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1 Studijni text Nukleové kyseliny

Text sepsany v této kapitole slouzi jako studijni podklad pro bliz§i sezndmeni, vysvétleni
a pochopeni principti a pochodi, které jsou zndzornény ve vyukovych animacich tematicky
zaméienych na nukleové kyseliny. Text mtize slouzit jak zakim pii samostudiu, tak uciteltim
pii ptipravach na vyucovaci hodiny. Material je clenény na 17 podkapitol, které¢ odpovidaji
17 dil¢im animacim. Obsahuje mmj. schémata, obrazky a vzorce, které dopliuji textové
informace a poznatky uvedené v animacich. N¢které informace uvedené v textu se v rtiznych
podkapitolach opakuji. Toto je zamémné, jelikoz se predpoklada, ze prace stextem bude
probihat na zaklad¢ zhlédnutych animaci (tedy po zhlédnuti jedné animace se mohou informace

doplnit z ptislusné kapitoly studijniho textu).

Nekteré odstavee jsou psany mensim pismem, jedna se o dopliiky, které mohou slouzit

pro zajemce o rozsifeni znalosti v dané problematice.

Zakladni odbornd uroven studijniho textu byla odvozena ze tii nejpouzivanéjSich ucebnic
chemie a to konkr. (Vacik, 1999; Marecek, 2005; Benesova, 2014) a také ze tfi ucebnic biologie
(Zavodska, 2006; Benesova, 2013; Zichacek, 2021). Neékteré informace byly cerpany
z odborngjSich zdroji, konkr. (Voet & Voet, 2011; Koolman & Réhm, 2012;
Kodicek et al., 2018).

Vzhledem ke struktufe a Ucelu tohoto studijniho materidlu nejsou do samotného textu

vpisovany citace materiall, ze kterych bylo Cerpéano pfii jeho sepisovani.



1.1 Zivo¢isna buiika

Bunka je zékladni stavebni a funk¢ni jednotkou kazdého organismu. Z hlediska struktury
muzeme rozd€lovat bunky prokaryotické (bakterie) a eukaryotické (Eukarya — zivoc€ichové,
rostliny, houby, prvoci, ...). Tak jako se lidské télo sklada z organti, které jsou tvoieny riiznymi
bunéénymi (tkanovymi) typy a maji svou specifickou funkci, tak se 1 kazda bunka sklada
z raznych oddilti (organel), které maji rlizny tvar a plni rizné funkce. VétSina bunéénych

organel obsahuje na svém povrchu fosfolipidovou membranu. Na Obr. 1 je souhrn

vvvvvv

hladké
endoplasmatické
retikulum

lysosom
cytoplasmaticka jadro
membrana
hrubé
endoplasmatické
retikulum

cytoplasma

centrosom Golgiho aparat

brvy mitochondrie

Obr. 1 — Organely Zivocisné buriky.

Endoplasmatické retikulum

Jednou z membranovych organel buiky je endoplasmatické retikulum (ER). Dé&lime jej
na drsné ER (rER = rough endoplasmic reticulum), které na svém povrchu nese ribosomy,
ahladké ER (sER = smooth endoplasmic reticulum) bez ribosomii. Membrana
endoplasmatického retikula navazuje na vné€j$i membranu jadernou. Celd organela sestava
ze vzajemné propojenych plochych dutin, méchytkli a trubic. Na rER probiha biosyntéza
proteini, které jsou uréeny pro membrany, lysosomy, bunény export apod. (ostatni proteiny
vznikaji v cytoplasmé na volnych ribosomech nevazanych na ER). Takto vytvoiené proteiny
se zabalené¢ do vackl (vznikajicimi odSkrcenim membrany rER) transportuji do Golgiho

aparatu.
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Oproti tomu hladké endoplasmatické retikulum (sER) zadné ribosomy neobsahuje. V jeho
kandlcich probiha biotransformace xenobiotik (pro télo cizorodych latek) a nékteré metabolické
drahy lipidi (syntéza fosfolipidii, ¢astecné€ i cholesterolu, steroidnich hormonti). sER je také
ulozistém vépenatych ionti. Ve svalovych buiikach se vyskytuje specializovana forma sER,

tzv. sarkoplasmatické retikulum, které je zasobarnou Ca?" pro svalovy stah.
Golgiho aparat

Golgiho aparat je dalsi membranovou organelou bunky tvofenou tzv. ,,cisternami‘ vrstvicimi
se nad sebou do sloupct (brano ze sméru od jadra). Zde dochazi ke zréni proteint
(napft. glykosylace, tedy pfipojovani cukernych zbytktl), jejich tfidéni a sbalovani. Odtud jsou
pak vacky s proteiny posilany do dalSich koutdi bunky (na lysosomy, cytoplasmatickou

membranu apod.).
Mitochondrie

Mitochondrie jsou organely velikosti bakterie (nékolik mikrometrti). Tento rozmér neni
o pozfeni bakteridlni buniky (konkr. a-proteobakterie) predkem dnesni eukaryotické bunky (tuto
teorii doklada fakt, Ze mitochondrie obsahuje zbytky vlastni aktivni DNA a ribosomy). Davny
eukaryot si tuto bakterii ,,ochoCil“ a v soucasné dob¢ jsou mitochondrie nejen v lidskych
bunikach centry katabolickych a oxidativné fosforylacnich reakci.

Ve prospéch endosymbiotické teorie svéd¢i i piitomnost dvou membran, z nichz ta vnitini je pfisuzovana ptivodni
bakterii (neobsahuje napf. zadny cholesterol, coz je pro prokaryotické membrany bézné), zatimco ta vnéjsi se svym
sloZzenim napadné podoba eukaryotickym membranam.

Mitochondrie se vyskytuji ve velkém poctu (az 2000) téméf ve vSech eukaryotnich bunikach.
Uvnitf téchto organel dochazi ke vzniku adenosintrifosfatu neboli ATP (diky procesu oxidacni
fosforylace na komplexu ATP-synthasy), syntéze hemoglobinu, ke Krebsové cyklu a f-oxidaci

mastnych kyselin. Také ¢ast mocovinového cyklu je lokalizovana uvnitf mitochondrie.
Cytoplasmatickd membrana

Bunécna (cytoplasmaticka) membrana polopropustné oddé€luje vnitiek buiiky od jejiho okoli.
Polopropustnost znamena, Ze n€které molekuly (napf. malé polarni ¢i malé i velké nepolarni)
dokézou membranou samovolné prochazet. Na druhou stranu vétsi polarni molekuly a ionty
potiebuji pro transport specifické prenasece ¢i kanaly. Tato vlastnost vyplyva ze struktury

membrany jako takové. Sklada se z dvojvrstvy fosfolipidii, u kterych ma kazda molekula dvé



Casti: polarni a nepolarni (fikdme, Ze dany lipid je amfifilni). Fosfolipidy smétuji polarnimi
Castmi ven a dovniti bunky, nepolarnimi ¢astmi jsou pfimknuty k sobé. Toto semknuti
je zpusobeno ve vysledku docela slabymi hydrofobnimi interakcemi a nékterymi
van der Waalsovymi silami, proto se mohou proti sobé posunovat. Takto je zajiSténa
tzv. fluidita (tekutost) membrany. Kromé lipidi se v membrané nachézeji i proteiny plnici
rozliéné funkce (transport latek pfes membranu, ...). Na vnéjsi strané membrany (ta smétujici
do extracelularniho prostoru) jsou na proteinech a lipidech mnohdy navazané také kratké
oligosacharidové fetézce vytvarejici tzv. glykokalyx, tedy jakysi ochranny val proti naruseni

celistvosti membrany.
Brvy

Brvy, nebo také fasinky, se nachazeji na nékterych eukaryotickych butikach. Jsou to tenké
vlaskovité utvary smétujici do extracelularniho prostoru. Nékteré konaji pravidelny pohyb
(tfasinky dychaciho epitelu ¢i ty, které pohybuji vajickem ve vejcovodech), jiné maji smyslovou

funkci (napf. vnimani zvukii). Jsou tvoreny tubulinem a dal$imi proteiny.
Centrosom

Délici télisko (centrosom) se béhem vétSiny fazi bunééného cyklu sklada ze dvou valcovitych
centriol a je organizatnim centrem mikrotubul — bunécného leseni, po kterém se
napft. transportuji vacky s obsahem uréenym k vypuSténi z buinky. V této organele jsou
mikrotubuly ukotveny a vétvi se do celé bunky. Ve vétSin¢€ bun¢k se centrosom nachazi blizko
jé&dra, u fasinkovych bunék se ale ptibliZzuje k brvam a tvofii jejich téliska, ze kterych brvy

vyristaji (viz Obr. 1).
Cytoplasma

Cytoplasma je tekutinou vyplnény prostor ohrani¢eny bunéénou membranou.
Jedna se o ustfedni reak¢ni prostor bunky, kde se uskuteciiuji mnohé metabolické drahy
(translace, glykolyza, biosyntéza mastnych kyselin, ¢ast mocovinového cyklu, ...). Obsahuje
také rozpustné molekuly (cukry, proteiny, nukleové kyseliny, metabolity...), ionty a bunécné

organely.
Jadro

Kazda lidska bunka, kromé erytrocyti, obsahuje jadro. Jedna se o nejvetsi bunéénou organelu,
jez navic obsahuje genetickou informaci (jaderny genom; genom je soubor veskeré genetické

informace organismu, tedy i mimojaderné¢) v podobé DNA, ktera je bud’ kopirovana v ramci
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replikace nebo prepisovana do molekul RNA. Bunécné jadro je vyplnéno nukleoplasmou, ktera
obsahuje téméf veskerou DNA bunky. Jaderna DNA vytvaii spolecné s histony (na kterych je
vlakno DNA navinuté) a dalSimi strukturnimi proteiny chromatin, ktery béhem dé¢leni bunky
kondenzuje v chromosomy. V mnoha jadrech 1ze pozorovat oblast zvanou jadérko, jehoz DNA
obsahuje mnoho kopii gent pro vice typit molekul rRNA. Jadro je od cytoplasmy oddé€leno
vnitini a vnéjsi jadernou membranou, kterd v ur€itych mistech ptechazi do membrany drsného

endoplasmatického retikula. Z toho diivodu jsou 1 na vnéjsi jaderné membrané piitomny

ribosomy.
Lysosomy

Lysosomy jsou organely rozmanitého tvaru obalené jednoduchou membranou. V jednotlivé
burice je ptitomno né€kolik set lysosomi. SlouZi jako "bunécéné Zaludky" — vacky, ve kterych
dochézi k hydrolytickému S§tépeni vSech makromolekul. Toto §té€peni je katalyzovano zhruba
40 riznymi hydrolasami (lipasy, sacharasy, nukleasy, proteasy, ...), které maji aktivni
optimum v prostfedi s pH kolem 5. Diky aktivni préaci protonovych pump se uvnitt lysosomit
hromadi H" (vodikové kationty), tedy se tam neustale za spotfeby ATP udrzuje optimalni
hodnota pH. Pfi neutrdlnim pH (jako napf. v cytoplasmé) je aktivita lysosomalnich enzymil
siln¢ snizena, coz mize pusobit jako ochranny mechanismus pfed samonatrdvenim bunky
v piipad¢, ze by enzymy pronikly do cytoplasmy.

r

1.2 Bunééné jadro — uvod

Bunééné jadro je nejvetsi organela eukaryotickych bungk, ve které je uloZena podstatna ¢ast
bunécné DNA (jen asi 1 % DNA se nachazi v mitochondriich). Kromé DNA se v jadie
nachazeji rizné typy RNA a bilkovin, které maji enzymatickou a strukturni funkci.
Jaderna DNA vytvaii spolecné s histony a dalSimi strukturnimi proteiny tzv. chromatin.
Cel4 hmota chromatinu je rozkouskovana na né€kolik kratSich usektl, tzv. chromosomii. Ty jsou
bud’ rozvolnéné (euchromatin), nebo zkondenzované do typickych tvarQ pismen "X, Y"
(heterochromatin). V pribéhu déleni bunky chromatin kondenzuje na chromozomy, piechodné
zanika také jaderna membrana. Béhem interfaze (obdobi mezi dvéma bunéénymi délenimi) lze
v urcité oblasti jadra rozeznat nahu$tény chromatin, kterému se fiké jadérko. To se vytvari
z genll zejména pro rRNA (ribosomalni RNA). Na rozdil od rRNA se napt. mRNA a tRNA

wewvr

ruznymi zptisoby modifikovat — pfidavaji se dal$i nukleotidy a vyStépuji se nepotiebné Casti



ribonukleotidového fetézce (vice v podkapitole ,,Zrani mRNA®). V jadre vytvorené molekuly
RNA urcené pro syntézu bilkovin mohou byt transportovany do cytoplasmy az po ukonceni

téchto procest.

Krom¢ syntézy RNA pomoci transkripce je dalSim vyznamnou funkci jadra i replikace DNA
(zdvojeni mateiské DNA), ke které dochézi pred bunéénym délenim.

V jadre také vznika velmi dulezity koenzym oxidoreduktas (tedy enzymu katalyzujicich oxida¢né-redukéni

pochody v celé buiice), NAD™ (nikotinamidadenindinukleotid).

/4

1.3 Bunéé¢né jadro — membrana

Jadro je obaleno dvéma fosfolipidovymi membranami. Vnitini je vyztuzena proteinovou siti,
tzv. jadernou laminou. V té jsou zakotveny rizné jaderné struktury, mmyj. i chromatin. Vné&jsi
jadernd membrana pfechazi v urCitych mistech ve vacky endoplasmatického retikula. Tato
organela zastdvd mnoho funkci, podili se mmj. na syntéze a Upravé proteind, které vznikaji
na ribosomech. K propojeni déju, které se odehravaji v jadie a v cytoplasmé, slouzi jaderné
pory (viz Obr. 2). Témi mohou prochazet molekuly RNA a proteiny (stavebni i enzymy) obéma

sméry. Takto je zajiSténa alespon ¢astecna kontrola transportovanych molekul.

chromatin

vnitrni jaderna
membrana
vnéjsi jaderna
membrana

endoplasmatické
retikulum

ribosom jaderny por

Obr. 2 — Schéma vyrezu jaderné membrany.

VnéjSi membrana prechazi v membranu hrubého endoplasmatického retikula. Vzhledem
k tomuto vztahu i jadernd membriana nese na svém povrchu ribosomy, které syntetizuji

do mezimembranového prostoru proteiny.



Perinuklearni (mezimembranovy) prostor je ohrani¢en obéma vrstvami jaderné membrany,
déle prechédzi ve vnitfek (lumen) hrubého endoplasmatického retikula. I do perinuklearniho

prostoru jsou diky ribosomim syntetizovany proteiny.

Ptrechazeni molekul ve sméru z jadra do cytoplasmy a naopak umoznuji slozité komplexy
jadernych pori. Tento d¢j je selektivni a regulovany, navic zavisly na spotiebé energie (GTP).
Jaderné pory jsou tvoreny cetnymi proteiny (nukleoporiny), vytvarejicimi spolu kruhovité,
na sebe navazujici struktury. Nizkomolekuldrni latky (vcetné malych proteinli) prochézeji
jadernymi pory bez obtizi. VEtsi molekuly (mRNA, proteinové ribosomalni podjednotky, ...)
neprojdou, pokud nenesou jadernou lokalizacni sekvenci (napt. sled specifickych

aminokyselin, upravené dusikaté baze apod.).

Vnitini vrstva membrany pomaha stabilizovat genetickou informaci (chromatin) v jadie tim,
7e na sebe vaze proteiny nazyvané jaderné laminy. Ty maji dvé funkce, jednak vytvaii vnitini
oporu pro cely jaderny obal, jednak na sebe vazou samotny chromatin, v ¢emz vyrazné pomaha
napf. protein emerin. Jednd se o transmembranovy protein, ktery zprostfedkovava spojeni mezi
fosfolipidovou membranou a proteinovou siti jadernych lamin (tvofenych intermediarnimi

filamenty).

1.4 Nukleové kyseliny — nukleotidy

Kazda bunka se skladd z nékolika zakladnich biomolekul. Mezi ty hlavni patfi: sacharidy,
lipidy, proteiny a nukleové kyseliny. V soufasné dobé rozeznavame dva hlavni typy

nukleovych kyselin (RNA a DNA).

Nukleové kyseliny (RNA i DNA) jsou linearni polymery tvofené danym pofadim (primarni
strukturou) stavebnich jednotek. Témito jednotkami jsou nukleotidy (nucleus = jadro)

skladajici se vzdy ze tii slozek.

Zaklad kazdého nukleotidu tvofi pétiuhlikaty monosacharid B-D-ribosa v ptipad¢ ribonukleové
kyseliny (ribonucleic acid, RNA) a nebo jeji derivat B-D-2-deoxy-ribosa v piipadé
deoxyribonukleové kyseliny (deoxyribonucleic acid, DNA) — viz Obr. 3. Monosacharid ribosa
patii mezi pentosy a v nukleotidech se vyskytuje pouze v cyklické formé (B-D-ribofuranosa).
Na druhém uhliku nese hydroxylovou skupinu (viz Obr. 3). To pfispiva k mensi stabilité

molekul RNA (viz dale).
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ribosa 2-deoxyribosa

Obr. 3 — Kulickové modely a strukturni vzorce ribosy a 2-deoxyribosy.

Oproti tomu deoxyribosa ma C2 volny, resp. obsazeny dvéma atomy vodiku, coz zodpovida
za vyssi stabilitu vldken DNA (oproti vlaknim RNA). Oba monosacharidy nesou na C1

navazanou dusikatou bazi.

Druhou slozkou obou typt nukleovych kyselin jsou zbytky kyseliny fosforecné (resp. kyseliny
trihydrogenfosfore¢né), fosfatové skupiny, které propojuji pentosy dvou nukleotidii
(ptes uhliky 3" a 5" monosacharidu). Stfidajici se fosfatové skupiny a monosacharidové
jednotky tvoii pentosa-fosfatovou pater. Pentosa-fosfatova pater je negativné nabita, jelikoz
pii pH, které se za fyziologickych podminek vyskytuje v buiice (praimérné pH cytoplasmy
bunék je 7,0-7,3), jsou fosfatové skupiny plné disociované (H" ionty z jejich hydroxyskupin
jsou odstépené a navazané na molekuly vody za vzniku H3O" iontt).

Zaporny naboj fosfati neslouzi jen k tomu, aby vytvofil negativné nabity povrch pentosa-fosfatové drahy (¢ehoz
se pak vyuziva pfi nekovalentni vazbé DNA na histony). V molekulich NDP a NTP (nukleosiddifosfati
a nukleosidtrifosfatl, viz dale) jsou zaporné nabité fosfaty bezprostfedné navazané vedle sebe diky odpudivym
sildm zdrojem potiebné energie pro prubéh mnoha chemickych reakci v organismech.

Tteti slozkou nukleotidu je nukleova dusikata baze (viz Obr. 4). Ta ma z hlediska
informacniho rozhodujici funkei, jelikoz zprostiedkovava kontakt napt. s protilehlym vldknem
v molekule DNA (viz dile komplementarita). Dusikaté baze jsou z chemického hlediska
derivaty dvou heterocyklickych sloucenin (obsahujicich v cyklu jiny atom nez C), které maji
slab& zasadity charakter. Tou prvni je molekula purinu tvofend dvéma kondenzovanymi
aromatickymi kruhy. Druhou dusikatou bazi vyskytujici se v nukleotidech je molekula
pyrimidinu. Jednd se o monoheterocyklickou slouc¢eninu. Ob& dvé molekuly jsou planarni
(rovinné), diky systému konjugovanych dvojnych vazeb. Tento fakt ptispiva k findlni struktuie
dvouvlaknovych DNA a RNA - dusikaté baze se mohou bez obtizi ,,schodovité* rovnat
nad sebe a vytvorit finalni strukturu. Od téchto dvou heterocyklickych sloucenin jsou dale

odvozené jejich derivaty vyskytujici se v samotnych molekulach nukleovych kyselin.
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Adenin (A), derivat purinu, nese na svém C6 aminoskupinu. Kromé toho, Ze se vyskytuje
v nukleovych kyselinach, je také soucasti molekul ATP (adenosintrifosfat), jez poskytuji

energeticky ndrocnym reakcim dostatek energie pro jejich uskutecnéni.

Guanin (G) je druhou purinovou bazi. Kromé aminoskupiny na C2 nese také oxoskupinu
na C6. Je alternativou ATP v nékterych biochemickych reakcich. Zaroven jako GMP

(guanosinmonofosfat) se ti¢astni bunéénych signalnich kaskad.

Od pyrimidinu jsou odvozeny celkem 3 dusikaté baze. Tou prvni je cytosin (C).
Nese aminoskupinu na C4 a oxoskupinu na C2. Kromé¢ jeho role v nukleovych kyselinach je

CTP dulezitym aktérem pfti fosforylaci napt. fosfolipidi.

Thymin (T) je dusikatou bazi vyskytujici se pouze v molekuldch DNA. Jeho soucasti jsou dvé
oxoskupiny na C2 a C6. Na rozdil od vSech ostatnich nukleotidli obsahuje navdzanou

methylovou skupinu na C5. Tvofi ndhradu za uracil vyskytujici se v RNA.

Uracil (U) je teti heterocyklickou pyrimidinovou bazi. Obsahuje dvé oxoskupiny na C2 a Cé6.
Az na methylovou skupinu se jedna o stejnou molekulu jako thymin. Uracil se vyskytuje pouze

v RNA, v DNA je nahrazen prave thyminem.

PURINOVE BAZE PYRIMIDINOVE BAZE

s

yrimidin

x5 3R

NH:

</3

adenin guanin cytosin thymin uracil

Obr. 4 — Kulickové modely a strukturni vzorce purinu a pyrimidinu a z nich odvozenych dusikatych
bazi.
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V ptipadé vzniku N-glykosidové vazby mezi C1 (deoxy)ribosou a bazi (dusik N9 purinu
¢idusik N1 pyrimidinu) vznikne NUKLEOSID (adenesin, guanosin, cytidin, uridin,
thymidin). V moment¢, kdy se na nékterou z volnych hydroxylovych skupin (deoxy)ribosy
navaze fosfat (jeden az tii zbytky kys. fosforecné), vznikd NUKLEOTID (Obr. 5).

Nazvy takto vzniklych nukleotidd jsou odvozeny od nazva pfisluSnych nukleosidi, tedy

napf. cytidin-5"-monofosfat (CMP), adenosin-5"-difosfat (ADP) ¢i deoxyguanosin-5’-trifosfat (dGTP).

Obr. 5 — Kulickovy model a strukturni vzorec molekuly ATP.

Ptes hydroxyskupinu navidzanou na C3 monosacharidu se miize navazat dal§i nukleotid.
Mluvime o tzv. 3'-konci nukleotidu, resp. polynukleotidového vlakna. Toto oznaceni bude
velmi dulezité napt. pii replikaci ¢i transkripci. Na C5 monosacharidu je naopak navéSen pies
fosfoesterovou vazbu trifosfat — viz Obr. 5. Tento konec nukleotidu, resp. polynukleotidového
fetézce, se znaci jako 5'-konec, coz bude opét dulezité pii metabolismu nukleovych kyselin

(viz Obr. 6).

1.5 Nukleové kyseliny — DNA

DNA je polymerni molekula sestavena z nukleotidli. Misto ribosy jsou zde obsazeny molekuly
deoxyribosy (absence -OH skupiny na 2 C). Zaroven uracil je zde nahrazen thyminem. DNA

také sestava ze dvou polydeoxyribonukleotidovych fetezct.
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Povrch celé molekuly je polarni z diivodu piitomnosti cukernych a fosfatovych zbytki jeji
patete. Fosfatové skupiny jsou pii fyziologickém pH jadra dokonce ionizovany, tudiz je povrch
celé dvousroubovice zaporn€ nabity. To ma i své strukturalni opodstatnéni — diky zapornému
povrchu se miize DNA dobte nekovalentné vazat na jaderné histony, bilkoviny, jejichz povrch
je prevazné kladn¢ nabity.

Jednotlivda vldkna DNA jsou spojena H-miistky mezi bazemi. Baze jsou navzajem
komplementarni (doplitkkové), tedy napi. adenin se paruje vzdy pouze s thyminem (v RNA
tedy s uracilem) pies 2 H-mustky, guanin s cytosinem se paruji vzdy pomoci 3 H-mustkda.
Donory H-mustkti mohou byt -NH> skupiny ¢i -NH- skupiny aromatickych kruht (viz Obr. 6).
Akceptory jsou pak karbonylové kyslikové atomy a dusikové atomy heterocyklickych kruhti.
Polydeoxynukleotidové fetézce jsou v dvousroubovici navzajem uspofaddny antiparalelné
(tzn. hlava k paté - jeden fetézec je ve sméru 5'—3', druhy pak 3'—5'); na jednom konci
dvousroubovice je 5'-konec jednoho vlakna a 3'-konec vlakna druhého (ur¢eno dle Cisel atomti

C v deoxyribose).

Ve vysledku mzeme shrnout, Ze za fyziologického stavu tvoii polovinu vSech bazi purin (A,

G), druhou polovinu pak pyrimidin (T, C). Obsah A je roven obsahu T a totéz plati pro G a C.

Tento fakt nazyvame po jeho objeviteli Chargaffovo pravidlo.

G=C 5'

5I'
Obr. 6 —Zndazornéni parovani bazi v kulickovém modelu DNA.
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Aromatické baze jsou srovnany uvnitt dvouSroubovice ptiblizn€ v pravych thlech k jeji ose.
Centralni ¢ast dvousroubovice je tedy nepolarni. Sekundérni struktura (helix) je udrzovéna
n-interakcemi, mezi jednotlivymi patry bazi, a H-mustky (viz dale). Za pozornost stoji
1 existence "zlabklu", kdy zejména do velkého zlabku zasahuji baze témi heteroatomy
¢i skupinami, které netvoii H-mustky mezi nimi (Obr. 7). Tyto struktury umoziuji interakce

s bilkovinami, jejichZ tkolem je regulovat funkce DNA.

deoxyriboso-fosfatova
pater

velky Zlabek

vodikové
mistky

maly Zlabek

Obr. 7 - Kalotovy model molekuly DNA s vyznacenymi zlabky a pentlicovy model se zndzornénymi
vodikovymi mustky.
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1.6 Nukleové kyseliny — RNA

RNA je polymerni molekula sestavenda z
ribonukleotidii (jako sacharid je zde obsazena
ribosa). Dalsi odlisSnosti od DNA je pfitomnost
uracilu (U; volny 5C) misto thyminu (T; na 5C je
navdzana methylova skupina -CH3).
komplementarni bazi k adeninu (A) je v RNA prave
uracil. Tyto dvé baze se ale stejné¢ jako v DNA

(A=T) vazou pies 2 H-mustky.

Na rozdil od DNA zaujimd RNA primarné
jednovlaknovou strukturu, nicméné i na ni mize
dochézet ke komplementarnimu parovani bazi a tedy

vzniku kratkych Sroubovicovych struktur (helix).

Prvnim vyznamnym typem RNA je mRNA
(messenger, mediatorova, Obr. 9). Tato molekula

vznika transkripci (piepisem) DNA v jadie a tedy

Tedy -

[¢] /('H.l
HN N\
N | > - .
H:N)\.\' N 7 meth\{!
X -guanosin
0— 9 /°
0
0 gy P
T | Yo
7o o
0\ OH OH —
pP= (0]
0 G 0. baze 1
0 OH
p=0
0 \ baze 2
0— 0
0\ OH
p=0
o’ g e
v° 5'-cepicka

slouzi jako templat (pfedloha) pro syntézu proteinti na

ribosomech. Jeji velikost je diky tomu velmi heterogenni

a také doba Zivota je velmi kratka — od desitek sekund u

Obr. 8 — Struktura 7-methyl-

guanosinové Cepicky na 5‘-konci
mRNA.

prokaryot po par hodin, max. dni, u eukaryot. Diky omezené délce Zivota je mozné skrz mRNA

regulovat syntézu proteinti. U eukaryot podléhaji molekuly mRNA syntetizované transkripci

tzv. posttranskripénim modifikacim. Zaprvé je na 3'-konec vlakna pfipojen polyadenylatovy

ocas, sestavajici z nékolika desitek adenylatovych zbytkl (nukleotidi dAMP). K 5'-konci je

pak pfipojena tzv. 5'-Cepicka (methylovany dGMP, viz Obr. 8).

Obé¢ tyto modifikace

napomahaji transportu mRNA z jadra do cytosolu a chrani konce fetézct pred hydrolytickym

pusobenim exonukleas (viz dale).
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l guanin | adenin

Icytosin I uracil N5’

C

guanosinova
cepicka

polyadenylatovy
konec

Obr. 9 —Zobrazeni molekuly mRNA s provedenymi posttranskripcnimi Upravami.

Druhou vyznamnou skupinou RNA piitomnych v bufice jsou tRNA (transferové), které
v priméru tvoii cca 10-15 % z celkového obsahu RNA v burice. tRNA se podili na translaci
mRNA do proteinového fetézce — prepisu mRNA do podoby proteinu. Jeji sekundarni i terciarni
strukturu 1ze vidét na Obr. 10. tRNA je pravé jednou z ribonukleovych kyselin, kterd vytvari
kratké Sroubovice. Molekula tRNA obsahuje kolem 80 nukleotidl a v zasad¢ na jeji struktufe
muzeme rozeznat dvé dilezita a funkéné rozdilna mista. Zaprvé to je antikodonova sekvence,
diky které se tRNA vaze naribosomu (antikodon je triplet nukleotidii vaZici se na kodon
v mRNA) na kodonovou mRNA (ta obsahuje triplety nukleotidd, tzv. kodoni, odpovidajicich
vzdy jednu aminokyselinu). Zadruhé zde nachdzime tzv. akceptorovou sekvenci, na kterou se
vaze jedna z 21 proteinogennich aminokyselin. Ta je diky tRNA pifenesena na ribosom
a zaclenéna do polypeptidového fetézce na zékladé komplementarity k mRNA (viz Translace).
tRNA obsahuje také nékteré méné bézné nukleotidy jako napf. methylguanin, dimethylguanin a dihydrouracil
(v Obr. 10 jsou znazornéné bilou a ¢ernou barvou).

Tteti vyznamnou skupinou RNA molekul v bufice je tzv. rRNA (ribosomalni). Tvoii spolu
s proteiny nadmolekulovou strukturu ribosomi. Ribosomy jsou tvofeny dvéma podjednotkami
— velkou a malou (Obr. 11). rRNA se podili jednak na struktufe, jednak na katalytické funkci
ribosomu pii tzv. translaci; mRNA se vdZze mezi ob€ ribosomalni podjednotky. Samotna

sekundarni (a tedy 1 tercidrni) struktura RNA je velmi komplikovana.
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akceptorova
sekvence

antikodonova
sekvence

Obr. 10 — Vyobrazeni 2D a 3D struktury molekuly tRNA.

Vsechny typy rRNA vytvareji v ribosomu fetézce komplementarné propojené vodikovymi

mustky a tvofi rizné helikalni Useky, stfidané vydutémi a zpétnymi smyckami.

velka
ribosomalni
podjednotka

misto pro
nasednuti
mRNA

mala ribosomalni
podjednotka

Obr. 11 — Velka a mala ribosomalni podjednotka. V odstinech modré jsou znazornény proteinové
struktury, v odstinech hnédé pak ¢asti nukleovych kyseliny (rRNA).

Jak jiz bylo zminéno, sacharidem pfitomnym v molekuldch RNA je ribosa. Pfitomnost -OH
skupiny na C2 u ribosy pfispiva k nestabilité¢ celé molekuly. Ta je zpisobena pfitomnosti
parcialniho kladného naboje na atomu P ve fosfatech a parcialniho zaporného naboje na atomu

O v 2C-hydroxylovych skupinach ribosy. Za urcitych okolnosti (bazické prostiedi, zvySena
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teplota,...) muze dojit k nukleofilnimu ataku atomu P ve fosfatu 2C-hydroxylovou skupinou,

coz ve vysledku vyusti v preruseni fetézce RNA a tedy rozpad celé molekuly — viz Obr. 12.

X
OX 0\

X i /P—"‘:— 0
P= :
A baze 1
o '\ o.  bizel @ \0 o
(0]
5 o) 0
O\ / \OH \P/
é
;p:.—:-o -0/ \O
0 \ o P béze 2
C)(_) HO O
O OH 0 OH
p=0 \P 0
'O/ \0 ) i .Y
X  X°
X

Obr. 12 — Mechanismus nukleofilniho ataku atomu fosforu 2C-hydroxyskupinou.

1.7 Nukleové kyseliny — dogma molekularni biologie

Hlavnim ukolem nukleovych kyselin je zajistit uloZeni, pfeddvani a realizaci genetické
informace, ktera v sob¢ koduje primarni struktury bilkovin, tedy pofadi AMK. Informace

o tomto potadi jsou zapsdny pomoci deoxyribonukleotidl v ur¢itém useku DNA zvaném gen.

Pti biosyntéze bilkoviny (proteosyntéze) je gen nejprve procesem transkripce piepsan
do kratké komplementarni mRNA, kterd poté slouzi jako mustr pro vlastni syntézu
bilkovinového fetézce. Transkripce jaderné DNA probiha v jadie bunky. Posledni fazi
tzv. genové exprese (syntézy aktivni bilkoviny na zakladé potadi deoxyribonukleotidir)
je translace (pteklad). Pii tomto procesu dochazi na ribosomech k piekladu gen. informace

M oven

z "feci" nukleotidli do "fe¢i" aminokyselin.

19



Realizace (exprese) genetické informace neni ale jedinym tikolem nukleovych kyselin. Ty musi
také predat gen. informaci z rodict na potomky. K tomu slouzi proces replikace, pii kterém se

zdvoji matetské vlakno DNA pted bunécnych délenim.

in vitro
translace

DNA (m)RNA protein
gen § transknpce> ' translace
< ;
reverzni
N transkripce
U replikace replikace

Obr. 13 — Schéma popisujici jednak centralni ,,dogma“ molekularni biologie (¢erné), ¢ervené pak
méné Casté Ci alternativni mozZnosti (in vitro znac¢i umély, laboratorni pribéh).

Centralni "dogma" molekularni genetiky obsahuje n€kolik vyjimek. Prvni z nich je mozny
ptepis RNA do DNA. Tento proces provadé¢ji retroviry (napi. HIV ¢i virus hepatitidy B),
které diky enzymu reverzni transkriptasa dokaZou vytvotit DNA na zaklad¢ vlastni molekuly
RNA. Druhou vyjimkou z "dogmatu" molekularni genetiky jsou ¢asti zivotnich cyklt nékterych
RNA-vir. Ty v hostitelské butice indukuji tvorbu novych RNA molekul na zdkladé svého
puvodniho vldkna RNA. Nakonec je nutné zminit, Ze in vitro jsou védci schopni vytvofit protein
pouze na zaklad¢ molekuly DNA, tedy bez nutnosti syntézy mRNA. Vyvstava otazka, zdali je
stale nutné znazornéni procesu proteosyntézy povazovat za ,,dogma‘ molekularni genetiky.

Vsechny mozné kombinace jsou shrnuty na Obr. 13.

1.8 Replikace — co je potieba?

Zakladnim substratem pro replikaci je molekula jaderné (ale i mitochondridlni ¢i plastidové)
DNA. V ni jsou pomoci nukleotidi kdédované sekvence genti, které je potfeba pfi mnoZzeni
predat buiikdm dcefinnym. Replikace se ucastni mnoho enzymi a replikacnich faktorti. Jednim
z téchto enzymil je topoisomerasa. Patii mezi isomerasy a specifickym mechanismem

despiralizuje dvousroubovicovou strukturu DNA uvolilovanim hromadiciho se torzniho napéti.
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Helikasa je enzym ze tiidy hydrolas slouZzici k rozd¢lovani fetézcti DNA. Mechanicky oddaluje
protilehlé nukleotidy od sebe a tim prerusuje vodikové mistky mezi nimi. Helikasa, stejné jako

topoisomerasa, vyuziva také ke své praci molekuly ATP.

Nez zapoc¢ne samotna replikace jednotlivych deoxyribonukleotidovych vldken, musi nejprve
enzym primasa (patfici do transferas) na zacatek replikacni vidlice nasyntetizovat kratky
zhruba 5-10nukleotidovy komplementarni isek RNA, tzv. primer, na ktery si poté nasedne
hlavni replikacni enzym DNA-polymerasa. Ta totiz neumi replikaci zapocit, potiebuje
se napojit na volnou hydroxylovou skupinu C3. Kratky vytvoieny primer tento volny hydroxyl
DNA-polymerase poskytuje.

Transferasy, které pienasi nukleotidové stavebni kameny pii syntéze nukleovych kyselin, se rozdéluji podle
riznych kritérii. Zaprvé, zalezi na tom, podle kterého vldkna jiz existujici nukleové kyseliny se nové vlakno
syntetizuje (napf. pokud je ,templatem* vlakno DNA, je dand transferasa DNA-dependentni). Zadruhé je
podstatné, kterou nukleovou kyselinu dand transferasa vytvaii. Pokud napf. pfi transkripci vznikd RNA
(konkr. hnRNA, pozdé€ji mRNA), enzym katalyzujici tuto syntézu se nazyva RNA-polymerasa.
Tedy napf. tranferasa syntetizujici nové vlakno DNA pii replikaci je DNA-dependentni-DNA-polymerasa,
primasa by pak byla DNA-dependentni-RNA-polymerasa. Zvlastnim pfipadem mize byt enzym reverzni
transkriptasa, ktery vyuZzivaji retroviry (viry obsahujici RNA jako nukleovou kyselinu nesouci genetickou
informaci) v uréité fazi svého Zivotniho cyklu. Protoze se diky tomuto enzymu piepisuje virova RNA do DNA,
enzym se nazyva RNA-dependentni-DNA-polymerasa.

DNA-polymerasa (z tfidy transferas) syntetizuje komplementarni vlakna DNA z dostupnych
deoxyribonukleotidii. Zakladnim mechanismem katalyzy je zprostiedkovani nukleofilniho
ataku hydroxylové skupiny na C3 rostouciho deoxyribonukleotidového fetézce na a-fosfat
dNTP. Tento enzym je schopny svou praci také kontrolovat. V momenté& zatazeni Spatného
nukleotidu to DNA-polymerasa diky nevyhovujici komplementarité rozpozna a s pomoci

obsazené¢ exonukleasy dany nespravné zatfazeny nukleotid odstépi.

V momenté, kdy helikasa oddé€li vlakna dvouSroubovice od sebe, mohly by v jadfe ptitomné
endonukleasy takto "odhalenou" DNA §tépit. Rozpojena vldkna bv se také mohla opét sparovat.
Tomuto brani tzv. ssb proteiny (single strand biding proteins), které nasedaji na volna vlakna
DNA a tim je chrani a izoluji.

Pti replikaci tzv. zpozd'ujiciho se vladkna (lagging strand - viz "Pribéh replikace") je potieba
spojovat nové useky DNA (Okazakiho fragmenty). K tomuto procesu slouzi enzym ligasa
(patfici, kdo by to byl tekl, do tfidy ligas), kterd za spotieby ATP dva oddélené useky

kovalentné spoji pomoci fosfodiesterové vazby.
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Kromé¢ enzymt jsou k replikaci potteba stavebni kameny novych vlaken DNA. Témito kameny
jsou deoxyribonukleotidy A, G, C a T. Ribonukleotidy jsou pouZzivany jen k syntéze primert,

nasledné¢ jsou vysStépeny a nahrazeny deoxyribonukleotidy. Vyse uvedené molekuly

a r\qﬂmn]p]{n]q’rﬂ{ Cfﬂ]]{fl1“"l hnﬁ"phr\é nrn Y'Pl’\]i](ﬂ(‘i 1.QI\1I ’7“6’7[\1"1’\51’\‘] na nhf ] A

DNA-polymerasa

a5
>
E

SSB-proteiny deoxynukleotidy

topoisomerasa

Obr. 14 — Nejdllezitéjsi molekuly a nadmolekularni struktury potfebné pro proces replikace.

1.9 Replikace — pribéh

Cast procesu replikace je znazornéna na Obr. 15. Replikace za¢ina na urditych mistech DNA
zvanych iniciaéni body a pokracuje odtud v obou smérech. Aby mohly byt velké genomy
replikovany pfimétené rychle, obsahuji vice inicia¢nich bodu, na které mohou usedat enzymy
katalyzujici cely proces.

K replikaci je potfeba mnoho riiznych enzymi a replikacnich faktor. Jednim z enzymi
replikaci, despiralizuje dvousroubovici DNA a uvoliiuje torzni napéti vznikajici rozplétanim
molekuly.

I kdyz jsou vSechny replika¢ni enzymy velmi Casto znazoriiovany samostatné, ve skuteénosti se vytvari replikaéni
komplex, ve kterém je vétSina enzymu a faktord propojenych.

Nasledné enzym helikasa rozdéluje dvé vldkna DNA od sebe tim, Ze mechanicky ob¢ vldkna
oddaluje a tim trha vodikové mistky mezi badzemi. RozruSovanim vodikovych mustkil
a oddalovanim vldken od sebe vznika tzv. replikacni vidlice. Je dualezit¢ si uvédomit,
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ze replikace probihd v obou smérech (a na vice mistech soucasné), replikacni vidlice se tedy
pusobenim topoisomeras a helikas od sebe oddaluji. Diky tomuto faktu se napt. lidsky genom
v ramci jedné bunky replikuje "jen" n€kolik hodin. Po rozvolnéni vlaken by mohlo dochazet
ke stépeni odhalenych fetézcl endonukleasami. Z tohoto diivodu se fetézce obaluji ssb proteiny
(single strand biding proteins), aby zabranily poskozeni vldken a jejich pfipadnému

opétovnému spojenti.

Cteni DNA vlaken probiha vzdy od 3'k 5' konci. Proto dochazi ke kontinulni replikaci jen na
jednom z obou fetézcl, tzv. vedoucim Fetézci (leading strand). U zpozd’ujiciho se Fetézce

(lagging strand) je situace odlisna (viz dale).

Samotny proces syntézy nového vlakna zacind nasednutim primasy na volna vlakna DNA.
Tento enzym syntetizuje primery. Cteni DNA probiha vzdy od 3' k 5' konci, tedy syntéza

nového vldkna bézi ve sméru 5'—3' (dlivod je vysvétlen v odstavci ,,Kontrola replikace*).

Po vzniku primerdi nasedd na jejich C3 konec DNA-polymerasa, kterd pokracuje syntézou
novych deoxyribonukleotidovych vldken. DNA-polymerasa replikuje vedouci vldkno
kontinudln¢, zaméfme se tedy nyni na vldkno zpozd'ujici se. Protoze syntéza nového fetézce
muze probihat jen ve sméru 5'—3' (jeho ¢teni ve sméru 3'—5'"), je replikace zpozd'ujiciho se
vlakna zavisla na Casté aktivité primas. Replikace tohoto vldkna zaostava za tim vedoucim,
odtud tedy plynou jejich nazvy. Primasy musi vZdy nasyntetizovat novy primer, na -OH
skupinu C3 ribosy posledniho ribonukleotidu nasledn¢ nasedne DNA-polymerasa a vytvori
novy Usek DNA aZk pfedchozimu primeru. Takto na zpoZzdujicim se vlaknu vznikaji
samostatné, primery oddélené useky nové DNA, které se nazyvaji Okazakiho fragmenty.
Ribonukleotidové primery jsou pozdé€ji vystfizeny specifickym enzymem. Nasledné
DNA-polymerasa nahradi vzniklou mezeru deoxyribonukleotidy, aby zistala zachovéana

kontinuita nového vlakna.
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Ze vétsina enzymd je spojena do tzv. replikaéniho komplexu a nejsou oddéleny tak, jako to je vidét
na obrdazku.

Nakonec je potieba plvodni Okazakiho fragmenty (ted jiz bez primerd, naopak
uz s deoxynukleotidy) kovalentné spojit dohromady. Tento proces katalyzuje enzym ligasa,

ktery vytvati chybéjici fosfodiesterovou vazbu.

Je tfeba si uvédomit, Ze vSechny procesy replikace (rozvoliiovani vlaken, syntéza Okazakiho
fragmentd, ...) probihaji soucasné. Zaroven vétSina enzymd je spojena do jednoho replikacniho

komplexu pomoci riznych enzymd, napt. clamp (svorkovych) proteinii.

1.10 Replikace — kontrola

Zatimco u bakterii, kde se replikuje 1 vice neZ 1000 nukleotidi za sekundu, probiha replikace
u eukaryot mnohem pomaleji (asi 50 nukleotidi za sekundu). Tento rozdil je dan zejména
neustdlou kontrolou spravné =zatfazenych nukleotidli, tedy spravného parovani bazi.
Tuto kontrolu provadi samotna DNA-polymerasa. Pii priabéhu replikace skenuje ptivodni
vldkno DNA a tadi jednotlivé nové nukleotidy dle jejich komplementarity k protilehlému
vlaknu, tedy: adenin (A) k thyminu (T) a cytosin (C) k guaninu (G).
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Obr. 16 — Schéma mechanismu vystfizeni nespravné zarazeného nukleotidu a jeho nahrada. Prvni

radek odpovida spravnému, redinému nahrazeni Spatné inkorporovaného nukleotidu. Druhy fadek

pak zobrazuje situaci, kterd neumoziuje Spatné zarazeny nukleotid nahradit sprdvnym, jelikoz
replikace materského vlakna probéhla ve Spatném sméru (3‘->5°).

Syntéza nového vldkna probihd ve sméru 5'—3'. Divodem je pravé korekce replikace a
ptipadné exonukleasové vystfizeni Spatné zatfazenych bazi. Kdyby totiz syntetizovala vladkno
ve sméru 3'—5' a potiebovala by vystfihnout Spatné zatazeny nukleotid, na 5' konci by jiz
nebyly anhydridovou makroergni vazbou navdzané fosfatové skupiny, a tak by chyb¢la energie
pro polymeracni krok. V piipad¢, zZe se nové vlakno syntetizuje ve sméru 5'-3', tak po odstépent
Spatné zarazeného nukleotidu zlstava volny C3 hydroxyl, ktery mtze nukleofilné¢ atakovat
a-fosfat (1. fosfat) nového pfichazejiciho dNTP za odSté€peni difosfatu (Obr. 16, obdobny

nukleofilni atak je znazornén na Obr. 12).

Bé&hem replikace vznik4d mezi nukleotidy nového fetézce fosfodiesterova vazba za odstépeni
difosfatu. Ten je nasledné rozstépen na dva fosfaty a tim je rovnovéaha reakce posunuta smérem
k produktim (a tedy reakce bézi ,,jednoduseji*). V momenté, kdy se navaze nekomplementarni
nukleotid (vytvoii se vodikové mustky mezi protilehlymi bazemi), specifické misto
na DNA-polymerase tuto chybu rozpozna. DNA-polymerasa nésledné¢ hydrolyticky
(za spotieby molekuly vody) vystfihne Spatné zafazeny nukleotid (diky své exonukleasové
aktivité) a na jeho misto vlozi nukleotid spravny. Casté chyby pfi replikaci by vedly ke vzniku

mutaci, které jsou u bakteridlniho genomu castéj$i z divodu absence korektorské aktivity

bakteridlni polymerasy.
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1.11 Transkripce — prubéh

Transkripce je biosyntéza RNA (konkrétné hnRNA), pficemz o poradi ribonukleotid

ve vznikajici jednotetézcové RNA rozhoduje potradi deoxyribonukleotidii v piislusném genu.

Gen je ¢ast DNA, ktera koduje vétSinou jeden konkrétni protein. V momenté¢, kdy buika
potiebuje tento protein pouzit, musi byt gen prepsan z deoxyribonukleotidii do molekuly RNA
a nasledn¢ v pribéhu translace preveden na finalni bilkovinu. Kazdy eukaryoticky
ale i prokaryoticky gen obsahuje tzv. promotor. To je oblast, kterou rozpoznava
RNA-polymerasa, jez se po promotoru posouva az k samotnému zacatku koédujici sekvence

genu (Obr. 17).

vvvvvv

Oblast mezi promotorem a zacdtkem kodujici sekvence je velmi vyznamnd; mohou
se na ni vazat specifické molekuly, zejména proteiny, tzv. transkripéni faktory (TF),
které formuji spolu s RNA-polymerasou vysledny transkripéni komplex. Eukaryotické buiky
jsou na formovani transkripniho komplexu zévisl¢, vétSina prokaryot zadné transkripcni
faktory nepotiebuje. TF mohou napt. zablokovat RNA-polymerasu a tim padem transkripci

zamezit.

V momenté, kdy jsou pfitomné vsSechny slozky, RNA-polymerasa se zafne posouvat
po promotoru (ktery u eukaryot obvykle zacina tzv. TATA-boxem s typickou sekvenci
T a A — diky tomu enzym rozezna zacatek promotoru), dokud nenarazi na zacatek kodujici

sekvence. Tu obvykle pozna diky tzv. START-kodonu, kterym je kodon pro methionin (AUG).

RNA-polymerasa nasledné skenuje kodujici sekvenci, rozpléta ji a ptifazuje komplementarni
ribonukleotidy ke stavajicim deoxyribonukleotidim. Této fazi transkripce fikme elongace.
Obé vldkna hned opét poji k sobé. Narozdil od replikace je RNA-polymerasa jedinym
enzymem, ktery priib&h elongace v procesu transkripce zajiStuje. Navic, protoZe vznikajici
RNA neni dlouhodobym nositelem gen. informace, neni tak zdsadni, aby pfi celém procesu
nedochazelo k drobnym chybam; proto RNA-polymerasa nemé opravnou funkci a elonga¢ni
proces je ve srovnani s replikaci o hodné rychlejsi. Produktem transkripce je vyslednd molekula
hnRNA (heteronuclear RNA). Ta je tedy komplementarni k plivodnimu vlaknu DNA. Rozdil
je ve dvou strukturnich prvcich: u hnRNA je deoxyribosa nahrazena ribosou a thymin

je nahrazen uracilem.
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V navaznosti na centralni ,,dogma“ molekulové genetiky bychom se mohli domnivat, ze procesem transkripce

vznika pouze mRNA. OvSem neni tomu tak, timto zptisobem jsou syntetizovany i ostatni typy RNA.

transkripcni RNA-polymerasa

usek DNA

Obr. 17 — Zjednodusené schéma procesu transkripce.

Transkripce — zrani mRNA

Molekula hnRNA (heteronuclear RNA) podléhd po transkripci nékolika zasadnim
modifikacim, které ji umoznuji splnit jeji funkci. Témto zménam se fikd "zrani RNA". Jakmile

jsou vSechny zmény dokonceny, vznikd mRNA schopna castnit se translace.
Jednou ze zmén je syntéza tzv. 5'-Cepi¢ky (na 5' konci molekuly, viz Obr. 8). Sklada

se ze zbytku kyseliny trifosforené a 7-methyl-guanosinu. Tato modifikace napomaha

transportu hnRNA z jadra do cytosolu a chrani jeji konec pied pisobenim exonukleas.

Druhou, u eukaryot velmi podstatnou modifikaci, je pfipojeni tzv. 3'-polyadenylatového
konce (polyA-konec), ktery sestava z n€kolika desitek adenylatovych zbytka. Tato struktura

opét brani degradaci molekuly a tim pfispiva k jeji stalosti.
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Dalsim krokem pfi modifikacich molekuly hnRNA je sestiih, neboli splicing (Obr. 18).
Geny eukaryot obsahuji kodujici sekvence = exomy a nekodujici sekvence = introny.
Préavé introny musi byt pted translaci z hnRNA odstranény, k ¢emuz slouzi tzv. spliceosomy.
Jsou to v jadfe se nachazejici ribonukleoproteinové komplexy, ve kterych ma katalytickou
funkci molekula RNA (tzv. snRNA = small nuclear RNA). Jejich tkolem je piesné a specificky

vystfihnout nekodujici sekvence.

methylguanosinova
5' éepicka g 5'

polyadenylatovy
konec

Obr. 18. Vyobrazeni procesu znamého jako splicing. Na zacatku je vidét molekula hnRNA obsahujici
introny (Zluté) i exony (modre), nasledné je pfipojena methylguanosinova cepicka a polyadenylatovy
konec, dale na hnRNA nasedaji spliceosomy, které vystfihuji introny a tak vznika vyslednd mRNA.

Také ostatni typy bunéénych RNA jsou posttranskripéné upravovany. rRNA je syntetizovana jako jeden velmi
dlouhy fetézec a pak je specifickymi endonukleasami rozstépena na nékolik typd molekul, které se stavaji soucasti
nukleoproteinovych komplexi ribosomi. Také tRNA je syntetizovana jako prekursor, ze kterého je nasledné
funk¢ni forma vystépena. Mnohé baze jsou pak modifikovany (viz kapitola ,,RNA®).

Prokaryotické mRNA nepodléhaji Zddnym modifikacim, proto je mozné proces translace

na 5'- konci zapocit uz v dobé¢, kdy syntéza koncové 3'- ¢asti neni jest¢ dokoncena.

1.12 Translace — geneticky kod a aktivace aminokyselin

K tvorbé¢ proteinti je nutny pieklad (translace) "z jazyka nukleovych kyselin do feci bilkovin."
"Slovnikem" nutnym k tomuto piekladu je geneticky kéd. Ten je charakterizovan ctyfmi

atributy:
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a) je tripletovy - kazdd AMK je popsana alespon jednim tripletem (trojici) nukleotidu.
Pokud tedy potiebujeme do rostouciho polypeptidového fetézce zaradit novou AMK,
velka ribosomalni podjednotka ptecte 3 po sob¢ jdouci nukleotidy (kodon, napt. CAU
nebo CAC) na mRNA a dle nich zaradi piislusnou AMK.

b) je degenerovany - pro zabudovani jedné AMK muzeme pouzit jeden, ale i vice kodonii.
Vzhledem k tomu, ze se na mRNA vyskytuji ¢tyfi typy nukleotidii (A, U, G a C),
které maji vytvofit triplety, je tedy celkovy pocet moznych tripletii 4°, tj. 64 trojic bazi.

c) je univerzalni - plati (az na vyjimky) stejnd pravidla pro bakterie i vSechny eukaryotni
buiiky. Jednou z vyjimek je napt. geneticky koéd mitochondrie, kde je napft. tryptofan
(Trp) kodovan univerzalnim STOP-kodonem UGA.

d) neprekryva se — ve vlaknu nukleové kyseliny je kazdy nukleotid soucasti vzdy

jen jednoho tripletu.

Histidin (His) = CAU, CAC

kodon = triplet

UAC

5l
' smér ¢teni mRNA

Obr. 19 — Diagram zobrazujici vztah mezi aminokyselinami a jejich tripletovymi kodony. Fialové je
vyznacena aminokyselina methionin, tmavé Sedé pak STOP-kodony. V. momenté, kdy bychom chtéli
napf. zjistit kodony pro AMK histidin, najdeme ji po obvodu diagramu. Nasledné od stfedu kruhu
¢teme pismena za sebou, tedy CAU nebo CAC.

Kodony, tedy triplety nukleotidi v mRNA (n¢kdy se termin kodon pouziva i pro DNA),
slouzi tedy zejména k zatazeni aminokyseliny do vznikajiciho fetézce peptidu (viz Obr. 19).
Nekteré kodony jsou ovSem urCeny k jinym ucellim. Pro terminaci translace jsou urCené
tzv. terminacni, téz STOP-kodony (UAA, UAG, UGA), které nekoduji zddnou AMK, ale
v momente, kdy se objevi v A-misté transla¢niho aparatu (viz Translace — pribeh), jsou

rozpoznany specifickymi rozpustnymi proteiny zvanymi uvoliiovaci faktory, které po navazani
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ukonci cely proces translace. Naopak iniciaéni kodony (AUG) jsou signalem k zahajeni

translace a soucasné i kodonem pro methionin (viz Translace — priibéh).

U replikace a transkripce vstupuji stavebni kameny novych vldken nukleovych kyselin
v aktivované formé jako (deoxy)nukleotidtrifosfaty. Nesou si tedy s sebou balicek energie
v podobé anhydridové vazby mezi fosfaty, diky kterému je samotnd polymeracni reakce
mnohem rychlejsi. U translace, kdy se za sebou fadi jednotlivé aminokyseliny, je také potfeba
danou AMK aktivovat idealn¢ jesté predtim, nez vstoupi do translacniho procesu. Tento proces
aktivace je katalyzovan enzymem aminoacyl-tRNA-ligasou patiici do tfidy ligas.
Nejprve se na karboxylovou skupinu aminokyseliny anhydridovou vazbou navaze AMP
(uvoliuje se pyrofosfat), ktery je pak nahrazen ptislusnou tRNA za vzniku esterové vazby
(ta vznikd mezi karboxylovou skupinou AMK a volnou -OH skupinou ribosy na 3'-konci tRNA)
(viz Obr. 20). Enzymy katalyzujici aktivaci AMK jsou lokalizovany v cytosolu, nesouviseji
tedy s ribosomy a tim padem mohou vytvaret aktivované AMK (aminoacyltRNA) do zasoby.

’ aminoacyl-tRNA
o . q

aminoacyl-
tRNA-ligasa

o o ° o
0=?-0-|F|'-0’ + H;N‘ N +  Ha Iammoacyl

o o (|: tRNA-ligasa
pyrofosfat HNZ \c/“
aminoacyl-AMP | ] o~
‘Svr c..,_" o- l"— 0
1]
o
OH uH
tRNA

Obr. 20 — Schéma popisujici aktivaci aminokyseliny (pfeneseni na tRNA) pomoci molekuly ATP.

Kazdému kodonu (na mRNA) odpovida urcity antikodon (na tRNA). Tedy pro kazdy triplet
kodujici AMK existuje v butice pfislusnd molekula tRNA. Proteiny lidského téla se skladaji
z 21 "proteinogennich-proteiny tvoficich" aminokyselin (21. je selenocystein), které jsou
v pribéhu translace pfindSeny navéSené na tRNA do vazebného mista ribosomu.

Aminoacyl-tRNA-ligasy jsou velmi pfisn¢ substratové specifické enzymy.

30



Rozeznavaji jak urCitou aminokyselinu, tak 1 ji pfisluSnou tRNA tim, Ze pro né maji

vybudované ptresné "padnouci" vazebné misto.

1.13 Translace — co je potieba

Na rozdil od jaderné replikace a transkripce, probihd translace v cytoplasmé
na nukleoproteinovych komplexech - ribosomech, sestavajicich ze dvou podjednotek.
Ribosomy se mohou nachazet volné ¢i na hrubém endoplasmatickém retikulu.

Prokaryotni a eukaryotni ribosomy se lisi ve své struktuie. Tato odli$nost se stanovuje pomoci sedimentacniho
koeficientu Ten pifimo souvisi s molekulovou hmotnosti dané latky a udava cas, za ktery probchne
v ultracentrifuze sedimentace ribosomu. Jednotkou je Svedberg (S), tato jednotka predstavuje ¢as 1073 sekundy.
Pak mizeme prokaryoticky ribosom oznacit jako 70S, eukaryoticky jako 80S.

mRNA vznikajici transkripci v jadie obsahuje na 5'-konci guanosinovou cepicku,
kterd ji umoziiuje navdzat se na malou podjednotku ribosomu, a na 3'-konci

pak polyadenylatovy konec ochranujici vlakno mRNA pted exonukleasami.

ribosom MmRNA tRNA

(v odstinech hnédé jsou (Cervené je vyznacena (Eervené jsou vyznaceny
znazornény rRNA, mo 5'-methylguanosinova antikodonové sekvence, modre
pak bilkovinové &asti) cepicka, zelené pak akceptorové sekvence a fialové,
polyA konec) hnédé a pak riizné

aminokyseliny)

Obr. 21 — Nékteré molekuly a nadmolekularni struktury potfebné pro proces translace.

Molekula tRNA ma nékolik dilezitych ukoli. Zaprvé dopravuje ptislusnou aminokyselinu
na ribozom (ve formé tzv. aminoacyl-tRNA), zadruhé pak zprosttedkovava kontakt s mRNA
(diky antikodonu), tedy zodpovida za navazani spravné AMK na piislusny kodon. Vyse

popsané soucasti procesu translace jsou zobrazené na Obr. 21.
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Ribosom, mRNA a aminoacyl-tRNA nejsou zdaleka jediné struktury potifebné pro spravny
prabéh translace. Té se dale ucastni mnoho riznych proteind plnicich regulacni funkce.

Jejich predstaveni je ovSem nad ramec tohoto textu.

1.14 Translace — pribéh

Translace patii k nejslozitéjSim bunéfnym procesim. Probiha na ribosomech
(nukleoproteinovych komplexech), které pusobi jako katalyzatory. Ribosomy se nachézi
na hrubém endoplasmatickém retikulu nebo voln¢ v cytoplasmé. Cely proces je zjednodusené

znazornény na Obr. 22.

mRNA (se v§emi posttranskripénimi tipravami) se dostava z jadra do cytoplasmy skrz jaderné

pory. Zde se vaze na ribosomy pfitomné na hrubém endoplasmatickém retikulu diky 5'-Eepicce.

Kazdy ribosom je sloZzen ze dvou nekovalentné spojenych podjednotek - malé a velké.
Do prostoru mezi nimi se vaze mRNA (konkrétn¢ primarné na malou podjednotku), ktera zde
slouzi jako templat pro translaci, tedy syntézu nového peptidu/proteinu. Kromé velké a malé
podjednotky cely komplex obsahuje mnoho faktort, proteind, které jsou potiebné pro spravny
prubch translace (translaéni faktory) a dale tRNA nesouci prvni aminokyselinu nového
fetézce, kterou je vzdy methionin (tRNAM®) skodonem AUG (u bakterii je touto
aminokyselinou N-formyl-methionin). Po navazani mRNA na malou podjednotku ribosomu
translaénim faktorm se navaze velkd podjednotka a tRNAM® se ocitne v jejim P-misté
(peptidylové misto), viz Obr. 22. A-misto (aminoacylové misto) je volné a mlize se do n¢j podle
volného kodonu na mRNA navazat dal$i tRNA nesouci ptisluSnou aminokyselinu. V. momenté
vazby takové tRNA (pomoci H-mistk) na mRNA vznika peptidova vazba a to pfenosem
peptidylového zbytku, doposud vézaného esterovou vazbou na tRNAM® na volnou
aminoskupinu aminokyseliny v A-misté. Reakce je katalyzovana peptidyltransferasou, ktera je
soucasti nadmolekulové struktury ribosomu. Vznikl tedy dipeptid a nyni se musi obnovit
pivodni stav. Molekula tRNA, z niZ byl pfesunut peptidylovy zbytek, méni svou konformaci,
ztraci afinitu k P-mistu a disociuje od ribosomu do cytoplasmy, ¢imz se P-misto uvolni. Do ng;
se presune peptidyl-tRNA a soucasné¢ se presunuje i mRNA o jeden kodon (triplet) ve sméru

5'—3". Tento pfesun vyzaduje pfitomnost elongacniho faktoru a hydrolyzu molekuly GTP.
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Timto zplsobem pokracuje elongacni faze translace. Cely proces proteosyntézy je velmi
energeticky narocny. Uvadi se, Ze rostouci bakterialni bunky vyuzivaji 90 % energie ziskavané

katabolickymi procesy prave pro translaci.

' AUG CAA UAC GGC U AA AUG CAA UAC GGC AUG CAA UAC GGC UAaA

Obr. 22 —Znazornéni procesu translace.

Elongaéni faze kon¢i v momenté, kdy ribosom dospéje k sekvenci stop kodonu (UAA, UAG
nebo UGA), ktery se dostane do A-mista. V butice obvykle neexistuji tRNA schopné navazat
se na STOP kodon. Translace se proto zastavi a a na vznikly komplex se mize navazat jeden
z terminac¢nich (uvoliiovacich) faktorti. Jsou to proteiny schopné rozlozit cely komplex.
Dochazi tedy k oddaleni obou ribosomdlnich podjednotek, oddisociuje mRNA
1 peptidyl-tRNA, z niZ je pak jesté nutno hydrolyticky odstépit vznikly polypeptidovy fetézec
(bilkovinu).

1.15 Translace — modifikace

Pti translaci vznika polypeptidovy fetézec, ktery je ovSem potieba dale upravit a vytvofit
tak funkéni protein. Témto Upravam fikame posttranslaéni modifikace (Obr. 23 a 24). Jedna

se o upravy chemické struktury povétSinou enzymaticky fizené.
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K castym upravam patii zkracovani polypeptidového retézce. Zikladem je hydrolyza
methioninu na N-konci, ktery je prvni aminokyselinou v molekule. K vystépovani urcité casti
proteinu muze dochazet 1 vcilové tkani. Pfikladem je napf. enzym pepsin,
ktery se do zalude¢niho lumen vylucuje v podob¢ neaktivni formy pepsinogenu a teprve po
kontaktu s kyselym pH Zaludku dochézi k odstépeni kratkého peptidu kryjiciho aktivni misto
tohoto enzymu. Tehdy se z neaktivniho pepsinogenu stava aktivni pepsin $tépici bilkoviny.
Tento princip aktivace pomoci odstépeni nekteré casti z proteinu (vétsinou z N-konce) je zékladem tzv. krevni
koagulacni kaskady. V momenté, kdy je porusena celistvost krevniho fecisté, je potieba rychle v daném misté
vytvofit srazeninu, kterd ranu ucpe a zabrani vykrvaceni. K tomuto slouzi kaskada nékolika na sebe navazujicich
reakci, kdy se neaktivni forma enzymu (Casto proteasy) méni na aktivni (napf. zména neaktivniho prothrombinu
na aktivni thrombin) a tim ve vysledku dochazi k agregaci proteinu fibrinu, ktery ranu ucpe.

Pfi enzymové fizené dehydrogenaci dochazi k oxidaci thio skupin aminokyselin cysteinu
a vzniku disulfidovych mustkii, které kovalentné poji riizné ¢asti fetézce dohromady a podili

se tak na vzniku terciarni struktury proteinu.
Dalsi modifikaci (zejména u transportnich proteinti ¢i enzymi) je pFipojeni iontd kovii (Cu®*,
Zn**, ...) do struktury polypeptidu. Ty se do fetézce vmezeiuji diky koordinaéné-kovalentni

vazbé a napf. u metaloenzyml se Casto piimo podili na jejich katalytick¢ funkci.

O

ion kovu

Obr. 23 — Zde jsou vidét nékteré posttranslacni modifikace proteinl (vystfizeni methioninu, vytvoreni
disulfidovych mastk( a koordinace iontu kovu — znazornén Sedivou kulickou).

Mezi dalsi modifikace patii napf. fosforylace proteind. Ta je jednim z hlavnich mechanismi regulace enzymatické
aktivity (fosforylovany enzym je aktivni, nefosforylovany katalytickou funkci nevyvolava; je potieba podotknout,
ze u neékterych enzym plati toto pravidlo obracen¢€). Mezi typicky fosforylované proteiny fadime napf. jiz vyse
zminény pepsin. Dale se nékteré aminokyseliny proteinu mohou hydroxylovat (zejména kolageny), mohou na n¢

byt navéSeny mono- ¢i oligosacharidy (tim vznikaji glykoproteiny), lipidové slozky (vznik lipoproteini) apod.
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Vétsina bilkovin ma béhem své syntézy (¢i po svém vzniku) tendenci shlukovat
se napf. nepolarnimi ¢astmi svych fetézci dohromady a tim tvofit ddle nevyuzitelné shluky
(agregaty). Naopak u nesbalenych proteinii mtiize dochdzet ke Stépeni fetézcti (endo-, exo-)
proteasami. Jako ochrana pted nechténou agregaci ¢i Stépenim slouzi tzv. chaperony, kulovité
proteiny vazici se na peptidovy fetézec a stabilizujictho do doby, nez se ten zformuje
do vysledného tvaru. Dal$i moznosti poskladdni proteinu do finalni struktury nabizi
soudeCkovity proteinovy utvar chaperonin (Obr. 24). Ten do svého nitra pojme nesbaleny

protein a sledem konformac¢nich zmén je nasledn¢ za spotieby ATP vytvotren nativni (funkéni)

protein, jez je vypuzen ze soudku ven.

ion kovu

B-sheet

Obr. 24 — Chaperoniny a jejich mechanismus skladani proteinu do findlni struktury. Do dutinky
chaperoninu se vmezeti nesloZeny protein (spolecné napft. s ionty kov(), obr. 1). Chaperonin je
nasledné uzavren a postupnych stahovanim a roztahovanim soudku je protein formovan do
vysledného tvaru (obr. 2)). Na konci procesu se chaperonin otevie na druhé strané a vypusti sloZzeny
protein do cytoplasmy (obr. 3)).

Finalni struktura proteinti je tedy dana mnoha riznymi modifikacemi. Primérni struktura
proteintl je ur¢ena pomoci potadi aminokyselin v polypeptidovém fetézci. Za vznik sekundarni
struktury (o-helixii a B-sheetll) zodpovidaji H-mistky. Na findlnim sbaleni téchto sekundarnich
struktur do struktury terciarni pak mohou disulfidové mustky, interakce s ionty kovi,

van der Waalsovy sily, H-mustky apod.
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1.16 PCR - co je potieba

Metoda PCR (polymerase chain reaction — polymerdzova fetézova reakce) slouzi k namnozeni
piedem definovaného malého mnozstvi iseki DNA do takové koncentrace, kdy je mozné
danou genetickou informaci detekovat. K celému procesu je nutna znalost sekvence nukleotidti

v ptvodni, tedy tzv. amplifikované, molekule DNA.

Cely proces je v mnohém podobny replikaci. Pro zapoceti reakce jsou zapotfebi dva primery
(15-25 bazi dlouhé useky DNA), které nasedaji na 3'-konec vldken ptivodni DNA a které slouzi
jako startovaci pozice pro DNA-polymerasu. Tento enzym, ktery katalyzuje rast novych fetézcii
DNA, pochazi ze skupiny tzv. Taq-DNA-polymeras. Ty byly ziskany z termofilni bakterie
Thermus aquaticus (proto Tag-polymerasy), ktera zije v blizkosti podmotskych horkych
prament (Cernych a bilych kutéka). Diky tomu si enzym zachovava aktivitu i za vysokych
teplot. Rlst novych vldken DNA by se neobesel bez stavebnich kamenti, deoxyribonukleotidii.
Tak jako ve vSech typech DNA i zde se objevuji nukleotidy nesouci ¢tyii dusikaté baze: adenin,

thymin, cytosin a guanin (Obr. 25).

thermocycler

Taq-DNA-
plivodni DNA  pufr polymerasa deoxyribonukleotidy

Obr. 25 — Komponenty potfebné pro PCR.

Veskeré jiz zminéné komponenty je nutné vlozit do prostiedi, ve kterém budou idedlni
podminky pro pribéh samotné polymerazové reakce (zejména pro aktivitu DNA-polymerasy).

Jedna se zejména o stalou hodnotu pH. Toto prostfedi navozuje pufraéni roztok.

1.17 PCR - priibéh

Metoda PCR (polymerase chain reaction) slouzi k namnoZeni malého vzoru genetické

informace, ktery je pak detekovatelny dalSimi metodami analytické biochemie jako
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napft. gelovou elektroforézou. Je také mozné z velkého iseku DNA pomoci primert (viz déle)

vybrat jeden konkrétni gen, jehoz nukleotidovou sekvenci zname, a nechat namnozit pouze ten.

Zacatkem je tieba do pufracniho roztoku v eppendorfové zkumavce napipetovat potiebné
chemikélie o potfebné koncentraci: Taq-DNA-polymerasu, deoxyribonukleotidy, primery
a samoziejme vzorek DNA. Pfistroj pro provadéni PCR se nazyva thermocycler. Ten obsahuje
blok jamek, do kterych Ize zkumavky vkladat a ktery je nasledné schopen zvySovat ¢i snizovat

teplotu podle piedem daného nastaveni.

Samotny pribeh PCR se d€li do cykla, ¢im vice cykli, tim vice se DNA namnozi. Kazdy cyklus
ma 3 kroky. V prvnim kroku se roztok s amplifikovanou (kopirovanou) DNA zahtiva na teplotu
kolem 96 °C. Tim dochdzi k denaturaci celé molekuly (pferuseni H-mustkli mezi bazemi
a rozvolnéni celych vldken). V druhém kroku cyklu se teplota snizi na cca 55 °C a to z toho
divodu, aby na pocatecni useky mnozené casti vldken DNA mohly nasednout
deoxyribonukleotidové primery. Ty se s vlakny spoji opét pomoci H-mustkt. Tteti krok cyklu
je katalyzovan termostabilni Tag-DNA-polymerazou. Teplota se v této fazi 1isi v zavislosti
na pouZité polymerase. Nejcastéji se jedna o enzym majici teplotni optimum mezi 75-80 °C.
Polymerasa vytvati z deoxyribonukleotidi komplementdrni vldkna (Obr. 26). Témito kroky
jsme ziskali v jedné reakéni smeési dvé kopie zjednoho useku DNA obsahujiciho gen,

ktery potfebujeme detekovat. Pfi druhém cyklu ziskame Ctyti kopie, pfi tfetim osm apod.

100() ¢ (°C)

cyklus ¢.:1

75

50

Obr. 26 — Znazornéni tretiho kroku prvniho cyklu metody PCR.
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Po skonceni treti faze prvniho cyklu se cely proces nékolikrat opakuje (napt. 29x, tedy probiha
30 cyklt) — viz Obr. 27. Z jedné molekuly DNA je tak mozno na konci celého procesu ziskat

az 1 miliardu namnozenych usek.

cyklus C.:2

100() ¢ (°C)

75

G[G[G[TIA] c T [&fiar.
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Obr. 27 - Znazornéni tfetiho kroku druhého cyklu metody PCR.

Metoda PCR se vyuZziva k mnoha G¢ellim. Diky ni je mozné detekovat infekéni DNA ve vzorku
(napt. detekce virového proteinu z nosohltanové sliznice pii vySetfeni na onemocnéni
covid-19), lze takto v genomu identifikovat dédi¢né choroby, ¢i napf. pfifadit vzorek neznamé

tkané ke konkrétnimu ¢loveéku, zname-li sekvenci jeho genomu.
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