdeto makrofigovy faktor inhibice
migrace (MIF) zastavuje migraci v mistech infekce,

5.8.7
Aktivace B-lymfocyti

DvA ZPUSOBY AKTIVACE B-LYMFOCYTU. Panenské neboli klidové
B-lymfocyty se nedéli, tj. jsou ve fazi G, bunééného cyklu. Aktivace B-lymfo-
cytu je proces, kterym je klidovy zraly B-lymfocyt pohdnén z Gfize pres fizi
G, bunécného cyklu do S-fize a odiud do M-fize, ve kieré se déli a diferencuje
(obr. 356). Cely proces aktivace od klidového B-lymfocytu aZ po jeho dgleni si
proto musime pfedstavit jako pfenos signalu od antigenem aktivovaného BCR-
receptoru k aktivaci gend, jejichZ transladni produkty Fidi proliferaci B-lymfo-
cytu a jeho diferenciaci na plazmatické a pamétové buiiky.
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Podle povahy antigenu se rozliSujf dva rozdilné zplisoby aktivace B-lym-
focytu, tj. aktivace zavisla na Th2-lymfocytech a aktivace na Th2-lymfocytech
nezavisla. Antigen, ktery aktivuje B-lymfocyt za nezbytné kooperace B-lymfocy-
tu s Th2-lymfocytem, se oznaduje jako antigen zavisly na brzliku neboli TD-
antigen. Na druhé strané antigen, ktery aktivyje B-lymfocyt bez nutné pritom-
nosti Th2-lymfocytu, se oznacuje jako antigen nezavisly na brzliku neboli
TI-antigen. Mezi TD-antigeny patii proteiny, komplexy haptenti s jejich nosici,
erytrocyty aj. Tl-antigeny zahrnuji polysacharidy, které obsahuji opakujici se
epitopy a lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii; indukuji syntézu IgM bez
kooperace s Th2-lymfocyty. Mysi Tl-antigeny se déli na:

A4 TI-1- antigeny, napt. lipopolysacharidové slozky bunééné stény bakterii,

¢ TI-2-antigeny, napf. polymerni proteiny (flagelin), kapsularni polysa-
charidy.

Vétsina TI-1- antigend jsou polyklonalnimi mitogeny. To znamena, Ze
aktivuji B-lymfocyty k déleni bez ohledu na jejich antigenni specificitu. Nékteré
TI-1- antigeny stimuluji pfi vysokych koncentracich asi u jedné tietiny B-lym-
focyti proliferaci a sekreci protilatky. Mechanizmus toho vak zatim nebyl
objasnén. Jestlize jsou B-buiiky vystaveny nizkym koncentracim TI-1-antigenu,
pak pouze ty B-buiiky se aktivuji, které se vyzna&uji specifi¢nosti vzhledem k e-
pitopiim antigenu. Tyto antigeny mohou stimulovat produkei protilatek u mysi,
kterym byl odstranén brzlik. Pfedstavitelem TI-1-antigent je lipopolysacharid
bunééné stény gramnegativnich bakterii. Pfi nizkych koncentracich stimuluje
produkei specifickych protilétek. P¥i vysokych koncentracich piisobi jako mito-
gen (viz vyse).

TI-2-antigeny aktivuji panenské B-buiiky rozséhlou piiénou vazbou na
Jejich imunoglobulinovy receptor (viz niZe). K jejich proliferaci a ptesmyku do
Jinych t¥id neZ je IgM jsou viak zapotfebi cytokiny Th2-lymfocyti, aniz by
dochazelo k jejich kontaktu s B-buiikami.

Humorélni odpovéd’ na Tl-antigeny se od humoralni odpovédi na TD-an-
tigeny li3{ pfedev3im v tom, Ze je slabi, netvoii se pti nf pam&fové buiiky, IgM
Je ptevazujici sekretovanou protilatkou a nedochazi k presmyku tfid.

AKTIVACE PANENSKYCH B-BUNEK NEZAVISLA NA TH2-LYMFO-
CYTECH. Podstata aktivace B-lymfocyti Tl-antigenem je vysvétlena schema-
ticky na obr. 375a a 375b. V souvislosti s timto vysvétlenim doporudujeme
podivat se je§t€ na obr. 351, kde je vysvétlena struktura heterodimeru Igo/Igp.
Cytoplazmaticky konec tohoto heterodimeru obsahuje motiv o 18 aminokyseli-
novych zbytcich, ktery se oznaduje jako aktiva&ni tyrozinovy motiv imunore-
ceptoru neboli ITAM-motiv. Tento motiv se sdrutuje s Src-rodinou tyrozin-
proteinkindz. V klidovych B-lymfocytech je viak pouze malé procentoc BCR-
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Priéné spojeni dvou
sousednich receptoru
antigenem

|9M0 ‘ 0 antigen ‘ '
W NN
Ig |9;9tu ﬁ

klidovy B-lymfocyt

lgo lgp

motiv ITAM o {: o 0

Syk-proteinkinaza
e (aktivni)
Src-proteinkinazy Src-proteinkindzy
{inaktivni) (aktivni)

PHéné spojeni receptor antigenem vede k tomu, Ze dochézi k seskupeni
receptori a ke sdruZeni motivii ITAM s nékterou Src-profeinkinazou, kterd
fosforyluje ITAM na tyrozinu. Dvojndsobné fosforylovany ITAM je
rozeznavan Syk-proteinkindzou, ktera se tim aktivuje.

Obr. 376a
Pienos signalu v B-bufice po vazbé antigenu na BCR-receptor

receptoru spojeno s tyrozinproteinkindzami, nebot’ tyto jsou v nich inaktivni.
Teprve antigenni stimulace B-lymfocytd zpiisobi, Ze se tyrozinproteinkinazy
spoji s heterodimerem Iga/IgB a aktivuji v ném k fosforylaci tyrozinové zbyt-
ky. Antigen se pi&ng vaZe na dva sousedni receptory, &imz je spoji a aktivuje
motiv ITAM k reakei s tyrozinproteinkindzami (Lyn, Blk nebo Fyn) (viz blize
vysvétleni na obr. 375a). ITAM fosforylovany na tyrozinu, je rozeznavan tyro-
zinproteinkinazou, kterd se timto aktivuje a pfeddva signdl na dalsi signalni
molekulu. Fosforylace zbytkir tyrozinu v motivu ITAM predstavuje tedy prvni
krok v kaskddé prenosu signdlu vzbuzeného vazbou antigenu k BCR-receptoru.

Proteinkindzy spojené s receptorem se aktivuji fosforylaci na tzv. akti-
vaénim misté, ale inhibuji se fosforylaci na tzv. inhibiénim misté. K jejich
aktivaci je proto nutné defosforylace na inhibi¢nim misté a fosforylace na misté
aktivaénim. Defosforylace inhibicniho mista je zprostiedkovdna membrdanovym
proteinem, ktery se oznaduje jako CD45-protein. Tento protein md na svém
cytoplazmatickém konci tyrozin-specifickou Josfatdzu, pomoci niZ odsirafiuje
inhibicni fosfaty z proteinkindz vézanych na receptor (obr. 375b).

Na fosforylaci Src-proteinkindz navazuji pak signalnf dréhy, jejichZ ko-
netnym signalem jsou aktivovany transkripéni faktory a témi jsou pak aktivo-
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Obr. 375b
Pokracovani obr. 375a
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vany geny koédujici proteiny potfebné k déleni a proliferaci B-lymfocytu a také
geny, které koduji imunoglobuliny produkované v rozpustné formé do extrace-
lularniho prostiedi.

7ESILEN AKTIVACE B-BUNEK KORECEPTOREM. B-lymfocytovy
koreceptor zesiluje aktivacni déje (signdlni drdhy) vzbuzené recepiory spoje-
nymi pricné antigenem. Co se tyce struktury, je to komplex téchto tif proteintl
(obr. 376):

® C19 -proteinu, jehoz extracelularni &ast je imunoglobulinova,
¢ CR2-proteinu, ktery plisobi jako receptor,

¢ TAPAl-proteinu neboli CD81, jehoZ funkce neni znama.

Jak je zfejmé z obr. 377, CR2-protein se navaze na antigen, ktery byl
zachycen BCR-receptorem tvofenym povrchovym IgM. Tim se umozni, Ze se
jednak koreceptor pii¢né spoji s BCR-receptorem a jednak se navodi interakce
CD19 s herodimerem Iga/IgP.

Cesta prenosu signélu se pak realizuje takto:

1. CD19-protein obsahuje v dlouhém cytoplazmatickém zakonleni 6
tyrozinovych zbytki, které se po vazbé antigenu na CR2 fosforyluji.

CR2

‘membrana -

Olbr. 376
Schéma struktury BCR-koreceptoru
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| |

aktivace PLC aktivace PI(3)K

viz obr. 375b i
0 Obr. 377 viz obr. 375b

Zesileni aktivace BCR-receptoru plsobenim koreceptoru

2. K fosforylovanému CR2 se vaZe Lyn-proteinkinaza, ktera se touto vaz-
bou aktivuje.

3. Aktivni Lyn-proteinkindza pak spousti signalni drahy uvedené na obr.
375b.

AKTIVACE ZRALYCH B-LYMFOCYTU ZAVISLA NA TH2-LYMFO-
CYTECH. Jde o aktivaci antigenem zdvislym na brzliku (str. 564). Lze ji rozdg-
lit do téchto fazi znazornénych na obr, 378:

1. Zralé B-lymfocyty maji receptory z imunoglobulinu IgM a IgD (obr.
351). Na receptory IgM se pii¢né navdze antigen, jak bylo uvedeno na obr.
375a. Touto vazbou se indukuje signdl 1 k dpravé antigenu do peplidu (obr.
323), ke sdruZeni upraveného antigenu s MHC I-molekulami a k syntéze recep-
toru CD40. Upraveny antigen ve sdruZeni s molekulami MHC II je zanoten do
membrany B-lymfocytu a rozeznan Th2-lymfocytem.

2. Vazbou antigenu na TCR-receptor se aktivuje Th2-lymfocyt k syntéze
ligandu CDA40L. Interakci CD40L s CD40-receptorem vznikd signdl 2, tj. signdl
k nasledujicimu déji.

3. B-lymfocyt syntetizuje receptory pro rizné cytokiny. Vazbou cytokinii
produkovanych Th2-lymfocytem na jejich receptory v povrchu B-lymfocyti
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Th2-lymfocyt

upraveny antigen

MHC Il
antigen

B-lymfocyt
(zraly)
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IL-4, IL-5, H-6

cytokiny

aktivovany

B-lymfocyt J signal 3

¢

4 Nésleduje proliferace a diferenciace
' M

G, 4
| %;));ceptory S
v

na pamétové a plazmatické buriky.

Obr. 378
Priibéh aktivace panenského B-lymfocytu navozené Th2-lymfocytem
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vznikd signdl 3 k proliferaci B-lymfo-
eyttt a k jejich diferenciaci na plazma-
tické a pamétové buriky.

CENTROCYTY. Mista v lym-
fatickych uzlinach, kterda jsou hojnd
obsazena centroblasty (str. 539) se
oznaCuji jako germindlni centra (obr.
379). Centroblasty se v nich vyznaduji
intenzival proliferaci a rychlym déle-
nim, ale postupnym zrdnim se presitd-
vaji délit a premériuji se v nedélict se
burtky oznadované jako cemtrocyty.
Centroblasty prodéldvaji hypermutace
(str. 529) a centrocyty vznikajici = hy-

© = Tha-buiiky

= centrocyty permutovanych centroblastir se vyzna-
@ = centroblasty Cuji schopnosti syntezy receplori se

] . o zvySenou aktivitou pro dany antigen.
fﬁ- = folikularni dendritové buriky T o
Centrocyty pfichdzeji v primar-

Obr. 379 nich folikulech do kontaktu s hustou
Schéma germinalniho centra it folikularnich dendritovych bu-
nék. Piivod téchto bungk neni jasny. Je
viak jisté, Ze nejsou piibuzné s dendritovymi buitkami, kterymi jsou aktivovany
prekurzorové T-lymfocyty. Podobajf se jim morfologicky predeviim v tom, e

se vyzna€uji vétvenim buiiky (obr. 322). Jejich specifické vlastnosti viak jsou:
1. Zachovat po dlouhou dobu antigeny v celistvém stavu na svém povr-

chu.

2. Syntetizovat povrchovou molekulu CD23, kter4 Jje ligandem pro CR2,
coZ je slozka koreceptoru uvedeného na obr. 376.

Ned&lici se centrocyty reaguji jen s folikuldrnimi dendritovymi buiikami,
které vystavuji na svém povrchu antigen soudasng s CD23. Centrocyty, jejichz
receptory jiz nemohou vazat antigen, umiraji apoptézou. Centrocyty s recepto-
ry, které vaZou antigen, jsou indukovany k expresi genu bcl-1 a pieZivaji. Tento
gen kdduje protein zabrariujici apoptéze. Proto, &im vy$¥f afinitou receptoru se
centrocyty k antigenu vyznaguji, tim 1épe obstoji centrocyt v soutéZi s ostatnimi
centrocyty, a co se ty€e vazby na antigen, bude mit lep3i $anci na preZiti. Vazba
komplexu koreceptoru CR2.CD19 k povrchové molekule CD23 folikularnich
dendritovych bungk zesiluje signal z komplexu antigen/receptor.

TVORBA PLAZMTICKYCH BUNEK. Predpokladé se, %e tvorba plaz-
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1

~ Zédné vazba - -
cenj‘ﬁfrw.@ff " Burika umird
>\ . apoptozou.
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burika

pamétiova
burika
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pro IL-1

-2

Tvorba plazmatickych cDz3
bunék je indukovana

vazhou lL-1 a CD23

na receptory centrocyti.

Sekrace protilitek.
=
plazmatickd] ==C —
buika "

Obr. 380
Schéma hypotézy vysvétiujici diferenciaci centrocyti
na pamét'ové a plazmatické burky

matickych bunék je indukovéna IL-1 a CD23, které jsou produkovany foli-
kularnimi dendritovymi buitkami. CD23 se nachazi v membréné a je uvolfiovin
v rozpustné formé, ve kieré pisobi na sousedni centrocyty. Je ligandem pro
CR2 na B-lymfocytu. Interakce proteinu CD23 v membranové nebo rozpustné
formé s CR2 na B-lymfoecytu za spolupiisobeni IL-1 indukuje centrocyt k dife-
renciaci na plazmatickou butiku (obr. 380).

Plazmatické buiiky nemaji povrchovy imunoglobulin. Na druhé strané
viak imunoglobulin syntetizuji a sekretuji. Diferenciace zralych B-lymfocyti na :
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plazmatické butiky musi proto zahrnovat zménu v transkripei (obr. 352). Kromé
toho rychlost transkripce geni kodujicich tézké a Jehké Fetézce je vys$si v plaz-
matickych buiikach nez ve zralych B-lymfocytech.

TVORBA PAMETOVYCH BUNEK. Pamétové builky se 2 centrocyti
tvoi také. Predpoklada se, Ze centrocyt vaZe a upravuje antigen uvolnény z foli-
kularnich dendritovych bunék (obr. 381). Upraveny antigen je pak nabizen ve
sdruzeni s MHC II-molekulami Th-lymfocytim, které jsou takto aktivoviny a
stimulovany k syntéze CD40L, ktery se yaze na CD40 centrocytu. Touto inter-
akci vznika signal nutny k tvorbé pamétovych bunék. Na rozdil od panenskych
B-bunék, které syntetizuji pouze IgM a IgD, pamétové B-buiiky syntetizuji 1gG,
IgA a IgE. Kromsg toho mnoZstvi IgD je v pam&tovych buiikach znaéné sniZeno.
Nekteré pamétové buiiky syntetizuji jen jeden izotyp, zatimeo jiné syntetizuji
dva (IgM + IgG), (IgM + IgA) nebo (IgM + IgE). Piicina toho neni znama.

VYZNAM CYTOKINU PRI AKTIVACI A DIFERENCIACI B-LYMFO-
CYTU. Cytokiny produkované Th-lymfocyty ovliviiuji u B-lymfocyti jednak
proliferaci a jednak presmyk tiid b&hem diferenciace na plazmatické buriky. Na
zakladé téchto funkef se rozliduji (obr. 381):

¢ cytokiny proliferace, které stimuluji proliferaci (déleni) centroblastii;

¢ cytokiny diferenciace, které stimuluji diferenciaci centrocytli na plazma-
tické buiky.

plazmatické buiky
1gG2a
centrocyty nebo
IFN- lgG3
: 1gA
TGF-
centroblast P nebo
igG2b
Proliferace.
1L-2 IgE
:::2 nebo
- 1gG1
. IL-4
cytokiny proliferace:
IL-2, IL-4, iL-5 L
cytokiny diferenciace: 4 IgM
IL-2, iL-4, [L-5, IFN-Y,TGF-B IL-5
Obr. 381

Vliv cytokini na proliferaci a diferenciaci centrocytu
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TERMINOLOGICKY REJSTRIK

~ KDRUHEMUDILU
7.1
CESKO-ANGLICKY
Rejstiik obsahuje odborné terminy (vétsinou z oboru molekuldrni biologie), kieré
byly pouity v textu tohoto dilu ucebnice. Jsou vysdzeny polotucnym pismem jako hesla
rejstiiku. Za terminem ve stejném Fadku ndsleduji v zdvorce jeho ekvivalenty v anglickém
Jazyce, které jsou vysdzeny obyéejnym pismem.Pred kazdym terminem (heslem) je uvedeno
Jjeho poradové dislo, dehoZ dilvod je vysvétlen na str. 591,
V rejstiiku jsou terminy sefazeny abecedné podle substantiv (v jednotném disle,
pokud nebylo nutné pouzit ¢isla mno#ného). Za kazdym heslem (terminem) je odkaz jen na
strdnky (éisla na konci hesla), kde jsou hledané terminy definoviny nebo podrobnéji vyloZe-
ny. Na téchto strankdch jsou polotuéné vysdzeny. Je-li substantivum specifikovdno pFiviasi-
kem, pak pFiviastek neshodny ndsleduje vidy za substantivem, a teprve po ném priviastek
shodny. Priklad: V literatue jste nasli termin “nepFimd represe transkripce™. V refstriku
pod "represe transkripce nepfimd" najdete odkaz na stranku v textu (str. 435), kde se pojem
timto terminem oznadeny vysvétlyje.
Snadno té# zjistite, se kterym terminem je ternin, ktery jste Getli v njakém élanku,
synonymni. Napf. zjistujete, co znamend termin "izotyp". V rejstiiku zjistile, Ze tento termin
Jje synonymni s terminem * tFida imunoglobulinovd”, Pod timto heslem pak naleznete odkaz
na str. 504, kde jsou oba terminy definovdny a uvedeny jako synonymn.
V odborné literatufe se budete ¢asto setkdvat se zkratkami termindt. Je zvykem pouzi-
vat anglické zkratky i u Ceskych ekvivalenti anglickych terminit, Budete proto chiit védet, co
pFislusnd zkratka znamend. Napf., co snamend zkratka "RFC"? V rejstFtku najdete, Ze RFC
Jje zkratkou anglického “replication factor C", coZ odpovidd deskému vyjddieni "faktor C
replikacni ". Pod timto heslem najdete odkaz na str. 341, kde je definovdn "replikacni faktor
C " g soudasné uvedeno, Ze tento termin je synonymni s terminem “RFY C-protein”. Ke stejné-
mu vysledku byste dospéli, kdybyste zacali hiedai v rejstFiku od terminu "prolein RFC". V té-
to souvislosti upozoriujeme, fe v textu ucebnice oznatujeme protein, faktor, molekuli ard.
tak, Ze nejdFive pieme oznaceni (symbol) s pomickou, a pak teprve substantivim, napF. RFC-
-protein, PCNA-protein atd. V rejstitku z divodii abecedniho Fazeni a pFehlednosti piSeme
nejdiive substantivum a pak oznaceni (symbol), tedy protein RFC, protein PCNA atd,
Nakonec je tFeba upozornit na to, Ze zde poufilé Ceské terminy nejsou vZdy pFesnym
prekladem termint anglickyeh. Tykd se lo obvykle pFipadi, kdy doslovny preklad by v cesting
piisobil nepfirozend.

A 4, adenyliteykldza EC 4.6.1.1 (adenylate cyclase) 452

. . - 5. adiuretin (adivretin) = vazopresin 454
1. ACTH (zkr. adrenocorticotropic hormone) = hormon & adrenalin (adrenaling) 454

adrenokortikotropni 454 . . ,
. X ] . . 7. AKAP (zkr. A-kinase anchor protein) = protein A
2. adenozindeaminiiza (adenosine deaminase) 402 proteinkindzovy zakotvujict 438

A 3 & AR, i i~ R
3. adenozin-3',5'-monofosfit cyklicky (cyclic adenost 8. aktivace Bymfocytd (B lymphocyle activation)

ne 3',5-monophosphate) 452 490, 563




578

9. aktivace faktorti transkripfnich (activation of

transcription factors) 428

10. aktivace makrofigd (macrophage activation) 562

11. aktivace T-bun&k pancnskych (T naive cell activa-
tion) 552

12. aktivitor iniciace transkripce eukaryotické (activa-
tor of eucaryotic initiation of transcription) 430

13. aktivita transkriptai (transcriptional activity) 351

14, aldosteron (aldosterone) 455

15, alergen (allergen) 506

16. amplifikace signilu (signal amplification) = zesileni
signdlu 446

17, angiotenzin (angiotensin) 455

18. Animalia = Zivolichové 310

19, antigen (antigen) 337, 489

20. antigen bun&¥ny jaderny proliferatni (proliferating
cell nuclear antigen) 337, 341

21, antigen na braliku nezivisly (thymus independent
antigen) 564

22, antigen na brzlfku zdvisly (thymus dependent anti-
gen) 564

23, antigen nedplny (incomplete antigen) 489

24, antigen TD (zkr. thymus dependent antigen) = anti-
gen na brzliku zavisly 564

25, antigen T1 (zkr. thymus independent antigen) = anti-
gen na brzliku nezdvisly 564

26. antigen TI-1 (TI-1-antigen) 564

27. antigen TI1-2 (T1-2-antigen) 564

28. antigen viplny (complete antigen) 489

29, apoptdza (apoptosis) 485, 558

30. autofosforylace (autophosphorylation) 463

B

31 BCR (zkr, B cell receptor) = receptor B lymfocytovy
494, 531

32. bod apoptdzy kontrolni (check point in the apopto-
sis) 488

33.bod 1 apoptézy kentrolnf (check point | in the
apoptosis) 488

34, bod 2 apoptdzy kontrolnf (check point 2 in the
apoptosis) 488

35. bod cyklu bunétného kontrolni (check point in the
division cell cycle) 481

36. box CAAT (CAAT box) 354

37. box GC (GC box) 354

38. box Hognesstiv (Hogness' box) 353

39. box TATA. (TATA box) = box Hognesstiv 353

40, buiika antigen nabizejicf (antigen presenting cell)
495

41, buiila B (B cell) = lymfocyt B 493, 552

42. buiika B pam&tiova {memory B cell) 498, 540

43, buiika B panenskd (naive B cell) 539

44, buiika CD4 panenska (naive CD4 cell) 551, 552

45. buiika CD8 panenska (naive CD8 cell) 551, 552

46, buiika dendritovi (dendritic cell) 497, 552

47. buitka dendritovd cirkulujfef (circulating dendritic
cell) 498

48. buiika dendritova folikulirni (follicular dendritic
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cell) 570

49. burika dendritovd intersticidlnf (interstitin dendritic
celly 497

50. buiika hematopoctickd kmenovd (hematopoictic
stem cell) 499, 536

51. butika hematopoetickd kmenova  pluripoientni
(pluripotent hematopoietic stem cell) 536

52. huitka Langerhansova (Langerhans cell) 497

53. buiika lymfoidni kmenovd (lymphoid stem cell) 536

54, buitka mycloidni kmenova (myeloid stem cefl) 536

55. buiika plazmaticka (plasma cell) 498, 539

56. buitka T (T celf) = lymifocyt T 494

57. bunika T panenska (naive T cell) 551

58. buiika 'F pam&t'ova (memory T cell) 408

59. bunika Te (Te cell) = lymfocyt Te eytoloxicky 494

60. busika Th (Th cell) = lymfoeyt 'Th pomocny 494

61. budika 'ThO (Tho cell) = lymitocyt ThO, 557

62. buiika ThY (Thi cell) =lymfocyt Thi, 494, 557

63. buiika Th2 (Th2 cell) = lymioeyt Th2, 494, 557

64. buitka vykonna (eftictor celf) 499

65. buiiky dendritové proplétajici se (interdigitating
dendritic cells) 498

C

66. cAMP (zkr. cyclic adenosine 3 3-monophosphate)s=
adenozin-3",5monofostat cyklicky 452

67. CBP (zkr. cap binding protein) = protein na depicku
se vizajicf 415

68. CC (zkr. commitment complex) = konplex vstupni
380

6. CDK  (7kr. cyclin-dependent protein kinase) =
proteinkinaza cyklin dependentnf 478

70. CDR (zkr. complementarity delermining, region) =
oblast imunoglobulinu komplementaritw uréujici 503

71, CD81 (CD8I protein) = protein TAPAL, 567

72, een (zkr. centromere) = centromera 325

73. centroblast (centroblast) 539

74. centrocyt (centroeyte) 570

75. centromera (centromere) 325

76. centrum germinding (germinal centre) 570

77. centrum indronu katalytické (intron catalytic centre,
intron active site) 407

78. cesta pFenosu signdlu (signal pathway, signal trans-
duction, signalling) = dréha penosu signalu 445

79. cesta pienosu signdlu (signal pathway, signal trans-
duction, signalling) = signalizace intracelulamt 445

80. CREB (zkr. cyclic AMP response element binding
protein) = faktor transkrip&ni na responzivni element
pro cAMP se vizajicl 434

81. ctDNA (zkr. chloroplast DNA) = DNA. chloroplas-
tova 331,332

82. CTT (zkr. CAAT-box-hinding transcription factor) =
faktor transkriptni na CAAT-box se vézajicl 353, 354

83. cyklin (cyclin) 479

84. cytidindeamindza (cytidine deaminasc) 402

85. cytokin (cytokine) 456

86. cytokin YFN-y (IFN-y cytokine) 562

|
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87. &astJ (J piece) = polypeptid spojovaci 510

88. &4st promotoru RNA-polymerizy 1 regulatni
(upstream promoter control element of RNA. polyme-
rase ) 363

89. &4st promotorn RNA-polymerizy I zdkladnf (upst-
ream promoter core element of RNA polymerase I)
363

90. ¥dstice rozpozndvaci signalnf (signal recognition
particle) 414

91. &istice snRNP (snRNP particle) 373, 363

92. Estice SRP (signal recognition particle) = Eastice
rozpoznévacl signalni 414

93, fepitha (cap) 373

D

94. DAG (zkr. diacylglycerol) = diacylglycerol 452, 472
95. deoxyribonukleotidyltransferaza  (deoxyribonuc-
leotidy! transferase)
96. deoxyribonuldeotidyltransferdza termindlnf EC
27731 (terminal deoxyribonucleotidyl transferase)
524
97. determinanta antigenni (antigenic determinant) 493
98. diacylglycerol (diacylglycerol) 452,472
99. DNA chloroplastovd (chloroplast DNA) = kyselina
deoxyribonukleova chloroplastova 311, 331, 332
100. DNA.  chromozomovd cukaryotickfi (eucaryotic
chromosomal DNA) =DNA jademé4 311
101. DNA hemimetylovand (hemimethylated DNA) 441
102. DNA. jadernd (nuclear DNA) = kyselina deoxyribo-
nukleova jadema eukaryoticka 311,322
103. DNA-metyliza (DNA methylase) 441
104. DNA mitochondriov4 (mitochondrial DNA) = kyse-
lina deoxyribonukleova mitochondriova 311, 328
105. DNA-polymerfiza o. (DNA polymerase o) 336, 341
106. DNA-polymerfiza  (DNA polymerase ) 337
107. DNA-polymerdiza y (DNA polymerase y) 337
108. DNA-polymerfza & (DNA polymerase §) 337, 341
109, DNA-polymersiza & (DNA polymerase e} 337
110. DNA-polymerdza eularyotickd (eucaryotic DNA
polymerase) 336
111. doména aktiva¥ni (activation domain) 467
112. doména C, (C, domain) = doména G, fetdzce
jmunoglobulinového 506
113. doména C, Fet¥zee imunoglobulinového (o9
immunoglobulin domain) 506
114. doména faktoru transkripgnfho glutaminem bo-
hatd (glutamine-rich domain in the transcription
factor) 429, 430
115. doména faktoru transkriptniho kyscld (acidic
domain in the transcription factor) 429, 430
116, doména faktoru transkriptniho prolinem bohatd
(proline-rich domain in the transcription factor) 429,
430
117. doména chromatinova (chromatin domain, chroma-
tin loop) 318
118. doména kindzov4 (kinase domain) 449
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119. doména pre dimerizaci receptoru (receptor dimeri-
zation domain) 467

120. goména pro DNA vazebnd (DNA binding domain)

67

121. doména pro vazbu hormonu (hormone binding
domain) 467

122, doména receptoru RTK cytoplazmatickd (cylop-
lasmic RTK receptor domain) = doména receptor
intracelulimf 462

123, doména receptoru RTK extraceluldrni {extracellu-
lar RTK receptor domain) 462

124. doména receptoru RTK intraceluldrni (intracellu-
lar RTK receptor domain) 462

125. doména receptoru RTK transmembrdnova (trans-
membrane RTK receptor domain) 462

126. doména Fet¥zce imunoglobulinového (immunoglo-
bulin domain) 506

127. doména SH1 (SH1 domain) 449

128. doména SH2 (SH2 domain) 449

129. doména SH3 (SH3 domain) 449

130, doména SH4 (SH4 domain) 450

131. doména V, (V, domain) = doména Vy Felfzce
imunoglobulinového 506

132. doména V, Tetéme imunoglobulinového (V,
immunoglobulin domain) 506

133. doru¥ent signdlu (signal detivery) 478

134. dréha Jak-STAT (Jak -STAT pathway) = signaliza-
ce pres STAT proteiny 475

135. drftha pFenosu signdlu (signal pathway, signal trans-
duction, signalling) = signalizace intracelularmi 443

136. DUE (zkr. DNA unwinding element) = clement pro
odviieni DNA 337

E

137. editace RNA (RNA editing) 394

138. editace RNA deledni (deletional RNA cditing) 396

139, editace RNA inzerdni (insertional RNA cditing) 396

140, editace RNA  substitu®nf (substitutional RNA
editing) 396

141, EGF (zkr. epidermal growth factor) = faktor riistovy
epidermdlni 456

142, element aux 1 pomocny (auxiliary element 1) 338

143. element aux 2 pomocny (auxiliary element 2)338

144, element DUE (DUE element) = element pro cdvijeni
DNA 337

145, clement ghukokortikoidni responzivnf (glucocorti-
coid responsive clement) 467

146, element GRE (GRE element) = element glukokorti-
koidni responzivni 467

147. element HRE (HRE element) = ¢lement responziviti
hormmononovy 470

148. element Inr (Inr element) = inicidtor 355

149. element ORE (ORE element) = element potitek
replikace rozpoznavajici 337

150. element potAtek replikace rozpoznévajici (origin
recognition elerent) 337

151. clement pro odvijeni DNA (DNA  unwinding
element) 337
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152. element promotoru protismiérny (upstream promo-
ter clement) 352

153, element RE (RE element) =element responzivni 426

154. element responzivni (responsive element) 426

155. element responzival hormonovy (hormone respon-
sive element) 470

156. clongace polypeptidového Fet¥zce eukaryoticks
(eucaryotic polypeptide chain elongation) 417

157. enzym interleukin 1B pFemdifujicl (interleukin 15
converting enzyme) 488

158. epinefrin (epinephrine) = adrenalin 454

159. epitop (epitope) = determinanta antigenni 493

160. ER drsné (rough ER) = retikulum cndoplazmatické
drsné 414

161. ER hladké (smooth ER) = retikulum endoplazma-
tické hladké 414

162. ERK (zkr. extracellular signal-regulated protein kina-
se) = proteinkindza signdlem extraceluldmim regulo-
vana 451

163. erytropoctin (erythropoietin) 455, 467

164. estrogen (estrogen) 455

165. euchromatin (euchromatin) 312

166. exkluze alelicks (allelic exclusion) 531

167. exlduze izotypickd (isotypic exclusion) 531

168, exon kombina¥ni (combinational exon) 386

169. exonukledza MF1 (exonuclease MF1) 340, 341

170. exony spojené (joint exans) 405

F

171, faktor aktivevanych T- bun&k transkriptni jader-
nf (nuclear transcription factor of activated T celis)
555,556

172. faktor C replikadnf (replication factor C) 341

173 faktor EGF (EGF factor) = faktor Ristovy
epidermélni 456

174. faktor clongaini eukaryoticky (ewcaryotic elonga-
tion factor) 417

175. faktor GEF (GEF factor) = faktorr nukleotid guani-
novy vyméfinjici 461

176, faktor guaninovy nukleotid vyméilujiel (guanine
nucleotide exchange factor) 461

177 faktor hepatocytii riistovy (hepatocyle growth
factor) 457

178. faktor chemoldnovy makrofigovy (macrophage
chemokine factor) 563

179. faktor inhibice migrace makrofsgovy {macrophage
migration inhibition factor) 563

180. faktor MCF (MCF factor) = fuktor chetnokinovy
makrofégovy 563

181. faktor MIF (MIF factor) = faktor inhibice migrace
makrofigovy 563

182. faktor na ORE se vdzajici (ORE binding factor)
339

183, faktor nddorovy nekroticky o (tumour necrosis
factor oc) 456

184. faktor nddorovy nekroticky B (tumour necrosis
factor 3) 456

185. faktor nddorovy nekroticky y {tumour necrosis
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factor y) 456

186. faktor natriureticky (natriuretic factor) 452

187. faktor OBF (OBF factor) = faktor na ORE se
vézajici 339

188. faktor pomocny U2AF (U2AF auxiliary factor) 380

189, faktor riistovy (growth factor) 444, 456

190. faktor ristovy EGF (EGF growth factor) = faktor
riistovy epidermalni 456

194, faktor ristovy cpidermdini (cpidermal growth
factor) 456

192. faktor ristovy GM-CSF (GM-CSF growth factor) =
faktor ristovy kolonie granulocytii a makrofagi
stimulujici 457, 563

193. faktor riistovy IGF 1 (growth factor IGF 1) = faktor
ristovy 1 inzulinu podobny 457

194. faktor ristovy IGF 2 (growth factor IGF 2) = faktor
ristovy 2 inzufinu podobny 457

195. faktor riistovy 1 inzulint podobny (insulin like
growth factor 1) 457

196. faktor ristovy 2 inzulinu podobny (insulin like
growth factor 2) 457

197. faktor ristovy kolonie granulocytd a makrofigi
stimulujfei (granulocyte and macrophage colony
stimulating factor) 457, 563

198, faktor ristovy PDGF (PDGF factor) 456

199. faktor ristovy z trombocytd pochdzejici (platelet
derived growth factor) 456

200. faktor s TBP sdruZeny (TBP-associated factor} 353

201. faktor s TBP sdruzeny (TATA box-associated
proiein) = koaktivator TAF 432

202. faktor sestiihu (splicing factor) 443

203. faktor TAF (TAF factor) = faktor s TBP sdruzeny
353

204, faktor TNF-o (INF o factor) = faktor nadorovy
nekroticky ¢ 456

205, faktor TNF-B (TNF B factor) = faktor nédorovy
nekroticky p 456

206. fakior TNF-y (TNF vy factor) = faktor nadorovy
nekroticky y 456

207. faktor transkripni (transcription factor) 352

208. faktor transkriptnf bazAlni (basal transcription
factor) 352,430

209. faktor transkripéni CREB (CREB transcription
factor) = faktor transkripéni na responzivni element
pro cAMP se vazajici 434

210. faktor transkriptnf CTF (CTF transcription factor)
= faktor transkripini na CAAT-box se vézajfci 353,
354

211 faktor transkriptni E2F.DP1 (E2F.DP1 transcrip-
tion factor) 481, 483

212. faktor transkripéni  konstitutivn{ (constitutive
franscription factor) 352

213. faktor transkriptni MyoD) (MyoD transcription
factor) 434

214 faktor transkriptni na CAAT-box se vdzajici
(CAAT-box-binding transcription factor) 353, 354

213, faktor transkriptni 1 na oktamer se vizajic (octa-
mer binding transcription factor 1) 355
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216. faktor transkrip¥ni 2 na oktamer se vAzajicf (octa-
met binding transcription factor 2) 355, 543

217. faktor transkripéni na responzivni element pro
cAMP se vézajicf (cyclic AMP response element
binding protein) 434

218, faktor transkriptni NE-AT (NF-AT transcription
factor) = faktor aktivovanych T- bungk transkriptni
jademy 555, 556

219, faktor transkriptni NF-«B (NF-«B transcription
factor) 434

220. faktor transkripéni obeeny (general transcription
factor) 352

221. faktor transkripfni OCT-1 (OCT- 1 transcription
factor) = faktor transkrip&ni 1 na oktamer se vazajici
355

222, faktor transkriptni OCT-2 (OCT- 2 transcription
factor) = faktor transkriptni 2 na oktamer se vézajici
355,543

223. faktor transkripfni proti sméru tramskripce se
vizajiel (upstream binding factor) 363

224, faktor transkripEnf selektivnf (selectivity transcrip-
tion factor) 363

225, faktor transkripéni SL1 (SLI transcription factor) =
faktor transkripéni selektivni 363

226, faktor transkripéni SP1 (SP1 transcription factor)
355

227. faktor transkripéni specidlni (special transcription
factor) 352

228, faktor transkriptni TFND (TFID transcription
factor) 354, 355

229, faktor transkriptni TFIIH (TFIM transcription
factor) 355

230, faktor transkripéni UBF (UBF transcription factor)
= faktor transkriptni proti smru transkripce se
vazajici 363

231 faktory translaéni ecukaryotické (eucaryotic transla-
tion factors) 415,416, 417,418,419

232, faktory transialni eukaryotické elonga¥ni (euca-
ryatic translation elongation factors) 417

233. faktory transladni cukaryotické inicialni (eucaryo-
tic translation initiation factors) 415,416

234, fibrilarin ({ibrillarin) 389

235. fosfatidylinozitol (phosphatidylinositol) 453

236, fosfatidylinozitol-3,4-bisfostit (phosphatidylinositol
-3 4-bisphosphate) 453

237, fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat (phosphatidylinositol
-4,5-bisphosphate) 452

238, fosfatidylinozitol-3-fosfit (phosphaticlylinositol -3-
-phosphale) 453

239, fosfatidylinozitol-d-fosfit (phosphatidylinositol -4-
-phosphate) 453

240, fosfatidylinozitol-3,4,5-trifosfit (phosphatidylinosi-
tol -3,4,5-trisphosphate) 453

241, fosfatidylinozitol-3-fosfatiza (phosphatidylinositol-
3-phosphatase EC 3.1.3.64) 452

242, 1-fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfitfosfodiesterdza
EC 3.1.4.11 (1-phosphatidytinositol-4,5-bisphosphate
phosphodiesterase) 452

243, 1-fosfatidylinozitol-3-kindza EC 2.7.1.137 (1-phos-
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phatidylinositol-3-kinase) 453

244. fosfodiesterdza cAMP EC 3.14.17 (cyclic AMP
phosphodiesterase) 452

245, fosfodiesterdza cGMP EC 3.14.17 (cyclic GMP
phosphodicsterase) 452

246. fosfolipaza C (o) (phospholipase C (o)) 452

247. fosfolipdza C () (phospholipase C (B)) 452

248, fosfolipdza C (y) (phospholipase C (y)) 452

249. fosfolipiza C EC 3.14.11 (1-phosphatidylinositol-
-4,5-hisphosphate phosphodiesterase) =1-fosfatidyl-
inozitol-4,5-bisfosfitfosfodiesterdza EC 3,1.4.11, 452

250. fosfolipdza D EC 3.1.44 (phospholipase D) 452

251, fosfoproteinfosfatiza EC 3.1,16 (phosphoprotein
phosphatasc) 437

252. fragmentin (fragmentin) 562

253, Fungi=Houby 310

G

254, GAP (zkr. GTPase activating protein) = protein
GTPAzu aktivujicl 462

255. GEF (zkr. guanine nucleotide exchange factor) =
faktor guaninovy nukleotid vymeiiujicf 461

256. gen homeoticky (homeotic gene) 439

257. gen jaderny (nuclear gene) 311

258. gen provozni (house keeping gene) 352

259. gen ¥et¥zee imunoglobulinovy lehky kédujicf (sene
coding for light immunoglobulin chain) 516

260. gen Fet¥zec imunoglobulinovy t&ky kddujicf (gene
coding for heavy immunoglobulin chain) 516

261, gen tHidy I (class 1. gene) 351

262, gen tiidy I (class IT. gene) 351

263, gen tiidy 1T (class ITl. gene) 351

264. genofor chloroplastovy (chloraplast genophore) 331

265. genofor mitochondriovy (mitochondrial genophore)
326

266. gestagen {gestagen) 455

267. glukagon (glucagon) 454

268. glukokortikoid (glucocorticoid) 455

269. granzym (granzym) = fragmentin 562

270. GRB2 (zkr. growlh factor receptor- bound protein) =
protein 11 receptor Mstového faktoru vézany 450

271, GRE (glucocerticoid responsive element) = element
glukokortikoidni responzivnf 467

272. gRNA (zkr. guide RNA) = kyselina ribonukleova
Fidici396

273. guanozin-3'5"-monofosfat cyldicky {cyclic guano -
sing ~3°,5"-monophosphate) 452

274. guanyldtcykliza EC4.6,1.2 {gvanylate cyclase) 452

275. guanyldteykidza  na plazmatickon membrinu
ydzand (membrane-bound guanylate cyclase) 452

276. gunanyliteykliza vozpustnd (soluble guanylate
cyclase) 452

H

277. hapten (hapicn) = antigen netping 489

278. heterochromatin (heterochromatin) 312

279, heterochromatin fakullatival (facultative hetero-
chromatin) 312
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280. heterochromatin konstitutivni (constitutive hete-
rochromatin) 312

281. HGF (zkr. hepatocyte growth factor) = faktor hepato-
cytl nistovy 457

282, histamin (histamine) 455

283. histon (histone) 311, 313

284. HLA (zkr. human [eucocyte-associated antigen) =
komplex HLA 492

285. Mlenky (Myxomycota) 310

286. hnRNA (zkr. heterogenous nuclear ribonucleic acid)
= kyselina ribonukleova jadema heterogenni 349

287. homeobox (homeobox) 440

288. hormon (honmone) 444, 454

289. hormon adrenokortikotropni (adrenocorticotropic
hormone) 454

290. hormon folilliza¥nf (follicle-stimulating hormone)
455

291, hormon gastrointestiniinf (gastrointestinal hormo-
ne) 455

292, hormon intersticidlni buiiky stimulujicf (interstitial
cell-stimulating hormone) = hormon luteinizadni 455

203, hormon luteinizadni (Juteinizing hormone) 455

294, hormon luteotropnf (luteotropic honmone) 455

295, hormon somatotropni (somatotropic hormone) 455

296. hormon steroidni (steroid homone) 455

297. hormon tyreotropni (thyrotropic hormone) 454

298. Houby (Fungi) 310

299. HRE (zkr. hommone responsive clement) = element
responzivn{ hormonovy 470

300. hypermutace somatickd (somatic hypermutation)
529

CH

301. chloroplast (chloroptast) 310

302. chromatin (chromatin) 311

303. chromatin dekondenzovany (decondensed chroma-
tin) 311

304. ¢hromatin interfizn{ (interphasic chromatin) = chro-
matin v interfazi 312

305. chromatin kondenzovany (condensed chromatin)
31l

306. chromatin transkripné aktivni (transcriptionally
active chromatin) 312

307. chromatin transkriptn® neaktivaf (transcriptionally
inactive chromatin) 312

308. chromatin v interfazi (mitotic chromatin) = chroma-
tin ve fézi mitotické 312

309. chromatin ve fizi mitotické (mitolic chromatin) 312

310. chromozom metafizni (metaphasic chromosome)
312

311. chromozom mitoticky (mitotic chromosome) 312,
318

I

312. ICE (zkr. interleukin 1 converting enzyme) = enzym
interleukin 1B premgfiujici 488
313. [FNy {zkr. y interferon) = interferon y 562
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314. Ig (zkr. immunoglobulin) = imunoglobulin 502

315, IGF1 (zkr. insulin like growth factor 1) = faktor
ristovy 1 inzulinu podobny 457

316.IGF2 (zkr. insulin like growth factor 2) = faktor
rlistovy 2 inzulinu podobny 457

317.IGS (zkr. intemal guiding sequence) = sekvence
vedouci vnitinf 407

318. IL (zkr. interleukin) = interleukin 456

319. imunita adaptivni (adaptive immunity) = imunita
ziskana 489

320. imunita bun&ni (cell mediated immunity) 489

321. imunita humorlnf (humoral immmunity) 489

322 imunita specifickd (specific immunity) = imunita
ziskan4 489

323, imunita ziskand (acquired immunity) 489

324, imunogen (immunogen) 489

325, imunoglobulin (immunoglobulin) 502

326. imunoglobulin IgA (immunoglobulin IgA) = #ida
imunoglobulinova IgA 506

327. imunoglobulin IgD (immunoglobulin IgD) = tHida
imunoglobulinova IgD 506

328. imunoglobulin IgE (immunoglobulin IgE) = tida
imunoglobutinova IgE 506

329. imunoglobulin IgG (immunoglobulin 1gG) = tHda
imunoglobulinova IgG 504

330. imunoglobulin IgM (immunoglobulin 1gM) = tFida
imunoglobulinova IgM 506

331. imunoglobulin povrehovy (surfice immunoglobu-
lin) 531

332. imunoglobulin  sckretovany  (secreted  immuno-
globuliny 532

333. imunoglobulin transmembrinovy (ransmembrane
immunoglobulin) = imunoglobulin povrchovy 531

334. inhibitor CDK (CDK inhibitor) = inhibitor protein-
kinfzy cyklin dependentni 480

335, inhibitor proteinkindzy cyldin dependentni (cyclin
dependent proteinkinase inhibitor) 480

336. iniciace translace enkaryotické (initiation of euca-
ryotic translation) 415 :

337. inicidtor (initiator) 355

338. inozitol-1,4,5-trifosfit (inositol-1,4,5-trisphosphate)
452,472

339.Ins (14,5) P, (zkr. inositol-1,4,5-trisphosphate) =
inozitol-1,4,5-trifosfat 452, 472

340, interferon y (y interferon) 562

341. interleukin (interleukin) 456

342, interleukin 1B konvertiza (interleukin 1§ converta-
se) =enzym interleukin 1f pfeméiiujici 488

343, interleukin 1B-protedza (interleukin 1B protease) =
enzym interleukin 1B pfemgiiujici 488

344. interleukin IL-2 (interleukin 2) 562

345. interteukin IL-3 (interleukin 3) 563

346. intron L-19 IVS (L-19 IVS intron) 405

347. intron skupiny druhé (group Il intron) 403, 405,411

348. intron skupiny prvnf (group [ intron) 402, 405,410

349. inzulin (insulin) 454

350. IRS-1 (zkr, insutin receptor substrate 1) = substrat 1
receptoru inzulinového 474
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33 ITAM (zkr, immunoreceptor tyrosine-based activa-
Lion motif) = motiv imunoreceptort tyrozinovy akti-
valni 466, 564

352 izotyp (isotype) = trida imunoglobulinova 504

J

353, jddro nukleozomu (nuclcosome core) 315

354, jednotka transkriptni RNA-polymerdzou I fizend
(transcription unit directed by RNA polymerase 1
promoler) 363

355, jednotha transkip¥ni RNA-polymerdzou 1 Fze -
n4 (transcription wnit directed by RNA polymerase I
promaoter) 355

336. jednotka transkeiptni RNA-polymerdzou 111 # -
zena (transeription unit directed by RNA polymerase
Il promoter) 366

K

357. kalcitriol (calcitriol) 456

338. kalmodulin (calmodulin) 449

359, kalpain EC 3.4.22.17 (calpain) 487

360. kaskida proteinkindz MAP (MAP kinase cascadc)
474,475

361. katecholamin (catecholamine) 454

362. kinin (kinin) 455

363. koaktivitor (co-activator) 432

364. koaktivitor CBP (CBP co-activator) 434

365. koaktivitor p300 (p300 co-uctivator) 434

366. koaktivitor TAF (TAF co-activator) = faktor s TBP
sdruZeny 353, 432

367. komplex A (A complex) 380

368. komplex BI (B1 complex) = spliceozom B1, 381

369. komplex B2 (B2 complex) = spliceozom B2, 381

370. komplex CC (CC complex)= komplex vstupni 380

371. komplex CI (C1 complex) = spliceozom C1, 381

372, komplex C2 (C2 complex) = spliceozom 2, 381

373. komplex y eukaryoticky (eucaryotic ¥ complex) =
faktor C replikatni 341

374, komplex H-2 (H2-complex) 462

375. komplex histokompatibilni hlavni (inajor histocom-
patibility complex) 492

376. komplex HLA (HLA complex) 492

377 komplex hnRNP (haRNP complex) 372

378. komplex MHC (MHC complex) = komplex histo-
kompatibilni hlavni 492

379. kemplex pol alfa/priméza (po! cprimase complex)
340

380. komplex rekombindzovy (recombinase complex)
521

381 komplex 43 S (43 S complex) 4135, 416

382 kemplex TCR-CD3 (TCR.CD3 complex) 546

383. komplex terndrni eukaryoticky (eucaryotic temary
complex) 415, 416

384, komplex transkripni iniciatni ofeviteny cukary -
oticky (open eucaryotic initiation transcriptional com-
plex) 358,359

385. komplex transkrip¥ni iniciaéni uzavieny eukaryo-
tieky {closed eucaryotic initiation transcriptional com-
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plex) 357,358

386. komplex transkrip&nf pFediniciatnf eukaryoticky
(eucaryotic preinitiation transcriptional complex) 357

387. komplex translafni inicia¥ni eukaryoticky (enca-
ryotic initiation translational complex) 417

388 komplex translaéni pFediniciafni eukaryoticky
(eucaryotic preinitiation translational complex) 415

389. komplex vstupni (commitment complex) 380

390. konee kédujief (coding end) 523

391. konec signélni (signal end) 523

392. konec telomericky (telomeric end) 326

393. koreceptor (co-receptor) 546

394. kereceptor B-lymfocytovy (B lymphocyte co-recep-
tor, B cell co-receptor) 567

3935, koreceptor CD4 (CD4 co-receptor) 546

396. koreceptor CD8 (CD8 co-receptor) 546

397. kortizol (codisol} 455

398. kotva (anchor) 396

399. kryptogen {cryplogene) 394

400. kyselina deoxyribonukleovd chloroplastovd {chlo-
roplast deoxyribonucleic acid) 311, 331, 332

401. kyselina deoxyribonukleovd chromozomovi euka-
ryotickad (eucaryotic chromosomal deoxyribonuckeic
acid) 311,322

402. kyselina deoxyribonukleovd jadernd eukaryo -
tick# (eucaryotic nuclear deoxyribonucleic acid) 311,
322

403. kyselina deoxyribonukleovd mitochondriova (mi -
tochondrial deoxyribonucleic acid) 311,328

404. kyselina retinova (retinoic acid) 455

405. kysclina ribonukleov4 editovand (edited ribonucleic
acid) 394

406. kyselina ribonukdeovd jaderns heterogenni (hete-
rogereous nuclear ribonucleic acid) 349

407. kyselina ribonukleova intronexonovi lasovita (Ia-
riat intronexon ribonucleic acid) 376

408, kyselina ribonukleovd intronovd lasovitd (lariat
intron riboaucleic acid) 376

409. kyselina ribonukleovd mald (small ibonucleic acid)
349

410. kyselina ribonukieovd mald cytoplazmaticks
(smail cytoplasmic ribonucleic acid) 349

411. kyselina ribonuklcovd mald jadérkovd (smal! nuc-
leolar ribonucleic acid) 349

412, kysclina ribonukleova mald jadernd (small nuclear
ribonucleic acid) 349

413. kyselina ribonukdeovd medidtorové prekurzorova
{precursor messenger ibonucleic acid) 349

414, kyselina ribonukleovd ribozomovd prekurzorovi
eukaryotickd (eucaryotic precursor ribosomal ribo-
nucleic acid) 349

415 kysclina ribonukleovd Hdici (guide ribonucleic
acid) 396

416. kyselina ribonukleovd transferovd prekurzorovi
enkaryotickd (eucaryotic precursor transfer ribonuc-
leic acid) 349

417. kyselina ribonukdeovs vEtvend {branched ribonuc-
leic acid) 383




584

L

418. leenf proteinové (protein scaffold) 317

419. L-19 IVS (L-191VS) 405

420, ligand (ligand) 444

421 lipotropin (lipotropin) 455

422, lymfobtast (lymphoblast) 539

423, lymfoeyt B (fymphocyte B) 493, 495, 552

424, lymfocyt B nezraly (immature B lymphocyte) 537

425, lymfocyt B progenitorovy rany (carly progenitor B
lymphocyte)} 536

426. lymfocyt B zraly (mature B lymphocyic) 537

427, tymfocyt CD4 (CD4 lymphocyte) = lymfocyt Th 494

428, tymfoeyt CD4'CD8 dvojndsobné negativaf (CD4" -
CD& double-negative lymphocyte) 551

429, lymfocyt CD4'CD8"dvojndsobn pozitivaf (CD4" -
CD8*double-positive lymphocyte) 551

430, lymfocyt CD8 (CD8 lymphocyte) = lymfocyt T cyto-
toxicky 494

431, lymfocyt CD8 (CD8 lymphocyte) =tymfocyt Tc 494

432. lymfocyt CD8* (CD8'lymphocyte) 551

433. lymfocyt CD4" jednodu¥e pozifivni (CD4'single
positive lymphocyte) 551

434, lymfocyt CD8' jednodulc pozitivni (CD8'single
positive lymphocyte) 551

4335, lymfocyt preB maly (small preB lymphocyte) 537

436. lymfocyt preB velky (large preB lymphocyte) 537

437. Ilymfocyt preT (preT lymphocyte) 551

438. lymfocyt proB pozdni (late proB lymphocyte) 537

439. lymfocyt proB rany (early proB lymphocyte) 537

440. lymfoeyt proT (proT lymphocyte) = lymfocyt T
progenitorovy 536

441, lymfocyt T (T lymphocyte) 494

442, lymfocyt T eytotoxicky (cytotoxic T lymphocyte)
494

443, lymfocyt T pomocny (helper T lymphocyte) 494

444, lymfocyt T progenitorovy (progenitor T lymphocy-
1) 536

445. lymfocyt Tc (Tc lymphocyte) = lymfocyt T cytoto-
xicky 494

446. lymfocyt Te vykonny (effector Te lymphocyte) 498

447. lymfocyt Th (Th lymphocyte) = lymfocyt T
pomocny 494 ‘

443, lymfocyt Th vykonny (effector Th lymphocyte) 498

449, lymfocyt ThO (ThO lymphocyte) 557

450. lymfocyt Th1 (Thl lymphocyte) 494, 557

451. lymfocyt Th2 (Th2 lymphocyte) 494, 557

M

452. makrofdg (macrophage) 497, 552

453. MAPK (zkr. mitogen-activated protein kinase) =
profeinkindza MAPK 451

454 MAPKK (zkr. mitogen-activated protein kinase ki -
nase) = proteinkiniza MAPKX 451

455.MAPKKK (zkr. mitogen-activated protein kinase
kinase kinase) = proteinkindza MAPKKK 451

456. maturdza (maturase) 394

457. MCF (zkr. macrophage chemokine factor) = faktor
chemokinovy makrofigovy 563
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458. metylace (methylation) 440

459. mezernik dvouzsvitovy (two tum spacer) 520

460. mezernik jednozsivitovy (one fum spacer) 520

461. MEEC (zkr. major histocompatibility complex) =
komplex histokompatibilnf hlavni 492

462. MIF (zkr. macrophage migration inhibition factor) =
faktor inhibice migrace makrofégovy 563

463. mineralokortikeid (mineralocorticoid) 455

464. misto editadni (editing site) 397

465. misto hypersenzitivni (hypersensitive site) 321

466. misto hypersenzitivai indukovatelné (inducible hy-
persensitive site) 322

467. misto hypersenzitivni konstitutivni (constitutive
hypersensitive site) 322

468. misto pro 5'- exon vazebné (5’exon binding site) =
sekvence vedouci vnitini 407

469. misto pro guanozin rozpoznavacf (guanosine re-
cognition site) 407

470. misto pro primer vazehné (primer binding site) 407

471. misto sestifihu 3' (3-splice site) 376

472. misto sestiihu 5' (Ssplice site) 376

473. misto vazebné pro 5'-exon (S'exon-binding site) 407

474. misto vazebné pro guanozin (guanosine-binding si-
te) 407

475. misto vEtveni (branch site) 376

476. mitogen (mitogen) 451, 456

477. mitochondrie (mitochondrion) 309

478. modifikace hnRNA. (hnRNA modification) 371

479. molekula adaptorovd (adaptor molecule) 450, 465

480. molekula B7 (B7 molecule) 554, 555

481. molekula CD23 ({CD23 molecule) 570

482. molekula komplexu histokompatibilniho hlavnfho
(molecule of major histocompatibility complex) 492

483. molekula MHC (MHC molecule) =molekula komp-
lexu histokompatibiiniho hiavniho 492

484. molekuia MHC [ (class | MHC molecule) = moleku-
laMHC tidy prvni 492

485. molekula MHC II (class Il MHC molecule) = mole-
kula MHC ttidy druhé 492 :

486, molekula MHC tiidy druhé (class II MHC molecu-
le) 492

487. molekula MHC tidy prvni (class | MHC molecule)
492

488. molekula She (She molecule) = molekula adaptorova
450,465

489. molekula signalni (signalling molecule) 444

490. molekula signdlnf extraceluldrni (extracellular sig -
natling molecule) 444

491. molckula signdlni intraceluldrni (intraccllular sig-
nalling molecule) 444

492. motiv imunoreceptorn tyrozinovy aktivafni (im-
munoreceptor tyrosine-based activation motif) 564

493. mtDNA (zkr. mitochondrial deoxyribonucleic acid) =
kysetina deoxyribonukleovd mitochondriova 311,
328

N
494, nDNA (zkr. nuclear deoxyribonucleic acid DNA) =
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kyselina deoxyribonukleova jaderna eukaryotickd
311,32

495, neurotransmiter (neurotransmiteer) 444

496, noradrenalin (noradrenaline) 454

497, norepinefrin (norepinephrine) = noradrenalin 454

498. nukleotid N (N nucleotide) 524

499, nuldeotid P (P nuciotide) = nukleotid palindroma-
ticky 524

500, nukleotid palindromaticky (palindromic nucleotide)
524

501. nukleozid -3',5'-monofosfit eykdicky (cyclic nuc -
leoside-3,5-monophosphate) 452

502. nukleozom (nucteosome) 313

(o)

503. OBF (zkr. ORE binding factor) = faktor na ORE s¢
vézajici 339

504. oblast C (C region) = oblast imunoglobulinu kons-
tantni 502

505. oblast CDR (CDR regior) = oblast imunoglobulinu
komplementaritu urdujici 503

506. oblast homologie Src2 (Src2 homology domain,
Sre2 homology region) = doména SH2, 449

507. oblast homologic Sre3 (Src3 homology domain,
Sre3 homology region) = doména SH3, 449

508. oblast imunoglobulinu komplementaritu urdujici
{complementarity determining region) 503

509. oblast imunoglobulinu konstantni {constant region)
502

510, oblast imsmoglobulinu pantové (hinge region) 503

511. oblast imunogiobulinu variabilni (variable region)
502

512. oblast pro proteinové leSeni pipojovaci (seaffold
attachement region) 318

513. oblast V (V rcgion) = oblast imunoglobulinu varia-
bilni 502

514. QOCT-1 (zkr. octamer binding transcription factor 1) =
fultor transkriptni OCT-1 na oktamer s¢ vézajici 355

515. OCT-2 (zkr. octamer binding transcription factor 2)=
faktor transkriptni OCT-2 na oktamer se vézajici 355,

543
516, odevzddni signdlu (signal delivery) = dorugent signa-
u478

517. odpovEd’ imunitni (immune response) 489

518. edpovéd’ imunitni bun&éni (cell mediated immune
response) 489

519, odpovéd’ imunitni  humordini (humoral immune
response) 489

520, odpovéd® imunitni primArni (primary immune
response) 498, 540

521, odpovéd® imunituf sekunddrni (secondary immune
response) 498, 540, 541

522. oktamer histonovy (histone octamer, histone core)
314

523, ORE (zkr. origin recognition element) = clement
poditek replikace rozpozndvajici 337

524.orgin lymfoidni primdrnf (primary  lymphoid
organ) 499
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525. orgdn lymfoidni sekunddrni (secondary lymphoid
organ) 499

526. orizom (orisome) 339

527. oxytocin (oxytocin) 454

P

528, parathormon (parathormone} 454

529, PCNA (zkr. proliferating celf nuclear antigen) = anti-
gen bungtny jaderny proliferatni 337, 341

530, PDGF (zkr. platelet derived growth factar) = faktor
riistovy z rombocyti pochdzejict 456

531. peptid signdlni (signal peptide) 414

532. peptidaza signdini EC 3.499.36 (signal peptidase)
414

533, perforin (perforin) 562

534, PI)K. (1-phosphatidylinositol 3-kinase) = 1-fosfa-
tidylinozitol-3-kindza BC2.7.1.137,453

535, PKA (zkr. protein kinase A) = proteinkindza A 448

536. PKC (zkr. protein kinase C) = proteinkindza C 448

537. PKC (o)) = proteinkiniza C (o) 448

538. PKC (p) = proteinkindza C (Py449

539, PKC (y) = proteinkinaza C (y) 449

540. PKG (zkr. cyclie GMP-dependent protein kinase) =
proteinkindza ¢GMP-dependentni 448

541. Plantae (Rostliny) 310

542. plastid (plastid) 309

543, PLC (zkr. phospholipase C) = fosfolipiza C EC
3.14.11,452

544. PLC (o) (zkr. phospholipase C (o) = fosfolipaza C
(o), 452

545. PLC (B) (zkr. phospholipase C () = fostolipaza C
(B). 452

546. PLC (y) (zkr. phospholipase C (7)) = fosfolipaza C
(1), 452

547, PLD (zkr. phospholipase D) = fosfolipaza D EC
3.144,452

548, polyadenylace (polyadenylation) 373, 390

549, poly(A)-konee (poly(A) tail) 373

550. poly(A)-polymerdiza (poly (A) polymerase) = poly-
nukleotidadenyleransferiza EC 2.7.7.1 0,360,373

551, polynukleotidadenyltransferéza (polynucleotide a -
denylyltransferase 5C 2.7.7.19) 360

552. polypeptid spojovaci (joining polypeptide) 510

553. posel signdlu druhy (second signal messenger) =
prenased signdlu druhy 439, 446, 447

554. posel signitu prvnf (first signal messenger) = plec-
naged signalu prvni 446

555. pravidlo 12/23 (12/23 rule) 521

556, pravidlo GU-AG (GU/AG tule) 376

557, pRb (zkr. retinoblastoma protein) = protein retino -
blastomovy 481, 484

558, pre-mRNA. (zkr. eucaryotic precursor messenger ri-
bonucleic acid) = kysclina ribonukleovd medidtorova
prekurzorova cukaryoticka 349

559, preprotein (preprotein) 414

560. pre -tRNA (zkr. precursor transfer ribonucleic acid) =
kyselina ribonukleova transferova prekurzorova 349

561, progesteron (progesterone) 453
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562. prolaktin (prolactin) = hormon luteotropni 455

563. promotor nulovy (null promoter) 354

564. promotor RNA-polymerizy 1 (RNA polymerase |
promoter) 363

565. promotor RNA-polymerizy [T (RNA polymerase Il
promoter) 352

566. promotor RNA-polymerdzy 1If (RNA polymerase
1l promoter) 366

567. promotor tfidy 1. RNA-polymerdzy I (RNA
polymerase I class I promoter) = promotor typu 1.
RNA polymerdazy 11T 366

568, promotor tiidy IL RNA-polymerdzy I (RNA
polymerase 1l class I promoter) = promotor typu IL.
RNA polymeréazy It 366

569. promotor tFdy III. RNA-polymerazy I (RNA
polymerase III class JIf promoter) = promotor typu III,
RNA polymeréazy 1 367

570. promotor typu I. RNA-polymerizy 1l (RNA poly-
merase IIl type I promoter) 366

571. promotor typu II. RNA-polymerdzy III (RNA
polymerase I type If promoter) 366

572. promotor typu III RNA-polymerizy III (RNA
polymerase Il type 11l promoter) 367

573. promotor 5S-rRNA (55 IRNA promoter) = promo-
tor typu [. RNA-polymerazy 11 366

574. promotor fRNA/TSL (IRNA/7SL  promoter) =
promotor typu Il. RNA-polymerazy 1Il 366

575. promotor U6/7SK (U6/7SK promoter) = promotor
typu Ill, RNA-polymerézy Il 367

576. prostaglandin (prostaglandin) 455

577. protedza ICE (ICE protcase) = enzym interleukin 1§
preméfivjici, 488

578. protein A proteinkindzovy zakotvujici (A-kinase
anchor protein) 448

579. protein AKAP (zkr, A-kinase anchor protein) =
protein proteinkindzy A zakotvujici 448

580. profein B7 (B7 protein) = molckula B7, 554, 555

581, protein C19 (C19 protein) 567

582. protein CBP (CBP protein) = protein na &epitku se
vézajicf 415

583. protein CD4 (CD4 protein) 494

584. protein CD8 (CD8 protein) 494

585. protein CD23 (CD23 protein) 570

586. protein CD28 (CD28 protein) 554

587. protein CD40L (CD40L protein) 557

588. protein CD45 (CD4S5 protein) 546, 565

589. protein CD81 (CD81 protein) = protein TAPA-1,
567

590. protein CR2 (CR2 protein) 567, 570

591. protein CTLA~ (protein CTLA-4) 554

592. protein G (G protein) 458

593. protein G, (G, protein) = protein G inhibigni 459

594. protein G (G protein) = protein G stimuladni 459

595, protein G inhibi¢ni (inhibitory G protein) 459

596. protein G monomernf (imonomeric G protein) 461

597. protein G stimula&ni (stimulatory G protein) 459

598. protein G trimernf (trimeric G protein) 459

599. protein GAP (GAP protein) = protein GTPazu akti-
vujic 462
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600. protein GRB2 (GRB2 protein) = protein na receptor
riistového faktoru vazany 450

601. protein  GTPdzu aktivujici (GTPase activating
protein) 462

602. protein HMG (HMG protein) = protein skupiny
vysoké pohyblivosti 313

603. protein hnRNP (haRNP protein) 372

604. protein homeoticky (homeotic protein) 440

605. protein ICE (ICE protein) = enzym interleukin 1
preméiiujicl 488

606. protein komplexu histokompatibilotho hlavniho
(protein of major histocompatibility complex) = mo-
lekula komplexu histokompatibilniho hlavniho 492

607. protein A5 (A5 protein) 538

608. protein MHC (MHC protcin) = molekula MHC 492

609. protein MHC (MHC protein) = protein komplexu
histokompatibilniho hlavniho 492

610. protein MHC I (MHC 1 protein) = protein MHC
tfidy prvni 492

611. protein MHC Il (MHC 1l protein) = prolein MHC
tFidy druhé 492

612, protein MHC t¥idy prvai (class I MHC protein) 492

613. protein MHC tifidy drubé (class It MHC protein)
492

614. protcin mRNP (mRNP protein) 373

615, protein na &epitku se vazajici (cap binding protein)
415

616. protein na receptor ristového faktoru vézany
(growth factor receptor- bound protein) 450

617. protein na sérum responzivni clement se vézajicl
(serum responsive element binding protein) 434

618, protein na TATA-box se vdzajici (TATA box bin -
ding - protein) 353

619. protein nehistonovy (nonhistone protein) 311,313

620. protein p21 (p21 protcin) 480, 483, 484, 485

621. protein p53 (p53 protein) 483, 484

622. protein PCNA (PCNA protein) = antigen bun¥ny
jademy proliferatnf 337, 341

623. protein pRb (pRb protein) = protein retinoblasto-
movy 481, 484

624. protein pre-mRNA upravujici (pre-mRNA proces-
sing protein) 379, 382

625. protein PRP (pre-mRNA processing protein) =
protein pre-mRNA upravujfci 379, 382

626. protein RAG 1 (RAG 1 protein) 521

627. protein RAG 2 (RAG 2 protein) 521

628. protein Ras (Ras protein) 461

629. protein RB (RB-protein) = protein retinoblastomovy
481,484

630. protein retinoblastorovy (retinoblastoma protein)
481,484

631. protein RFC (RFC protein) = faktor C replikadni
341

632. protein skupiny vysoké pohyblivosti (high mobility
group protein) 313

633. protein snRNP (snRNP protein) 373

634. protein Sos (Sos-protein) 461

635, protein SREB (SREB protein) = protein na sérum
responzivn{ element se vazajici 434
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636, protein STAT (STAT protein) = prenaset signdlu a
aktivator transkripee 434, 466

637. protein TAPA-1 (TAPA-1 protein) 567

638, protein TBP (TBP protein) = protein na TATA-box
se vazajici 353

639. protein V-preB (V-preB protein) 538

640, proteinkindza (protein kinase) 437, 448

641, proteinkindza A (protein kinase A) = proteinkindza
cAMP-dependentni 448

642. proteinkindza C (protein kinasc C) 448

643. proteinkindza C(ct) (protein kinase C(c0) 448

644, proteinkindza C(B) (protein kinase C([3))449

645. proteinkindza C(y) (protein kinase C(y)) 449

646, proteinkiniza cAMP-dependentni (cyclic AMP-
dependent protein kinase) 448

647. proteinkindza CDK (CDK protein kinase) = protein-
kindza cyklin-dependentni 478

648, proteinkindza ¢GMP-dependentni (cyclic GMP-
dependent protein kinase) 448

649, proteinkindza cyldin-dependentni (cyclin- depen -
dent protein kinase) 478

650. proteinkindza ERK (ERK protein kinase) = protein-
kindza signalem extracelulamim regulovand 451

651. proteinkindza I Ca®*/CAM-dependentnf (Ca2/ -
CAM-dependent protein kinase 1) = proteinkinaza It
Ca*/kalmodulin-dependentni EC 2.7.1.123, 449

652. proteinkindza I Ca*/kalmodulin-dependentni EC
2771123 (Ca**/calmodulin-dependent protein kinase
1) 449

653. proteinkinaza MAPK (MAPK kinase) = protein-
kindza mitogenem aktivovana 451

654. proteinkinaza MAPKK EC2.7.1. (MAPKK kinase
kinasc) = proteinkindzakiniza mitogenem aktivovand
451

655. proteinkindza MAPKKK (MAPKKK kinase kinase
kinasc) = proteinkindzakinizakingza mitogenem akti-
vovand 451

656. proteinkindza MAP/ERK (MAP/ERK protein kina-
se) = proteinkiniza MAPKK 451

657, proteinkinfiza MEK (MEK protein kinase) = pro-
teinkinaza MAP/ERK 451

658. proteinkiniza mitogenem aktivovand (mitogen-

activated protein kinase ) 451
659. proteinkindza nereceptorovi (nonreceptor protein

kinase) 449

660, proteinkindza Raf (Raf protein kinase) = protein-
kindza MAPKKK 451

661, proteinkinfiza receptorovd (receptor protein kinase)
449

662. proteinkindza rodiny Jak (Janus protein kinase) =
proteinkinéza rodiny Janusovy 450

663, proteinkindza rodiny Janusovy (tyrosine kinase of
the Janus family) 450

664, proteinkingza Sre-rodiny (tyrosine kinase of the Src
family) 449

665. proteinkindza Syle-rodiny (tyrosine kinase of the
Syk family) 450

666. proteinkinizakindza mitogenem aktivovand (mi -
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togen-activated protein kinase kinase) = proteinkiniza
MEK 451

667. proteinkindzakindzakindza mitogenem aktivova-
nd (mitogen-activated protein kinase kinase kinase) =
proteinkindza Raf 451

668. proteinkindzy ERK (ERK-protein kinases) =
proteinkinazy signdlem extracelulimim regulované
451

669. proteinkinizy MAP (MAP kinases) = proteinkindzy
mitogenem aktivované 451

670. proteinkindzy mitogenem aktivované (mitogen-
activated protein kinases) 451

671. proteinkinazy signdlem extracelulirnfm regulo-
vané (extracellular signal-regulated protein kinases)=
proteinkinézy MAP 451

672. protilatka (antibody) 489

673. Protozoa = Prvoci 310

674. PRP (zkr. pre-mRNA processing protein) = protein
pre-mRNA upravujfci 379, 382

675. pruh C (C band) 321

676. pruh G (G band) 320

677. pruh Q (Q band) 320

678. pruh Q/R (Q/R band) 321

679. pruh R (R band) 321

680. pruhovéni C (C banding) 321

681, pruhovéni G (G banding) 320

682. pruhovini chromozomu (chromosome banding)
320

683, pruhovani Q (Q banding) 320

684. pruhovani R (R banding) 321

685. pruhovéni T (T banding) 321

686. Prvaci (Protozoa) 310

687. prenatiet signdlu a aktivitor transkripce (signal
transducer and activator of transcription) 434, 466

688. prenadet signdlu druhy (second signal transducer)
439, 444, 446

689. prenased signalu prvni (first signal transducer) 446

690. penos OH-skupiny druhy (second OH group trans-
fer)= transesterifikace druhd 376,397,403,404

691. pitenos OH-skupiny prvni (first OH group transfer)
= transesterifikace prvni 376, 397,403

692. piteskupovéni segmenti genovych (gene segment
rearrangement) = pleskupovani subgentl 513

693. peskupovani  subgenii (subgene reamangement)
513,519

694. pireskupovéni subgeni neproduktivi (nonproduc-
tive subgene reamangement) 526

695. peskupovini subgenit produktivni (productive
subgene rearrangement) 526

696. presmyk izotypl (class switching) = presmyk id
534

697, presmyk tiid (class switching) 534

698. pseudogen (pseudogenc) 324

699. Ptdlns (zkr. phosphatidylinositol) = fosfatidylinozitol
453

700. PtdIns3)P (zkr. phosphatidylinositol -3-phosphate)
= fosfatidylinozitol-3-fosfét 453

701. PtdIns(3,4)P, (zkr. phosphatidylinositol -3 A-bisphos-
phate) = fosfatidylinozitol-3 4-bisfosfat 453
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702. PtdIns(3,4,5)P, (zkr. phosphatidylinositol -3,4,5- tris-
phosphate) = fosfatidylinozitol-3,4,5-trifosfét 453

703, PtdIns(d)P (zkr. phosphatidylinositol -4-phosphate)
= fosfatidylinozitol-4-fosfat 453

704. PtdIns(4,5)P, (zkr. phosphatidytinositol -4,5-bis-
phosphate) = fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat 452

R

705. rameno p chromozomové (chromosome arm p) 321

706. rameno g chromozomové (chromosome am q) 321

707. yDNA (rDNA) 363

708, RE (zkr. responsive element) = responzivni element
426

709. receptor (receptor) 444

710. receptor BCR (BCR receptor) = receptor B-lynifo-
cytovy 494, 531

711, receptor B-lymfocytovy (B-lymphocyte receptor)
494, 531

712. receptor cytokinovy (cytokine receptor) 464

713. receptor cytokinovy tiidy druhé (class I cytokine
receptor) 465

714, receptor cytokinovy téidy prvai (class I cytokine
receptor) 464

715. receptor hormonu stercidniho (steroid hormone
receptor) 467

716. receptor Kyseliny retinové (retinoic acid receptor)
467

717. receptor membranevy (membrane receptor) 458

718. receptor preB (preB receptor) 538

719, receptor preT ndhraZkovy (surrogate preT receptor)
551

720. receptor preTCR (preTCR receptor) = receptor preT
néhrazkovy 551

721. receptor pro antigen (receptor binding antigen) 464

722. receptor pro cytokin (cytokine receptor) = receptor
cytokinovy 464

723. receptor RTK (RTK receptor) = receptor Lyrozinpro-
teinkinAzovy 462

724, receptor s aktivitou tyrozinproteinkinizovou pfid-
ru¥enon (receptor with associated kinase activity)
464

725. receptor s G-proteinem spiaZeny (G-protein-cou -
pled receptor) 458

726. receptor TCR (TCR receptor) = receptor T-lymfocy-
tovy 546

727. receptor ¥- lymfocytovy (T lymphocyte receptor)
546

728. receptor tyroxinu (thyroxine receptor) 467

729, receptor tyrozinproteinkindzovy (tyrosing protein
kinase receptor) 462

730. receptor vitaminu D (vitamin D receptor) 467

731. rekombinace V(DWC (V(D)C recombination) =
preskupovéani subgeni 513, 519

732. repetice genové (gene repeat) 323

733, repetice genovi rozptylend (dispersed gene repeat)
325

734, repetice genovd tandemovd (tandem gene repeat)
324
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735. replizom (replisome) 341

736. represe transkripce nepifm4 (indirect repression of
transcription) 435

737. veprese transkripce piimd (direct repression of
transcription) 435

738, retikulum endoplazmatické (endoplasmic reticu-
lum) 310,414

739, refikulum endoplazmatické drsné (rough endoplas-
mic reticutum) 414

740, retikulum endoplazmatické hladké (smooth endop-
lasmic reticulum) 414

741, RFC (k. replication factor C) = faktor C replikatni
341

742, ribonuldedza H EC 3.1.26.4 (ribonuclease H) 340,
341

743. ribozom cytoplazmaticky cukaryoticky (eucaryotic
gytoplasmic ribosome) 413, 414

744, vibozom vézany (ribosome bound to endoplasmic
reticulum) 414

745. vibozom volny (free ribosome) 414

746. ribozym (ribozyme) 402

747. RNA cditovansd (edited RNA) = kyselina ribonuk-
leové editovana 394

748.RNA intronexonova lasovitd (intronexon lariat
RNA) = kyselina ribonukleovd intronexonové laso-
vitd 376

749. RNA intronové lasovitd (intron lariat RNA) = kyse-
lina ribonuklcova intronova lasovita 376

750. RNA-ligdza (RNA ligase) 390

751. RNA mald (small RNA) = kyselina ribonukleovi
malé 349

752. RNA mald cytoplazmatickd (small cytoplasmic
RNA) = kyselina ribonukleova mal4 cytoplazmaticka
349

753. RNA mali jadérkova (small nucleolar RNA) =
kyselina ribonukelova mala jadérkova 349

754. RNA mala jadernd (nuclear RNA) = kysclina ribo-
nukleova mald jadem4 349

755. RNA-polymersza I (RNA-polymerase 1) 350, 351

756. RNA-polymeriza IT (RNA-polymerase IT) 350, 351

757. RNA-polymerdza Il (RNA-polymerase Ill) 351

758. RNA-polymeriza DNA-dependentni eukaryotic-
ki (cucaryotic DNA-dependent RNA polymerase)
350

759. RNA Fidiel (guide RNA) = kyselina ribonukleova
Hdici 396

760. RNA vitvend (branched RNA) = kyselina ribonuk-
leova vétvena 383

761. RNAfza H (RNAasc H) = ribonukledza 1 340, 341

762. rodina genovi (gene family) 323

763. Rostliny (Plantae) 310

764. RSS (zkr, recombination signal sequence) = sekvence
rekombinagni signdlni 519

765. RYK (zkr. tyrosine protein kinase receptor) = receptor
tyrozinproteinkindzovy 462

R
766. tetézee H (H chain) = fetézec imunoglobulinovy




7.1 CESKO-ANGLICKY

&7y 502

767. Fetézee imunoglobulinovy lehky (immunoglobulin
light chain) 502

768, Fetézec k imunoglobulinovy lehky (immunoglobu -
lin light chain «) 504 . )

769. fetézee A imunoglobulinovy Iehky (immunoglobu-
lin light chain A) 504

770. fetézec imunoglobulinovy lehky nshrazkovy (im -
munoglobulin surrogate light chain) 538

771. fetézee imunoglobulinovy t&%ky {immunoglobulin
heavy chain) 502

772. fetézec o imunoglobulinovy t&ky (immuno-
globulin heavy chain o) 504

773. Yetézee v imunoglobulinovy t&2ky (immunoglobulin
heavy chain y) 504

774, tetézec 5 imunoglobulinovy (82ky (immunoglobulin
heavy chain 8) 504 .

775. fetézec & imunoglobulinovy t&ky (immunoglobulin
heavy chain €) 504

776. fetézec | imunoglobulinovy t2ky (immunoglobu-
lin heavy chain ) 504

777. Fetézec L imunoglobulinovy (&2ky cytoplazmaticky
(eytoplasmic immunoglobutin heavy chain 1) 539

778. Fet¥zec J (J chain) = polypeptid spojovaci 510

779, Yetézee L (L chain) = fetézec imunoglobulinovy
lehky 502

780, fetézee nukleozomovy (nucleosome chain) 312,315

S

781, samosestiih (self-splicing) 401, 402

782. SAR (zkr. scaffold attachment region) = oblast pro
proteinové leSenf plipojovaci 318

783. scRNA. (zkr. small cytaplasmic ribonucleic acid) =
kyselina ribonukleova maté cytoplazmaticka 349

784, segment genovy (gene segment)= subgen 512

785, segment genovy C (C gene segnient) = subgen C
514

786. segment genovy D (D gene segment) = subgen D
514

787. segment genovy J (I gene segment) =subgenJ 514

788. segment genovy L (L gene segment)=subgenL.5 13

789, segment genovy V (V gene segment) = subgen V
514

790, sekvence A/T (A/T sequence) 338

791, sekvence dvouzdvitova signdini (two-tum signal
sequence) = mezemik dvouzavitovy 520

792, sekvence jednozavitova signdlnf (one-tum signal
sequence) = mezemik jednozavitovy 520

793, sekvence pro odvijeni DNA (DNA unwinding se-
quence) = element pro odvijen{ DNA 337 )

794. sekvence rekombinadni signdlni (recombination
signal sequence) 519

795, sekvence telomericka (telomeric sequence) = konec
telomericky 326 :

796. sekvence vedoucf vnitfni (internal leading sequernce)
407

797, selekee Klondlnf (clonal selection) 529

589

798. serin/treoninproteinkindza (serinefthreonine protein
kinase) 448

799. serotonin (serotonin) 455

800. sestfih bimolelufdrnf {trans-splicing) 382, 383

801. sest¥th monomolekuldrni (cis-splicing) 382

802. signfl (signal) 444

803. signdl 1 (signal 1) 553, 554

804. signdl 2 (signal 2) = signél kostimulainf 553

805. signél kostimula¥ni (co-stimulatory signal} 553

806. signil polyadenylaéni (polyadenylation signal) 356,
360

807. signd presmyku (class switching signal) 534

808. signalfiza (signalase) = peptidiza signalni 414

809. signalizace extraceluldrni (extracellular signalling)
444,445

810. signalizace extraceluldrni autokrinnf {extracellular
autocrine signaling) 443

811. signalizace extraceluldrni endokrinni (extracelular
endocrine signalling) 4435

812, signalizace intraceluldrni (intracellular signalling)
445

813, signalizace pfes STAT-proteiny (Jak-STAT path-
way) 475

814. signalizace spojem dutym (signalling through gap
junction) 443

815, sit’ drah signdinich (network of signal pathways}
476

816.SL1 (zkr. selectivity transcription factor) = faktor
transkrip&ni selektivni 363

817. smyka D (displacement loop) 348

318, snoRNA. (zkr. small nucleolar ribonucleic acid) =
kyselina ribonukleovd mala jadérkova 349

819, snRNA. (zkr. small nuclear ribonucleic acid) = kyseli-
naribonukleova mald jaderna 349

820. Sos (zkr. son of sevenless protein) = protein Sos 461

821. spliceozom (spliceosome) 373, 380

822, spliceozom BI (B1 spliccosome) 381

823. spliceozom B2 (B2 spliceosome) 381

824. spliceozom C1{(C} splicensome) 381

825. spliceozom C2 (C2 spliceosome) 381

826. spoj duty {gap junction) 445

827, spoj kédujic {coding joint) 523

828, spoj signdlni (signal joint) 523

29 SREB (zkr. serum responsive clement binding prote -
in)= protein na sérum resporzivni element se vazjict
434

830. SRP (zkr. signal recogpition particle) = &astice 1oz~
pozndvaci signdini 414

831, STAT (zkr. signal transducer and activator of transe-
ription) = plenaiet signaly a aktivaor transkripee
434,466

£32, subgen (subgene) 512

833, subgen C (C subgene) 51 4

834, subgen D (D subgene) 514

835. subgen J (J subgenc) 5 14

§36. subgen L (L subgene) 513

837, subgen ¥ (V subgene) 514 )

838, substrdt 1 receptory inzulinového (insulin receptor
substrate 1) 474




590

839, svorkia B eukaryoticka (eucaryotic B clamp) = anti-
gen bunégny jademy proliferadni 337, 341

T

840. TAF (zkr. TBP - associated factor) = faktor s TBP
sdruZeny 353

841, TATA-box (TATA box, Hogness’ box) 353

842, TATA~box (Hogness' box) = Hognessiiv box 353

843. TBP (zkr. TATA box - binding protein) = protein na
TATA-box se vazajici 353

844, TCR (zkr. T fymphocyte receptor) = receptor T lymp-
hocytovy 546

845. telomera (telomere) 325

846. telomerdza (telomerase) 326, 343

847, terminace translace cytoplazmatické enkaryotickeé
(termination of eucaryotic cytoplasmic translation)
419

848. testosteron (testosterone) 455

849. TNF-o (zkr. tunour necrosis factor o) = faktor nado-
rovy nekroticky o 456

850. TNF-P (zkr. tumour necrosis factor B) = faktor nado-
rovy nekroticky 8 456

851. TNF-y (zkr. tumour necrosis factor y) = faktor nado-
rovy nekroticky y 456

852. transesterifilace (transesterification) 376

853. transesterifikace &tvrtd (fourth transesterification)
406

854. transesterifikace druhs (second transesterification)
376,397,403,404

855. transesterifikace prvnf (first transesterification) 376 ,
397,403

856. transesterifikace tfeti (third transesterification) 406

857, transkripee bazalni (basal transcription) 351

858. translaipee genomu eukaryotického (eucaryotic
genome transcription) 349

859. transkripee indukovatelna (inducible transcription)
352

860. transkripce konstitutivnl (constitutive transcription)
351

861. translace cytoplazmafickd eukaryotickd (eucaryo-
tic cytoplasmic translation} 415

862. translace enkaryotickd (eucaryotic translation) 413

863, translace v chioroplastech (chloroplast translation)

425

864. translace v mitochondrifch (mitochondrial transla-
tion) 420

865. tFida  imunoglobulinova (immunoglobulin  class)
504

866. tida imunoglobulinova IgA (immunoglobulin class
IgA) 506

867. tFida imunoglobulinova IgD (immunoglobulin class
1gD) 506

868. tifida imunoglobulinov# IgE (immunoglobulin class
IgE) 506

869. tifda imuneglobulinova IgG (immunoglobulin class
15G) 504
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870. tfida imunoglobulinovd IgM  (immunoglobulin
class IgM) 506

871, tymocyt (thymocyte) 550

872. tyroxin (thyroxine) 454

873. tyrozinproteinkindza (fyrosine protein kinase) 449

874. tyrozinproteinkindza nereceptorovd (nonreceptor
tyrosine protein kinase) 449

875. tyrozinproteinkindza receptorovi (receptor tyrosi-
ne protein kinase) 449

U

876. UBF (zkr. upstream binding factor) = faktor transk-
ripni profi sméru transkripce se vazajici 363

877. dprava 3'-konce hnRNA (3-end hnRNA proces-
sing) = polyadenylace 373, 390

878, fiprava 5'-konce hnRNA (capping) 373

879. fiprava pre-rRNA posttranskripénf eukaryoticks
(eucaryotic posttranscriptional processing of pre-
rRNA) 388

880. fiprava pre-tRNA. posttranskripdni eukaryoticka
(eucaryotic posttranscriptional processing of pre-
tRNA) 390

881. fiprava posttranskripéni eukaryoticldd (eucaryotic
postiranscriptional processing) 371

882, tiprava posttranskriptnf hnRNA (posttranscriptio-
nal processing of hnRNA) 371

883. tsek hypervariabilni (hypervariable region) 503

884. tisek jednokopiovy dlouhy (large single copy region)
332

885. tisek jednokopiovy kritky (small single copy region)
332

886. risck LSC (large single copy region) = tisek jednoko-
piovy dlouhy 332

887. risck SSC (small single copy region) = tisek jednoko-
piovy krétky 332

888. wisek struktury zdkladni (framework region) 503

v

889, vazopresin (vasopressin) 454

890. vitamin D (vitamin D) 455

891. vidkno chromatinové 10 nm (10 nm chromatin fi -
ber)= fetézec nukleozomovy 312, 315

892. vliikno chromatinové 30 nm (30 nm chromatin fi -
ber) 312

803. vtiskovini (imprinting) 441

Z

894, zesflent signalu (signal amplification) 446
895, zesiloval transkripee eukaryoticky (eucaryotic
enhancer) 426

~

Z
896, Zivotichové (Animalia) 310





