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1. Uvod

Molekularni biologie je védni disciplina zabyvajici se studiem bunéénych biologickych procest na
jejich molekularni urovni. Vénuje se popisu biologickych makromolekul a jejich vzajemnym funkénim
vztahlim. Zvlastni pozornost je vénovana zejména funkci makromolekul podilejicich se na dédicnosti
organismu, tedy DNA, RNA a proteiniim, jejich vzajemné interakci a regulaci jejich funkce.

Nazev molekularni biologie byl poprvé pouzit ve tficatych letech dvacatého stoleti, a to hned dvéma
védci nezavisle na sobé& — Warrenem Weaverem a Williamem Thomasem Astburym.

1.1 Struktura a funkce bilkovin

Bilkoviny (tj. proteiny) jsou makromolekuldrni organické latky tvorené retézcem aminokyselin
vzajemné spojenych peptidovou vazbou. Ta spojuje jednoduchou kovalentni vazbou aminoskupinu
jedné aminokyseliny a karboxylovou skupinu druhé aminokyseliny. Polykondenzaci pak vznika rizné
dlouhy fetézec aminokyselin ukonceny na jedné strané volnou aminoskupinou (N- konec) a na strané
opacné volnou karboxylovou skupinou (C- konec).

Proteiny lze podle sloZeni rozdélit na dvé zakladni skupiny: 1) jednoduché a 2) slozené. Mezi
jednoduché proteiny, které obsahuji fetézce tvorené jen aminokyselinami patti fibrilarni proteiny
(skleroproteiny) a globularni proteiny (sféroproteiny). Fibrilarni proteiny jsou ve vodé nerozpustné a
plni predevsim strukturni funkce (napfiklad kolagen, keratin). Globularni proteiny jsou ve vodé
rozpustné a maji kulovity tvar (napriklad albumin). SloZené proteiny obsahuji kromé proteinové casti i
Cast neproteinovou, podle niz se rozlisuji na: glykoproteiny (obsahujici glykosidicky vazany sacharid);
metaloproteiny (vazajici iont kovu, napt. feritin, transferin); chromoproteiny (obsahujici jako
prostetickou skupinu pigment, napf. hemoglobin, myoglobin); nukleoproteiny (obsahujici navazané
nukleové kyseliny) a lipoproteiny (obsahujici lipidy).

V molekule proteinl lze rozlisit nékolik struktur: 1) primarni strukturu; 2) sekundarni
strukturu; 3) terciarni strukturu a 4) kvartérni strukturu. Primarni struktura je podminéna sekvenci
aminokyselin (vzajemné propojenych peptidickymi vazbami) v fetézci bilkoviny, jejichZ poradi je ¢teno
od N- k C- konci. Sekundarni struktura je podminéna vznikem vodikovych mustk(i mezi NH- a C=0
skupinami peptidové vazby. Mezi nej¢astéjsi sekundarni struktury patfi tzv. alfa-helix, kdy je fetézec
bilkoviny sto¢en do pravotocivé nebo levotoCivé Sroubovice s délkou jednoho zavitu 3,6
aminokyselinovych zbytk( a tzv. beta-skladany list, kdy jsou fetézce dva, usporadané rovnobéziné a
antiparalelné, pticem? je vzdjemné stabilizuji H-mustky. Mezi sekundarni struktury patfi téZ napriklad
Zn-prst, Leu-zip a dalsi. Tercialni struktura popisuje prostorové usporadani molekuly podminéné
interakcemi mezi vedlejSimi skupinami retézce (elektrostatickymi silami, H-mUstky, SH- vazbami,
nepolarnimi interakcemi apod.). Nepolarni skupiny obvykle smétuji do nitra molekuly a vzajemnymi
hydrofobnimi silami pfispivaji k udrzeni jejiho tvaru (na povrchu molekul rozpustnych bilkovin se
objevuji zfidka). Relativné dlouhou dobu se predpokladalo, Ze se prostorova struktura proteinu vytvari
samovolné, v disledku primarni struktury. V souc¢asné dobé je vSak zndmo, Ze v mnoha pfipadech
asistuji u tohoto déje specialni proteiny, tzv. chaperony, které mohou navic (diky ATP) za urcitych
podminek opravit i porusené usporadani molekuly. Kvartérni struktura popisuje prostorové usporadani
podjednotek proteinl sloZzenych z vice nez jednoho fetézce (podjednotky nejsou vzajemné spojeny
peptidovymi vazbami).

Dlsledkem prostorového usporfadani proteinové molekuly je to, Ze se postranni skupiny
aminokyselin (které v primarni struktufe mohou byt daleko od sebe) dostanou do vzajemné blizkosti a
do zcela urcitych prostorovych vztahl. Pfi velké rozmanitosti proteint tak vznikaji na povrchu
proteinovych molekul mista, ktera jsou specificky schopna vazat nejriiznéjsi organické latky, které se
oznacuji jako ligandy tohoto proteinu. Pravdépodobné nejzndméjsi je pfipad enzymi, kde je ligandem
substrat, tj. latka, jejiz chemickou preménu je enzym schopen katalyzovat.
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Proteiny maji v organismu fadu funkci, mezi hlavni patfi napfiklad vySe zminéna
strukturni/strukturalni funkce (opora bunék, tkani, téla), podili se na zajisténi integrity organismu, na
transportu latek, latkové vyméné nebo tieba také obrané organismu (protilatky).

Zména prostorové struktury proteinové molekuly se oznacuje jako denaturace. Denaturace je proces,
pfi némz protein ztraci své specifické vazebné (pripadné katalytické) vlastnosti (napfiklad plisobenim
rady fyzikalnich a chemickych faktord). Mirna denaturace muiZe byt vratnym procesem (renaturace),
avsak denaturace napfiklad velmi vysokou teplotou, mize protein trvale (nevratné) poskodit.

Obr. 1 — Struktura proteinu
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Zdroj: http://www.materialy-do-skoly.cz/maturitni-otazky/chemie/aminokyseliny-bilkoviny/

DalSi pojmy ke studiu: specializované funkce aminokyselin, historické milniky v porozuméni
proteintm, typy aminokyselin, svinuté klubko, proteinové rodiny, protilatky, chromatografie, enzymy,
motorové proteiny, molekularni prepinace, proteinové stroje

1.2 Struktura a funkce nukleovych kyselin — parovani basi, denaturace, renaturace a hybridizace,

Vv

sekundarni struktury, vyssi struktury DNA

Nukleové kyseliny jsou svym plvodem podobné proteindm. Jejich hlavni dlohou je zodpovidat za
reprodukci organismu. Diky odliSné produkci proteind pusobi druhové odlisnosti. | pres to, Ze byly
nukleové kyseliny poprvé izolovany jiz roku 1869 (Svycarsky lékai Mieschner objevil neznamou latku
v jadrech bunék bilych krvinek hnisu — nuklein), jejich vyznam byl prokdzan az v roce 1944 (Averyho-


http://www.materialy-do-skoly.cz/maturitni-otazky/chemie/aminokyseliny-bilkoviny/
https://cs.wikipedia.org/wiki/Averyho-MacLeod%C5%AFv-McCartyho_experiment

MacLeodiv-McCartyho experiment).
Do historie objevovani nukleovych kyselin patfi nékolik vyznamnych milnik(:

1865 - Mendelovy zdkony dédicnosti

1869 - poprvé izolovana DNA Mieschnerem z jader bunék hnisu

1911 - gen jako zakladni jednotka dédi¢nosti

1943 - rentgenova difrakce DNA

1952 - geny jsou z DNA

1953 - Watson + Crick — dvousroubovice - DNA (1962 Nobelova cena)

1961 - m-RNA prenasi genetickou informaci v burice

1975 - sekvenovani DNA

1977 - objev intrond

1982 - vznik GenBank — databdaze prectené DNA

1990 - projekt sekvenace lidského genomu HUGO

1995 - osekvenovan prvni mikrobidlni genom Haemofilus influenzae (patogenni bakterie)
1996 - osekvenovan prvni eukaryoticky genom — kvasinka Saccharomyces cerevisiae
1998 - osekvenovan prvni mnohobunécny organismus hlistice Caenorhabtitis sp.
1999 - osekvenovan nejmensi lidsky chromozém 22

2000 - lidsky chromozém 21, prvni pracovni verze kompletniho lidského genomu
2003 - finalni verze lidského genomu

* vice napt na: https://www.nature.com/milestones/miledna/pdf/miledna_timeline.pdf

https://sig.ias.edu/rise/tumblr/milestones-of-molecular-biology
https://www.broadinstitute.org/what-broad/areas-focus/project-spotlight/crispr-timeline

Nukleové kyseliny jsou biochemické makromolekularni latky, tvorené polynukleotidovym retézcem,
ktery ve své struktufe uchovava genetickou informaci — tim urcuji ¢innosti bunék a nepfimo i celého
organismu. Podobné jako proteiny maji nerozvétveny retézec vznikly kondenzaci nukleotidd.
Nukleotidy jsou nizkomolekularni slouceniny sestdvajici ze tfi zdkladnich slozek: 1) dusikatych
cyklickych bazi (purinové — adenin a guanin a pyrimidinové — cytozin v obou typech, v RNA pak uracil
a v DNA tymin), 2) pentdozy (RNA — rib6za, DNA — deoxyribdza) a 3) kyseliny trihydrogenfosforecné.

V ,patefi“ fetézce nukleovych kyselin se stfidaji zbytky pentdzy a kyseliny fosfore¢né, postranni
skupiny jsou dusikaté baze, glykosidicky vazané na zbytky pentéz. Kyselina fosfore¢nd se vaze na
hydroxyl na uhlikovém atomu 3’ (soucasti cyklu) a na hydroxyl atomu 5" (neni soucasti cyklu)
diesterovou vazbou. Molekuly nukleovych kyselin maji tedy 3°- konec a 5 *- konec.

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je nositelkou genetické informace vSech organism( s vyjimkou
nékterych nebunécnych, u nichZz hraje tuto uUlohu RNA (naptiklad RNA viry). U eukaryotickych
organismu (napfiklad rostliny a Zivocichové) je DNA hlavni slozkou chromatinu (smési nukleovych
kyselin a proteint), zatimco u prokaryot (napfiklad bakterie) se DNA nachdzi volné v cytoplazmé.
Primarni struktura DNA |ze znazornit jako linearni fada nukleotida (baze, cukr, fosfat) nebo treba jako
fada pismen, které odpovidaji dusikatym bazim v téchto nukleotidech (chybi-li fosfat, hovofi se o
tzv. nukleosidu). Jak jiz bylo zminéno, DNA je smérovana (tzv. direkcionalizovana), tzn., Ze se daji
jednoznacné odlisit oba konce.

Molekula DNA mizZe byt jedno-fetézcova az ctyf-fetézcova (jedno-retézcova a dvou-fetézcova
u virQ, dvou-fetézcova, tzv. dvousroubovice u bunéénych, troj-fetézcova docasné pfi crossing-overu,
Ctyr-fetézcova — Hollidaylv spoj). Dvousroubovici DNA (sekundarni struktura, tzv. double-helix —
obvykle pravotodiva dvousroubovice, kdy na jeden zavit pfipada deset parl bazi) tvori dvé navzajem
spletené Sroubovice, kazda mifici opacnym smérem (fetézce jsou tzv. antiparalelni). Mezi protilehlymi
bazemi obou vldken se vytvareji vodikové mastky, a to tfi mezi guaninem a cytosinem nebo dva mezi
adeninem a thyminem. Jedna se o tzv. komplementaritu bazi — zni poté vychazi i vzdjemna
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komplementarita obou vldken DNA (vZdy je na urcité pozici v molekule jeden nukleotid z dvojice a
v protéjSim vldkné druhy z nich — takto se uchovava v kazdém z vlaken tatadz informace). Diky velkému
mnozstvi vodikovych vazeb je dvousroubovice relativné stabilni Gtvar, ovSem pfi zahrati molekula DNA
denaturuje a oba retézce se od sebe oddéli. Po ochlazeni vSsak mohou i dlouhé komplementarni fetézce
utvorit plvodni dvousroubovici, tzv. renaturovat. Na schopnosti denaturace a renaturace DNA je
zaloZena tzv. hybridizace DNA, tj. tvorba dvou-retézcovych hybridi ze dvou jedno-fetézcovych a
komplementarnich molekul (vyuZiva se napftiklad k testu komplementarity sekvenci aj.).

V obecném povédomi DNA tvofi dvousroubovici (DNA A, DNA B, DNA Z), nicméné existuji i jiné
zpUsoby usporadani retézce, vymykajici se tradicni predstavé. Nékteré se vyskytuji iv bunkach
(in vivo), jiné jsou spisSe laboratorni zalezitost. V rdmci terciarni struktury dvousroubovice zaujima tvar
tzv. super-helixu, kdy se dvousSroubovice sta¢i do dalsi Sroubovice. Kvartérni struktura byva
oznacovana jako nuklozém, ktery se formuje v tzv. solenoid a ten pak v urcité fazi déleni bunky tvofi
tzv. chromosom (kondenzovand DNA). Ve fazi bunky, kdy neprobiha déleni je chromosom rozvolnén
do tzv. chromatinu. Mezi dalSi vyssi Urovné struktury DNA patfi také tzv. genom —souhrn DNA v bunce.

Mnohdy se vyuZivd neobvyklych parovacich mist na molekulach bazi (naptiklad G-kvartetd,
ctyfvlaknovych usekll DNA v telomerickych oblastech chromozom(, v nichz do kruhu paruji Ctyfi
guaninové baze). Co se tyce trojSroubovice DNA, pravdépodobné muZe docasné vzniknout pfi
tzv. crossing-overu nebo byt pfipravena laboratorné. DNA se také muZe vétvit — tak mohou vznikat
napf. tfivlaknova ¢i ¢tyfvlaknova spojeni. V nékterych pripadech dvousroubovicovda DNA na jednom
svém konci lokdIné denaturuje a na uvolnéné konce se pfipoji treti fetézec — v prostredi buriky by tato
struktura mohla vznikat napfiklad pfi vySe zmifovaném crossing-overu, pokud nedoslo
k replikaci v jednom z genomu. V jiném pfipadé mohou denaturovat dvé dvousroubovice a vzajemné
se komplementarné pfilozit, ¢imZ vznikne Ctyivlaknové spojeni (v pfipadé crossing-overu se jednd
o znamy Hollidaytiv spoj, ktery umoznuje vlastni vyménu homolognich viaken). Pti replikaci DNA ¢i pfi
jeji opravé mohou vétveni vznikat také. V laboratofi nicméné vznikaji jesté mnohem fantastictéjsi
prostorové struktury DNA — byly vyrobeny napfiklad krychle ¢i osmistény sloZzené celé pouze z DNA
molekul (tyto a dalsi syntetické struktury DNA jsou v centru zajmu DNA nanotechnologl).

Ribonukleova kyselina (RNA) je zodpovédna za prenos informace z urovné nukleovych kyselin
do proteinlia u nékterych vir je dokonce samotnou nositelkou genetické informace (viz vyse). V
mnoha ohledech je podobna deoxyribonukleové kyseliné (DNA), od které se lisi jednak pfitomnosti
ribézy, kterou ma ve své cukr-fosfatové kostfe namisto deoxyribdzy, a také tim, Ze vyuzivd nukleovou
bazi uracil namisto thyminu. Diky vétsi reaktivité ribdzy mize molekula RNA zaujimat vétsi mnoZstvi
prostorovych usporadani a zastdvat mnohem vice funkci nez mnohem stabilnéjsi DNA, ktera je
vyuzivana burikou predevsim jako uloZisté genetické informace. Molekula RNA je také na rozdil od DNA
obvykle jednovlaknova (Casto ovSem diky vnitfnimu parovani zaujima slozitéjsi strukturu, a v
nékterych pfipadech, napfiklad u nékterych vir(, se vyskytuje i dvouvldknova RNA). RNA ma v téle radu
funkci, z nichz hlavni je zajisténi prekladu genetického kédu, tedy prevod informace z DNA do
struktury proteind. Oblast DNA nesoucigenje nejprve prepsana (procesem transkripce)
do mediatorové/messenger RNA (mRNA). Ta je nasledné preloZena (procesem translace) do protein(
tvofenych fetézcem aminokyselin. Zarazeni spravné aminokyseliny pfi tvorbé proteinll zajistuje
vazba transferové RNA (tRNA) na specificky kodén v mRNA pomoci parovani jejich bazi. Samotny
preklad genetického kddu probihd na ribozomu, ktery je slozeny z ribozomalni RNA (tzv. rRNA) i
proteinli, pficemz RNA v ribozomu netvoli pouze strukturni slozku, ale je zodpovédna i za
syntézu peptidové vazby v nové vznikajicim proteinu. Ribozom je tedy vyznamnym zastupcem skupiny
RNA s katalytickou aktivitou, tzv. ribozymtl. Kromé uz zminénych roli v prekladu genetického kédu
nebo strukturnich a katalytickych funkci, hraje RNA roli v fadé dalSich bunécnych pochod, jako
jeuprava RNA, jemna kontrola translace pomoci RNA interference, funguje jako templat pro
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syntézu telomer, atd.

Podle hypotézy RNA svéta mohla byt RNA pro svou vSestrannost, schopnost nést i replikovat
genetickou informaci a syntetizovat podle ni proteiny prvni nukleovou kyselinou vyuzivanou Zivymi
organismy.

Obr. 2 — Typy a struktura nukleovych kyselin
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Zdroje: http://www.mojechemie.cz/Biochemie:Nukleov%C3%A9 kyseliny
https://www.technologynetworks.com/genomics/lists/what-are-the-key-differences-between-dna-and-rna-296719

DalSi pojmy ke studiu: nukleotidové derivaty, Chargaffovo pravidlo, cirkuldarni DNA, denaturace,
renaturace

2. Geneticka informace a geneticky kod

Proces prenosu genetické informace je zformulovan v tzv. dstfednim dogmatu molekularni biologie,
postuldtu, podle kterého je prenos genetické informace mozny jediné z nukleové kyseliny do nukleové
kyseliny nebo z nukleové kyseliny do proteinu. Zpétny prenos z proteinu do nukleové kyseliny neni
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mozZny — toto dogma zdsadné odmita prenos genetické informace z proteinu do proteinu, z proteinu
do nukleové kyseliny a orientuje biologii na obousmérny prenos genetické informace mezi nukleovymi
kyselinami a jednosmérny prenos z nukleovych kyselin do proteinu. Mezi zplsoby prenosu genetické
informace patfi: 1) replikace (zajistujici pfenos genetické informace z DNA do DNA nebo RNA do RNA),
2) transkripce (prepis genetické informace z DNA do RNA nebo z RNA do DNA = reverzni transkripce,
3) translace (preklad genetické informace z mRNA do primarni struktury proteinu).

Geneticky kod predstavuje soubor pravidel, podle kterych se genetickd informace uloZend
v DNA (respektive RNA) pfevadi na primdrni strukturu bilkovin (pofadi aminokyselin v fetézci).
Geneticky kdéd je univerzalni — stejny u vétsiny Zivych organismd (pouze u nékolika malo skupin,
napf. u mitochondrii se vyskytuji drobné odchylky).

Podoba genetického kédu — spolecna vétsiné Zivych organismd se nazyva standardni geneticky kod.
Geneticky kod je tripletovy/tiipismenkovy, tj. poradi tii nukleotidl (tzv. triplet) koduje vidy jedinou
aminokyselinu. Ze ¢ty riznych nukleotid v mRNA se tak mUzZe vytvofit 4% = 64 rlznych tripletd neboli
kddovych slov, tzv. kodond. Existence vice kodonl pro jednu aminokyselinu znamen3, Ze kéd je
tzv. degenerovany (resp. redundantni).

Cteni genetického kédu probiha na ribozomech. Jedna se o proces, ktery je soucasti translace
a spociva v jednosmérném rozeznavani kodon v mRNA antikodony tRNA. Kodony jdou v mRNA za
sebou, bez mezer a bez prekryvaniv tzv. ¢tecim ramci. Ten se nastavi prvnim, tzv. inicia¢nim kodonem,
coz je nejcastéji AUG kddujici methionin (spolu s UGA — ten mzZe vystupovat jako kodon terminacni
nebo kddovat aminokyselinu selenocystein — jednd se o tzv. bifunkéni koddn) za predpokladu, Ze se
na néj navaze antikodonem iniciac¢ni tRNA. Antikodonem se rozumi specificky triplet v tRNA, jehoz
prostrednictvim se tRNA nesouci pfisluSnou aminokyselinu prechodné vaze ke komplementarnimu
kodonu v mRNA. Naprosta vétsina nové syntetizovanych bilkovinnych fetézcl zacina vyse zminovanou
aminokyselinou methioninem (u bakterii za¢ind syntéza polypeptidového fetézce na ribozomu
formylmethioninem). Nékteré kodony jsou oznacovany jako tzv. terminacni (nebo také nesmysiné).
Tyto kodony (UGA, UAA, UAG) nekdduji Zadnou aminokyselinu, jejich funkce spociva v signalizaci
zakonceni syntézy polypeptidu na ribozomu.

Vétsina kodond, které maji smysl, je rozdélena do tzv. kodonovych rodin a dvoukodonovych
sad. Kodonova rodina je skupina ctyf synonymnich kodonf, které se lisi jen nukleotidem ve treti pozici
a kdduji stejnou aminokyselinu. Dvoukodonova sada jsou dva synonymni kodony koncici ve tfeti pozici
jeden na A a druhy na G (purinové nukleotidy) nebo jeden na U a druhy na C (pyrimidinové nukleotidy).

Pojem gen se obecné chape jako jednotka genetické informace. Obsahuje genetickou informaci o
primarni strukture bud’ funkéni molekuly translacniho produktu (polypeptidu, proteinu) nebo funkéni
molekuly produktu transkripce (tRNA, rRNA aj.), ktery nepodléha translaci.

Mezi konkrétni formy genu patfi: 1) strukturni gen (Usek DNA nebo RNA fetézce, ktery
obsahuje informaci o primarni strukture polypeptidu jako translaéniho produktu), 2) gen pro funkéni
RNA (usek DNA fetézce prepisovany do primarni struktury tRNA nebo rRNA, pfipadné dalsich druha
RNA, které nejsou uréeny k translaci) a za 3) gen jako regulaéni oblast (plni regula¢ni funkci nebot
obsahuje informaci o vazbé ke specifickému proteinu, ktery po realizaci této vazby signalizuje urcity
proces, napfiklad zahdajeni nebo zastaveni transkripce).

Obr. 3 — Geneticky kdd, cteni genetického kédu
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Leu““® | Ser“® Stop “*¢ | Trp “°¢

Leu cuu Pro Ccu Hls CAU Arg cGu
C Leu cuc Pro cCcC Hls CAC Arg CGC
Leu cvA Pro ccr Gln A Arg ©c*
1. baze Leu cv& Pro ©c6 Gln 46 Arg ©c¢ 3. baze
(5"konec) lle AU Thr AcU Asn MU Ser AGU (3'konec)
A lle V¢ Thr Ac¢ Asn MC Ser &€
lle AuA Thr AcA Lys A4 Arg #¢4

Met | AUG Thl' ACG Lys AAG Arg AGG
Val & Ala ccv Asp &Y Gly c&v

G Val Guc Ala &¢¢ Asp ©A¢ Gly ¢c¢
Val GUA Ala GCA Glu & Gly &&#
Val c4¢ Ala ©¢c¢ Gly ©4¢ Gly ©6&¢

| - Iniciaéni kodon; * - Sec - Selenocystein ; Stop - Terminatni (stop) kodon

Cteni genetického kédu

Kodony na mRNA

AUG UCG CAU GCC
UAC AGC GUA CGG Antikodony na tRNA

| Met || Ser || His || Ala | Aminokyseliny nesené tRNA

Zdroje: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1483&typ=html
https://slideplayer.cz/slide/6077889/

Dalsi pojmy ke studiu: transferova DNA, transferova RNA, UGA, odchylky v kddovani, mutace,
supresorové mutace

3. Replikace
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Replikace je tvorba kopii molekul nukleovych kyselin (zajistujicich pfenos genetické informace) z DNA
do DNA nebo z RNA do RNA. Pti replikaci se geneticka informace pfenasi z jedné molekuly nukleové
kyseliny do jiné molekuly stejného typu. Kopie pvodni molekuly vznikla jeji replikaci se oznacuje jako
tzv. replika.

Replikace dvouretézcové DNA (dsDNA) probihd semikonzervativnim zplsobem -
dvousroubovice molekuly DNA se rozpléta a oba jeji fetézce slouZi jako matrice (templat) pro syntézu
komplementarnich fetézcl, tzn. Ze v obou vyslednych molekulach se zachova jeden retézec vychozi
molekuly. Takto je zajistovano, Ze si dcefiné molekuly DNA zachovavaji stejnou genetickou informaci
jako puvodni molekula (neméni se primdrni struktura replikujici se molekuly). Podle pravidla parovani
bazi se po rozpleteni dvousroubovice vazi na fetézec volné nukleotidy, které se za katalytického ucinku
DNA-polymerazy spojuji fosfodiesterovymi vazbami.

Na matricovém zpUsobu syntézy je zaloZena také replikace jednoretézcové RNA (ssRNA), kterd
tvofi genom RNA vir(l. RNA slouZi jako matrice pro syntézu komplementarni RNA, jeZ pak prechodné
tvofi s matricovou RNA dvouretézcovou molekulu. Jednotlivé RNA Fetézce se vSak z dvouretézcové
RNA uvolni a stavaji se matricemi pro dalsi, coz se mnohokrat opakuje. Fosfodiesterové vazby mezi
ribonukleotidy jsou katalyzovany enzymem RNA-replikazou.

Do tajl procesu replikace zacali védci blize pronikat mezi Sedesatymi az sedmdesatymi lety minulého
stoleti. V soucasné dobé jsou jiz zndmy relativné detailni informace o tom, jaké molekuldrni pochody
se v replikaci uplatiuji. Ziskané informace jsou také prakticky vyuzivany v nékterych vyzkumnych
metodach, napriklad PCR nebo sekvenovani.

3.1 Replikace bakteridlniho genomu

Replikace u bakterii je relativné dobfe prozkoumand, zejména proto, Ze jejich mensi genom
predstavuje snadnéjsi model neZ komplexni eukaryotické organizmy. Zasadni pro pribéh replikace u
bakterii je skute¢nost, Ze obvykle maji kruhovou molekulu DNA, tzv. nukleoid. Zatimco u bakterii
replikace probiha jen z jednoho replikacniho pocatku, u archei (fadicich se stejné jako bakterie mezi
prokaryota) je téchto mist zpravidla vice (podobné jako u eukaryot). Také pfrislusné DNA
polymerazy jsou podobné spise eukaryotnim DNA polymerdzam.

Obé slozky bakterialniho genomu (chromozomova a plazmidovd DNA) maji vlastnosti
replikond. Jejich replikace zacind v kazdém replikonu od tzv. mista ori, kde se vytvofi nejdfive
tzv. replikacni vidlice. Replikacni vidlice je misto ve dvousroubovici DNA, kde dochdzi k rozestupu DNA
fetézcl (vlivem preruseni vodikovych vazeb) — vznikd tak prostor potrebny k umisténi proteinl a
enzymU katalyzujicich replikaci. Replikacni vidlice se poté rozevirda a pohybuje smérem, kterym
replikace probihad (jednosmérna replikace — pohyb jednim smérem, dvousmérna replikace — pohyb
obéma sméry od pocatku). Na replikaci bakterialni dvouretézcové DNA se svymi katalytickymi Gcinky
podili celd fada enzymi: 1) DNA-polymerazy, 2) DNA-ligaza, 3) DNA-primaza, 4) DNA-helikazy.

DNA-polymerazy (DNA-polymerdaza typu I., Il. a lll.) pfitomnosti DNA nebo RNA primeru
(kratky oligonukleotid poskytujici 3" konec pro zahdjeni syntézy polydeoxyribonukleotidového
fetézce). Nutnou podminkou pro jimi katalyzovanou syntézu nového retézce je DNA jako matrice (viz
vyse). Pro vSechny DNA (a také RNA) polymerazy je charakteristické, Ze polymerace, kterou katalyzuji,
se uskutecnuje vidy ve sméru 5"-»3" —tzn., Ze polynukleotidovy fetézec prodluzuji na jeho 3" konci tak,
Ze na 3’0OH skupinu tohoto konce napojuji vidy nukleosid-5"-monofosfaty (které odnimaji z nukleosid-
5'-trifosfatu). DNA-ligaza je enzymem katalyzujicim ligaci (spojovani) polydeoxyribonukleotidd, tedy
vytvoreni fosfodiesterové vazby mezi 5" koncem a 3" koncem DNA fetézcli nebo jejich fragment(.
Uplatiuje se pfi replikaci DNA béhem spojovani tzv. Okazakiho fragmentd. DNA-primaza je enzym,
ktery katalyzuje syntézu RNA primeru, od jehoZ 3" konce se syntetizuje Okazakiho fragment. DNA-
helikazy jsou enzymy katalyzujici odvijeni komplementarnich polynukleotidovych fetézc(, tvofricich


https://cs.wikipedia.org/wiki/Nukleoid
https://cs.wikipedia.org/wiki/DNA_polymer%C3%A1za
https://cs.wikipedia.org/wiki/DNA_polymer%C3%A1za

dvousroubovici DNA. Jejich katalyticky ucinek spociva v rozruseni vodikovych vazeb, které drzi
pohromadé polydeoxyribonukleové fetézce ve dvousroubovici (spfazeno s hydrolyzou ATP). Energie,
ktera se hydrolyzou uvolni je helikdzou vyuzivana k odvijeni DNA fetézce ve sméru 5= 3" (na kterém
probiha syntéza Okazakiho fragment(). Vlivem odvijeni tohoto fetézce dochazi pred replikacéni vidlici
k ,,pfekrucovani“ dvousroubovice, které odstrarfiuje enzym topoizomeraza. Topoizomerazy (které se
déli do tfech skupin — topoizomeraza |, topoizomeraza Il a recQ-helikaza) jsou schopné rozstépit
vldkno DNA, rozmotat 1 ¢i 2 otocky dvousSroubovice a opét spojit rozruseny retézec do celistvé podoby.

Obecné u replikace dvouretézcové DNA kromé téchto enzymU puUsobi jesté dalsi proteiny
(napriklad DNA clamp, SSB proteiny aj.)

Syntéza novych DNA fetézcl pri replikaci neni jen semikonzervativni, ale také tzv. semidiskontinualni,
coz je zplsob syntézy v replikaéni vidlici spocivajici v tom, Ze se jeden Fetézec syntetizuje na
matricovém retézci kontinudlné a druhy diskontinualné. Kontinudlni syntéza spociva v jiz zminéném
postupném pfipojovani nukleosid-5"-monofosfatu k 3-OH konci DNA ftetézce prodluzujiciho se
souvisle od po&atku jeho syntézy ai do jejiho konce (ve sméru 3'> 5°). Retézec syntetizovany
kontinudlné se oznacuje jako vedouci DNA fetézec. Tzv. diskontinudlni syntéza probiha pres zminéné
Okazakiho fragmenty ve sméru 5= 3°. Kazdy Okazakiho fragment je syntetizovdn na matricovém
fetézci ve sméru 5= 3’od 3" konce RNA primeru. Okazakiho fragmenty se poté spojuji do souvislého
DNA fetézce za odbourani RNA primerd. Retézec syntetizovany diskontinualné (prostiednictvim
Okazakiho fragment(l) se oznacuje jako tzv. opoZd’ujici se DNA fetézec.

ProtozZe je semidiskontinualni zplsob syntézy pfi replikaci dvouretézcové DNA rozsiten jak u bakterii,
archei, tak i u eukaryot, je pravdépodobné obecny.

3.2 Replikace plazmidové DNA

Plazmidy jsou replikony kruZnicového typu, ale znacné mensich rozmérl, nez je bakteridlni
chromozomovd DNA. Principidlné se vsak od jejich replikace nelisi — je semikonzervativni,
semidiskontinudlni a dvousmérna.

3.3 Replikace DNA eukaryotického genomu

Replikace chromozomové (jaderné) dvouretézcové DNA probihd v klicovych rysech prakticky stejné
jako u bakterii — je semikonzervativni a semidiskontudlni — ma vsak také fadu specifickych odlisnosti.
Prvni z nich je, Ze probiha jen v urcité fazi bunééného cyklu (tzv. S faze). To je velmi dullezZity rozdil
oproti bakteriim, u kterych replikace zacina okamZité po skonéeni bunécného déleni. Zdvojené
molekuly DNA segreguji jako soucast chromozomu béhem mitdézy (M faze bunécného cyklu) do
dcefinych bunék, v tzv. fazi G1 (ktera predchazi S fazi) a ve fazi G2 (ktera nastupuje po S fazi) se
eukaryotickd burka vyznacuje metabolickou aktivitou (transkripci DNA, translaci, nikoli vSak replikaci).
Dalsi odlisnosti je, Ze DNA kazdého chromozomu je linearni a replikuje se na mnoha Usecich, z nichz
kazdy predstavuje jeden replikon s jednim pocatkem replikace. Do konce S faze skonci replikace celé
molekuly DNA, pricemz plati, Ze kazdy replikon se replikuje pouze jedenkrat.

Vezme-li se v ivahu cely genom eukaryotické buriky, pak Ize konstatovat, Ze jeho replikace je
katalyzovdna tfemi DNA-polymerdazami: 1) DNA-polymerazou o (v komplexu s DNA-primazou
katalyzuje syntézu Okazakiho fragment(), 2) DNA-polymerazou y (katalyzuje syntézu mitochondriové
DNA) a za 3) DNA-polymerazou & (katalyzuje syntézu vedouciho fetézce a dokoncuje syntézu
opozdujiciho se rfetézce; mimo to md také 3"—->5 exonukledzovou aktivitu).

Na rozdil od bakterii, u nichz je syntéza vedouciho a opoZdujiciho se rfetézce katalyzovana DNA-
polymerazou lll., je k syntéze u eukaryot zapotrebi dvou samostatnych polymeraz (DNA-polymeraza a
a DNA-polymeraza ).

Pfi replikaci linedrnich molekul DNA vyvstavd problém, jenz se u replikace kruznicovych
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molekul DNA (bakterialni, mitochondriova a chloroplastova DNA) nevyskytuje. Jedna se o nedokonceni
replikace na 3” koncich fetézci, které pUsobi jako matricové. Na téchto koncich totiz nem(ze DNA
polymerdza katalyzovat napojovani deoxyribonukleotidd, nebot vlastné ,nema co napojovat” (po
odstranéni RNA primer( chybi totiz pro toto napojovani 3’konec). Doreplikovani na 3" koncich
matricovych fetézcl linedrni DNA probihd pomoci tzv. telomerazy (enzymu, jenz plsobi jako zpétna
transkriptaza).

3.4 Postreplikacni modifikace

Béhem kaZdého dne dochazi v DNA bunék k tisichm nahodnych chemickych zmén, kdy prevaina
vétsina je odstranéna opravou DNA. Obecné v burice existuje celd fada opravnych mechanism( a
kazdy z nich je katalyzovan jinou skupinou enzym(. Vétsina opravnych mechanismi je zavisla na
existenci dvou kopii genetické informace, pokud dojde k poskozeni jednoho fetézce, neni informace
nenavratné ztracena, Ize ji znovu obnovit podle komplementarniho vldkna. PFi vétSiné zmén vznikaji
struktury, které se v neposkozené DNA nevyskytuji — proto Ize snadno odlisit, ktery z fetézcu je chybny.
DuleZitost reparace DNA je potvrzena existenci vice jak 300 gen(, kédujici v lidském genomu proteiny
Ucastnici se reparacnich pochodd.

Vétsina typl opravnych systémul pouziva tfi nasledujici kroky: 1) vystfizeni (poskozeny usek je
odstranén jednou zfady specifickych nukledz), 2) resyntéza DNA (vystfizeny Usek DNA je znovu
nasyntetizovan DNA-polymerazou) a 3) ligace (fragmenty jsou spojeny DNA-ligdzou za vyuZiti energie
hydrolyzy ATP). Opravna funkce DNA-polymerazy se nazyva korektura (proofreading). Pro opravu
jinych poskozeni (napfiklad thyminovych dimerd, pyrimidinovych dimer( vznikajicich UV zarenim) je
nutné rozloZit delsi usek DNA (obvykle 10-20 nukleotidl). Reparace (tzv. pfima oprava poskozeni
nukleotidd) je umozZnéna existenci tzv. fotoreaktivacnich enzymd, jako je DNA fotolyaza (pfitomna
jak u prokaryot tak i eukaryot). Tento enzym se vaze ve tmé ve formé dimeru (55 a 65 kD) na
pyrimidinovy dimer. Chromofor, nejcastéji tzv. MTHF, nebo 5-deazaflavin absorbuje v oblasti
300-500 nm a prenasi excitacni energii na FADH-, ktery redukuje thyminovy dimer a zpUsobi jeho
reparaci na dva nesvazané thyminy.

Chemické latky, tzv. alkylacni Cinidla (napt. tzv. NMNG) maji schopnost alkylovat (pfenaset
alkylovou skupinu) dusikaté baze (napt. guanin za vzniku O6-alkylguaninu). Tyto chemické zmény jsou
velmi mutagenni, nebot vnaseji pti replikaci do vznikajiciho fetézce Spatné baze v disledku
nespravného parovani (napfiklad thymin misto cytosinu). Prikladem enzymu, ktery umi odstranit tyto
alkylované baze je vznik O6-alkylguanin-DNA-alkyltransferazy, kterd je vsak po této reakci sama
znicena a neni tedy klasickym enzymem.

Pomérné vétsi poskozeni DNA, ale i mensi poskozeni (véetné jednoduchych bazi) je zajistovana tzv.
excizni reparaci. V pripadé vétsiho poskozeni se jednd o tzv. nukleotidovou excizni reparaci (NER),
ktera se nachazi u vSech organismu, které eliminuji poskozeni dsDNA vystfizenim celych poskozenych
usekl (oligonukleotid(l) a naslednym nahrazenim novou DNA. Tento systém je zpravidla aktivovan v
misté, kdy dochazi k poruseni struktury helixu v ddsledku pritomnosti nespravnych ¢i modifikovanych
nukleotid(l (bazi). U €lovéka je tento zpUsob reparace hlavnim mechanismem, jak dochazi k boji proti
karcinogeniim, nadmérnému UV ozareni a toxickému pusobeni cigaretového koufe. NER systémy
prokaryot a eukaryot si jsou velmi podobné (az na pocet podjednotek enzymu, tj. 3 u prokaryot a 6 u
eukaryot), avsak pravdépodobné vznikly konvergentni evoluci.

Baze nukleovych kyselin jsou ¢asto modifikovany reakcemi, které probihaji za normalnich
fyziologickych podminek, ale i skrze nejriznéjsi toxické plsobeni polutantl. Vznikaji tak modifikované
baze jako je napfiklad 7-methylguanin, 3-methyladenin atd. lonizujici zafeni mizZe zpUsobit otevieni
heterocykl(l bazi. Tyto zmény mohou zpUsobit zménu parovani bazi. BER mechanismus napomaha tyto
pozménéné baze odstranit. Buriky obsahuji fadu tzv. DNA glykosilaz, které maji schopnost rozpoznat
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specificky modifikovanou bazi a rozstépit glykosidickou vazbu mezi bazi a cukrem a ponechat tak pouze
cukernou ¢ast nukleotidu v fetézci DNA. V ndsledném kroku je tzv. bezbazové misto (apurinic nebo
apyrimidinic site, AP-site) odstranéno nastépenim AP endonukledzou a nahrazeno pomoci DNA-
polymerazy a DNA-ligazy spravnym nukleotidem.

Jakakoliv chyba pdrovani, kterd neni opravena v pribéhu replikace (tj. editacni aktivitou DNA-
polymerazy) mize byt opravena pomoci mechanismu tzv. mismatch reparace (MMR — mismatch
repair). Replikaéni aparat udéld zhruba jednu chybu na 107 zkopirovanych nukleotidi (navic 99 % z nich
je poté jesté odstranéno opravou chybného parovani bazi, coz zvysuje presnost replikace na jednu
chybu na 10° zreplikovanych nukleotid(). Kdykoli udéla replikaéni aparat chybu, zanecha za sebou
Spatné se parujici nukleotidy. Pokud nejsou opraveny, dochazi k zafixovani této mutace v pristim kole
replikace (dédi¢na predispozice k rakovindm). Proteiny komplexu pro opravu chybného parovani bazi
jsou schopné tyto nukleotidy rozpoznat, odstranit vtomto misté jeden z fetézcli DNA a znovu ho
nasyntetizovat.

Jako vedlejsi produkt metabolismu buriky mohou po expozici DNA ionizujicim zarfenim (nebo vlivem
volnych radikald) vznikat tzv. dvojifetézcové zlomy DNA (DSB). Navic jsou DSB také normalnimi
intermediaty DNA v pfirozenych procesech (naptiklad meidza). Neopravené DSB mohou byt pro buriku
letalni, ¢i mohou zpUsobovat vznik rakoviny. Z tohoto divodu jsou opravné mechanismy DSB esencidlni
pro Zivot buriky. Buriky maji ve své podstaté dvé odlisné strategie/mechanismy reparace DSB —
1) rekombinacni a 2) non-homologni rekombinaci konc.

Obr. 4 — Modely replikace DNA, model replizomu — komplex klicovych proteind, schéma replikace
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Dalsi pojmy ke studiu: plazmidy, sliding clamp protein, SSB protein, depurinace, deaminace, E. coli,
Thermus aquaticus (Taq), bakteriofdg &X174, Saccaromyces cerevisiae, retroviry, SOS odpovéd'

4. Transkripce

Transkripce je prepis genetické informace z DNA do molekuly RNA. V drtivé vétsiné pripadl se jedna
o prepis informace z jednoho genu, slouziciho k tvorbé jedné specifické bilkoviny, kterou burnka v
danou chvili potfebuje (existuji vSak také tzv. nekédujici RNA, napfiklad tRNA, rRNA, siRNA atd.).
VIdkno RNA se vytvari na principu komplementarity k vidknu DNA. Poté, co je informace prepsana, je
prostfednictvim mRNA pfenesena na tzv. proteosynteticky aparat, kde se podle opsaného poradi
zahadji proteosyntéza.

Transkripce je enzymaticky proces, kdy je enzym DNA-dependentni RNA-polymeraza schopna
podle vzoru v podobé DNA vyrabét kopii v podobé RNA. Nejdfive se rozplete dvousroubovice DNA
(jeden z retézcli slouzi jako templat pro syntézu RNA), poté se RNA polymeraza navaze na zacatek genu
a zacne na nukleotidy DNA pfipojovat komplementarni nukleotidy RNA (kupfikladu rfetézec DNA v
podobé A-T-C-G-G se do RNA prepiSe jako U-A-G-C-C). KdyZ se do mRNA prepise cely gen,
jednoretézcovd linedrni molekula RNA se odpoji (dochazi k obnoveni dvousroubovice DNA) a v
typickém pripadé putuje k ribozomu, kde z ni v procesu translace vznika bilkovina.

Jak jiz bylo zminéno vyse, vétsina genl v bunce kdéduje aminokyselinovou sekvenci protein(i a molekuly
RNA vzniklé transkripci téchto gend jsou spolecné nazyvany informacni, mediatorova nebo messenger
RNA, jejiz zasadni funkci je fidit vznik proteinu. Koneénym produktem jinych genl jsou vsak i
tzv. nekddujici RNA, které maji (stejné jako proteiny) v burce funkce strukturni a enzymovou tlohu a
hraji daleZitou roli pfi pfekladu RNA do proteinu.

Ribozomalni RNA (rRNA) tvofi jadro ribozomt, na kterych je mRNA prekladana do proteinu.
Transferova RNA (tRNA) je adaptorem, ktery vybira spravné aminokyseliny a umistuje je do
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spravného mista na ribozomu tak, aby mohly byt zaclenény do rostouciho aminokyselinového retézce.
microRNA (miRNA) se vyznamné podili na regulaci genové exprese, small/short-interfering RNA
(siRNA) se uplatniuji v procesu nazvaném RNA interference, jevu, kdy tato RNA ovliviiuje expresi (miru
translace) urcitého genu a tzv. small-nuclear RNA (snRNA) se podili na procesu zvaném splicing, pfi
némz dochazi k vystfihani intrond z pre-mRNA.

Cely proces je pomérné komplikovany, nicméné obecné je mozné transkripci rozdélit na ctyri faze:
1) vazba na oblast DNA zvanou tzv. promotor (aktivace RNA-polymerazy), 2) iniciace (rozvinuti
dvousroubovice DNA, tvorba RNA, RNA-polymeraza vystupuje z oblasti promotoru), 3) elongace
(prodluzovani retézce), 4) terminace (ukonceni transkripce a uvolnéni RNA molekuly). Po samotné
transkripci (ke které dochazi zdsadné ve sméru 5= 3°) nasleduje nékolik posttranskripcnich tprav
(nejsou soucasti samotného procesu transkripce).

4.1 Transkripce bakterialniho genomu

Transkripci v bunikach bakterii katalyzuje vySe zminény enzym RNA-polymeraza, tj. transkriptaza,
ktera se vaze na promotor a katalyzuje na matricovém DNA fetézci syntézu dlouhych primarnich
transkriptl: 1) mRNA (messenger RNA) - nese prepis genetické informace obsaZené ve strukturnich
genech a slouZi jako matrice pro syntézu polypeptidového fetézce na ribozomu — nepodléhad splicingu,
2) pre-rRNA (prekurzorova ribozomova RNA) — primarni transkript gend pro rRNA, ktery se
posttranskripéné upravuje na rzné funkcni typy rRNA a 3) pre-tRNA (prekurzorova transferova
RNA) — predstavuje primarni transkript gent pro tRNA, ktera se jednotlivé upravuje na rGzné funkéni
typy tRNA.

Podle primarnich transkriptl jsou rozliSovany transkripcni jednotky: 1) obsahujici strukturni
geny, 2) obsahujici geny pro rRNA a 3) obsahujici geny pro tRNA. Na rozdil od eukaryot stejna
bakterialni RNA-polymeraza katalyzuje transkripci vSech uvedenych typ( transkripénich jednotek a
syntézu vsech uvedenych typl primdrnich transkriptd. VSechny typy transkripénich jednotek maji téz
principialné stejnou strukturu a sestavaji z promotoru, za kterym nasleduje obvykle vice gend a
terminator. Primarni transkript obsahuje vétsinou prepisy vice gen(, je tzv. polygenni.

Transkripéni jednotky bakteridlniho genomu jsou dvojiho typu: operony a neoperonové
transkripcni jednotky. Zakladni funkéni elementy obou typu jsou 1) promotor, 2) startovaci nukleotid,
3) prepisované geny a 4) terminator. Operony se lisi od neoperonovych jednotek v tom, Ze se mezi
jejich promotorem a startovacim nukleotidem nachdzi regulacni oblast, oznacovana jako tzv. operator
(regulacni oblast v DNA, na kterou se vaZe protein, ktery se oznacuje jako represor — po jeho vazbé se
transkripce zastavi). Operon je tedy transkripcni jednotkou fizenou promotorem a operatorem.
Neoperonova jednotka je fizena pouze promotorem.

RNA-polymerdza se navaZe na sekvence promotoru jen tehdy, obsahuje-li protein oznacovany
jako sigma faktor, tj. podjednotku RNA-polymerazy podminujici jeji specifickou vazbu na promotor.
Dalsi pribéh transkripce spociva jiz ve vySe popsaném mechanismu — vazba, iniciace, elongace a
terminace. K ukonceni transkripce jsou dvé moznosti: 1) opakujici se guanin - cytosin (G — C) vazby a
nasledné sekvence nékolika adeninovych bazi (RNA fetézec se vlivem této sekvence ,zacuchd”, a
vzniklé prostorové usporadani je ziejmé signal pro RNA polymerazu k ukonceni své aktivity), 2) protein
rho (hexamericky proteinovy komplex s helikdzovou aktivitou), ktery rozpozna jistou sekvenci na RNA
a ,vytrhne” konec RNA fetézce z dosahu RNA-polymerazy. Oba zplsoby terminace jesté vyZaduiji jisté
pomocné bilkoviny a pomocné okolni sekvence, které jejich pribéh ovliviuji.

Transkripce u bakterii je bezprostfedné spfazena s translaci — soucasné s transkripci mRNA probiha
translace téZze molekuly mRNA a polypeptidovy fetézec se tedy zacdina syntetizovat jesté pred
ukonéenim samotné transkripce. SpfaZeni transkripce a translace je velmi Ucinny proces syntézy
proteint. Nékolik ribozom{ navazanych na jednu molekulu mRNA se oznacuje jako polyribozom.
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4.2 Transkripce u eukaryot

U transkripce eukaryot je tfeba rozliSovat transkripci jaderného genomu od transkripce, ktera probiha
v mitochondriich a chloroplastech. Transkripci jadernych genl se tvofi tyto primarni transkripty:
1) heterogenni jaderna RNA (hnRNA) — prekurzorovd mRNA, vznikd transkripci transkripcnich
jednotek obsahujicich strukturni geny v jadre, 2) prekurzorova ribozomova RNA (pre-rRNA) — vznika
transkripci transkripcnich jednotek, které obsahuji geny pro rRNA (posttranskripéni Upravou se Stépi
na funkéni druhy rRNA), 3) prekurzorova transferovd RNA (pre-tRNA) — vznikd transkripci
transkripcnich jednotek obsahujicich geny pro tRNA (posttranskripéné se upravuje na jednotlivé tRNA),
4) 55-rRNA — rRNA tvofici se transkripci genli pro 55-rRNA a za 5) malé RNA — nizkomolekularni stabilni
druhy RNA, jejichZ délka je 80-300 nukleotidd, délici se do skupin podle vyskytu v burnice na: a) malé
jaderné RNA (snRNA), malé jadérkové RNA (snoRNA) a malé cytoplazmatické RNA (scRNA). Malé
RNA maiji dlleZity vyznam v Zivotnich procesech burky (napfiklad pfi fizeném sesttihu atd.).

Eukaryotické RNA-polymerazy katalyzujici transkripci jadernych genl se déli na tfi druhy:
1) RNA-polymeraza | — vyskytuje se v jadérku a katalyzuje syntézu pre-rRNA, 2) RNA-polymeraza Il —
vyskytuje se v nukleoplazmé a katalyzuje syntézu hnRNA a nékterych malych rRNA, 3) RNA-
polymeraza lll — vyskytuje se v nukleoplazmé a katalyzuje syntézu pre-tRNA a 55-rRNA. Kazda z téchto
tfi RNA-polymeraz vyZaduje svij specificky promotor, na ktery se vaze (to je rozdil oproti bakteriim,
které maji jen jeden typ RNA-polymerazy a jeden typ promotoru).

Pro zahdjeni transkripce pfislusné transkripcni jednotky je u eukaryot nutnd ptitomnost
tzv. transkripénich faktord, tj. regulacnich proteind, které se vaZzou na regulacni oblasti promotoru a
vétsSinou pozitivné navozuji zahajeni transkripce. Transkripéni faktory lze rozdélit na dvé skupiny:
1) obecné transkripcni faktory — vyskytuji se ve vétsiné eukaryotickych bunék a bunécnych typech
mnohobunéénych organisml — jsou naprosto nezbytné pro zahdjeni transkripce u vsech tfi typl
promotora, 2) specidlni transkripéni faktory — vyskytuji se v bunikach urcitych tkani a v urcité dobé,
znacné zvysuji ucinnost transkripce u téch gen(, které svou expresi specifikuji dany bunécny typ pro
produkci urcitych proteinl — uplatriuji se i u diferenciace bunék a jsou indukovatelné.

Ukonceni transkripce u eukaryot probiha zcela odlisSné nez u bakterii. Sekvence terminatoru
neni presné vymezena, konec je signalizovan sekvenci oznacovanou jako polyadenylacni signal
(AAUAAA) k tomu, Ze 10-30 nukleotidd za nim se hnRNA bude stépit. Sekvence polyadenylac¢niho
signalu na negativnim retézci DNA se prepise do hnRNA a jeji prepis je pak specificky rozeznavan
komplexem protein(i spojenych s endonukleazou. Uvolnény 3" konec hnRNA je pak polyadenylovan za
katalytického ucinku poly(A)polymerazy.

Transkripci mitochondriového a chloroplastového genomu vznikaji primarni transkripty strukturnich
genu (napfiklad v mitochondriich jsou to geny kddujici nékteré podjednotky cytochrom c-oxiddazy). Téz
jsou v nich prepisovany geny pro tRNA a rRNA (které se poté uplatiuji v procesech translace probihajici
v téchto organelach).

4.3 Posttranskripcni dpravy

Ackoli zpUsob, jakym je DNA prepisovdna do RNA, je u vSech organismu v podstaté totozny (rozdily viz
vyse), dalsi Upravy, které RNA podstupuje pred svym vyuZitim, se velice lisi mezi bakteriemi a
eukaryoty. Jakmile se v pribéhu transkripce bakterii objevi volny 5" konec RNA, ihned na néj nasedaji
ribozomy a zacina proteosyntéza. Oproti tomu, DNA u eukaryot je uzaviena v jadre, ale ribozomy se
nachazi v cytoplazmé, proto pred tim, nez je RNA preloZzena do aminokyselinového fetézce, musi byt
transportovana z jadra do cytoplazmy (malymi péry v membrané). Pfed opusténim jadra navic podléha
nékolika Upravdm (RNA processing = posttranskripcni Upravy). Primdarni transkripty jsou upravovany
dvéma zakladnimi Upravami: 1) pfidanim cepicky (RNA capping), 2) polyadenylaci.

Pridani cepicky je modifikace 5° konce primarniho transkriptu — dochazi k vazbé atypického
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nukleotidu (guaninovy nukleotid s navdazanou methylovou skupinou). K tomuto procesu dochazi ve
vétsSiné pripadu kotranskripcné, tedy jesté pred findlnim dokoncenim transkripce celého genu.
K tzv. polyadenylaci dochazi u vétSiny nové transkribované mRNA, a to na 3” konci, ktery je nejdfive
nastépen ve specifickém misté nukledzou a pak dalsi enzym pfridd na nové vytvoreny konec RNA
sekvenci sloZzenou pouze z adenin(ll (poly(A) konec).

Zminéné dvé modifikace pravdépodobné slouZi ke stabilizaci a pomahaji pfi transportu RNA
do cytoplazmy. Pozdéji jsou navic také vyuzivany aparatem syntetizujicim proteiny jako signal, ze dana
mRNA ma oba konce, a Ze informace, kterou kéduje je kompletni.

Vétsina eukaryotni RNA podléha kromé dvou vySe zminénych Uprav jesté dalsi Upravé, tzv. splicingu
(sestfihu). V roce 1977 bylo zjisténo, Ze eukaryotni RNA (na rozdil od bakterialni) ma kédujici sekvence
(tj. exony) prerusované sekvencemi, které nejsou prekladany do proteinl (tzv. introny). Po pfidani
Cepicky a poly(A) konce jsou pied opusténim jadra vSechny introny vysttizeny (sestfih RNA) a exony
spojeny dohromady. Takto upravend RNA je teprve poté transportovdna do cytoplazmy a tam
prekladana na proteiny.

Obr. 5 — Transkripcni jednotka, prokaryoticky a eukaryoticky promotor, transkripcni proces, sestrih
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Dalsi pojmy ke studiu: regulace exprese gend, regulace transkripénimi faktory, regulace katabolickou

represi,

regulace tryptofanového (trp) operonu atenuaci,

regulace sekvencné specifickymi protein-DNA interakcemi,

regulace ara(BAD) operonu,
regulace syntézy rRNA za prisnych podminek

(stringent response), editace RNA, ribozymy, katalytickd aktivita RNA, struktura promotorovych

sekvenci, wobble hypotéza, E. coli
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5. Translace

Translace (pfeklad) je druhym stupném exprese strukturnich gen(. Vychozimi latkami je 20 (21)
standardnich aminokyselin a selenocystein. Na ribozomech se z nich pak podle informace obsazené
v mRNA tvofi za Ucasti tRNA polypeptidové Fetézce. K translaci musi byt aminokyseliny chemicky
aktivovany procesem, ktery se oznacuje jako tzv. aktivace aminokyselin. Tento déj je katalyzovan
aminoacyl-tRNA-syntetazami a jeho vyslednymi produkty jsou aminoacyl-tRNA (aa-tRNA),
tj. molekuly tRNA, ke kterym se aminokyseliny vazou ve formé aminoacyld.

5.1 Transferova RNA (tRNA)

Na rozdil od vétsiny molekul ostatnich nukleovych kyselin jsou vldkna tRNA pomérné kratka — tvofi ji
pouze 74-95 nukleotidl. Pfesto ma tRNA pomérné slozité usporadani, kdy jsou komplementarni
nukleotidy misty navzajem propojeny vodikovymi mastky, takze vlakno vytvari ctyri ramena.

Svou primarni strukturou se jednotlivé druhy tRNA vzajemné lisi a oznacuji se indexem podle
aminokyseliny, jejiz ptenos uskute&iuji (napfiklad tRNA*?, tRNA'" atd.). Pokud je na tyto tRNA
navazana aminokyselina ve formé aminoacylu, oznauji se napfiklad jako Ala-tRNA*", Ala-tRNA'*“ atd.
Vzhledem k tomu, Ze je geneticky kod degenerovany, muze v burice existovat vice tRNA pro jednu
aminokyselinu. Molekuldrni druhy, které se lisi navzdjem antikodony a jsou acylovany stejnou
aminokyselinou, se oznacuji jako izoakceptorové tRNA.

VétSina bazi polynukleotidové rfetézce, které tvofi primarni strukturu tRNA, je
komplementarni, a proto se paruje — polynukleotidovy fetézec se splétd do sekundarni struktury, tzv.
tvaru jetelového listku, ktery sestava ze ctyf hlavnich ramen: 1) akceptorové rameno (tvori 5 konec
a 3" konec tRNA), 2) pseudourinidové rameno (TYC) rameno se smyckou (ve smycce se vyskytuje
triplet s pseudouridinem), 3) dihydrouridinové rameno (rameno DHU, D rameno) se smyckou
(obsahuje dihydrouridin) a 4) antikodonové rameno se smyckou (rameno obsahujici antikodon).
Kromé hlavnich ramen ma tRNA jesté tzv. variabilni smycku (vlivem vazeb mezi DHU, T C a variabilni
smyckou vznika sloZitéjsi prostorovy Utvar — obracené pismeno L, typické pro tercialni strukturu).

5.2 Aminoacyl-tRNA-syntetazy

Aminoacyl-tRNA-syntetazy jsou enzymy, které katalyzuji esterifikaci aminokyselin s pfisluSnymi tRNA.
Vyslednym produktem jejich Cinnosti je aktivace aminokyselin za tvorby aminoacyl-tRNA. Kazda
aminoacyl-tRNA-syntetaza je specificka pro jednu aminokyselinu.

Na molekule aa-tRNA — syntetazy jsou tfi rozpoznavaci vazebna mista: 1) vazebné misto pro
ATP, 2) specifické vazebné misto pro jednu z dvaceti standardnich aminokyselin a 3) vazebné misto
pro pfibuzné tRNA, které prendseji stejnou aminokyselinu. Naproti tomu, kazdd tRNA ma dvé
specificka vazebna mista: 1) vazebné misto pro aminoacyl-tRNA-syntetazu a 2) antikodon, kterym se
vaze ke kodonu.

5.3 Ribozomy

Kazdy ribozom se sklada ze dvou sloZzek oznacovanych jako tzv. mala a velka podjednotka. Teprve
spojenim obou téchto podjednotek vznikd ribozom, na kterém m(zZe probihat syntéza
polypeptidového fetézce. Prokaryoticky (70S) a eukaryoticky ribozom (80S) se lisi sedimentacnim
koeficientem, kterym je udavdna rychlost sedimentace (pfi centrifugaci) makromolekuly ve
Swedbergovych jednotkach (S) — 1 swedberg = 1S = 1035,

Na ribozomu je nékolik vazebnych mist, ktera se pfi syntéze uplatiiuji, z nichZ néktera jsou pro
ni zvlasté dllezitd: 1) aminoacylové misto (A-misto) — z ¢asti na malé, jinak na velké podjednotce,
vstupuji a vdZzou se na né&j vSechny aa-tRNA vyjma fMet-tRNAM®t a Met-tNRAM®, 2) peptidylové misto
(P-misto) - z ¢asti na malé, jinak na velké podjednotce, vaZze se na néj peptidylova tRNA, a také fMet-
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tRNAMet u bakterii a Met-tNRAMet u eukaryot, 3) vystupni misto pro deacylovanou tRNA (E-misto) —
deacyl tRNA se rozumi tRNA, ze které se pfti translaci jiz uvolnila aminokyselina — posouva se na
vystupni misto a za 4) peptidyltransferdzové misto — vyznacuje se aktivitou peptidyltransferazy
katalyzujici tvorbu peptidovych vazeb. Ddle jsou pak na ribozomu vazebnad mista pro iniciacni a
elongacni faktory.

5.4 Translace u bakterii

Pochody, kterymi je translace zahdjend probihaji na malé ribozomové podjednotce — kni se
prostiednictvim Shineovy-Dalgarnovy sekvence komplementarné vaze na 16S-rRNA mRNA. Prvni
aminokyselina, ktera zahajuje syntézu na ribozomu 70S, je formylmethionin, ktery se odvozuje
formylaci aminoskupiny methioninu (katalyza transformylazou). Opacnou reakci je deformylace
(katalyza deformylazou) formylmethioninu na methionin, k niz dochazi az po vytvoreni polypeptidu.
Z tohoto dlivodu ma asi 50 % riznych polypeptidl na zacatku methionin (u ostatnich 50 % se methionin
odbourdva procesem, ktery je katalyzovan aminopeptidazou). K formylaci methioninu dochazi az po
pFipojeni methioninu k tRNA. Existuji dva typy tRNA, které methionin vdZou (tRNAM® a3 tRNAMeY),
pficemz obé maji stejny antikodon, kterym se vazi na kodon 5°-AUG-3’, ale lisi se v primarni strukture.
Pouze methionin vazany na Met-RNA™¢t se pak formyluje, proto jsou pro vazbu na kodon AUG
pfipraveny dva druhy tRNA (Met-tRNAV®t a fMet-tRNA;™M¢t. Jestlize se kodon AUG nachazi na zacatku
kéduijici sekvence (pGsobi jako iniciaéni), vaze se na n&j fMet-tRNA™¢t, pokud se vyskytuje kdekoli na
jiném misté, vaze se na n& Met-tRNAVe, Zafazeni fMet-tRNA™et na kodon AUG b&hem zahdjeni
translace Fidi specificky protein oznacovany jako iniciaéni faktor. Zafazeni Met-tRNAV®! ha kodon AUG
béhem prodluzovani polypeptidového retézce fidi specificky elongacni faktor.

Iniciacni komplex se tvofi tak, Ze na podjednotku 30S se nejdfive navazou proteinové iniciacni
faktory IF1, IF2 a IF3. Pfipojeni GTP k IF2 umozni vazbu tohoto komplexu s mRNA a iniciacni Met-tRNA.
Vznikne iniciacni komplex 30S.IF3.mRNA.IF1.IF2.fMet-tRNA.GTP, ke kterému se pak navazie
ribozomalni podjednotka 50S. Soucasné se uvolni faktory IF1, IF2, IF3 a hydrolyzuje se GTP na GDP a
fosfat. fMet-tRNAMet obsadi na ribozomu tzv. peptidylové misto (P-misto). Dalsi, aminoacylové misto
(A-misto), je urceno k vazbé dalsi aa-tRNA, odpovidajici kodonu nasledujicimu za AUG. Elongace
(prodluzZovani) syntetizovaného peptidu pak dale probiha ve tfech krocich: 1) dekédovanim — navazani
dalsi aa-tRNA (viz vyse), 2) transpeptidaci (tvorba peptidové vazby katalyzovana peptidyltransferazou)
a 3) translokaci. V pribéhu dekédovani ribozom vybira a vaze spravnou tRNA, jejiz antikodon je
komplementarni k odhalenému tripletu bazi na mRNA v ribozomu. Proces je zahajen vazbou GTP
spole¢né s tzv. elongaénim faktorem EF-Tu. Pfi pfedani aa-tRNA se GTP hydrolyzuje a EF-Tu se uvolni
z ribozomu. Na EF-Tu.GDP se pfipoji elongacni faktor EF-Ts a zméni konformaci komplexu natolik, Ze
se GDP uvolni. Regenerovany EF-Tu tak muizZe po vazbé s novym GTP vstoupit do dalsiho cyklu. EF-Tu
nereaguje fMet-tRNA™et. Proto se tato aa-tRNA nenavazuje na aminoacylové misto. EF-Tu v3ak véaze
Met-tRNAMet 3 zajistuje tak zafazeni methioninu dovnitf Fetézce. PFi hydrolyze GTP a uvolfiovani EF-
Tu.GDP z ribozomu se konformace faktoru méni v blizkosti pravé navdzané aa-tRNA natolik, Ze jen aa-
tRNA skutecné pevné a presné vazana na antikodon a aminoacylové misto, se neuvolni. Pokud je
omylem zatrazena nespravna aa-tRNA se slabsimi vazbami, je v této fazi translace uvolnéna. Faktor EF-
Tu uddva rychlost (krok) celé translaci (dekddovani mizZe byt uskuteénéno i bez elongacniho faktoru,
nicméné za téchto podminek je proces pomalejsi a obvykle nezvladne zcela pokryt potifebu buriky).

Transpeptidace je proces, kdy je peptidylova skupina na tRNA v misté P prfenesena na
aminokyselinu na tRNA v misté A ribozomu nukleofilnim atakem aminoskupiny aa. Tato reakce probiha
bez dodani vnéjsi energie ve formé ATP, nebot je $tépena vysoce energetickd esterova vazba mezi
nascentnim polypeptidem a tRNA v misté P. Na misté A tak vznikne peptidyl-tRNA. Jinak feceno,
peptidyl se pfenese z predchozi tRNA na skupinu NH.nasledujici aa-tRNA, ¢imz se fetézec prodlouZzi o
jednu aminokyselinu. Z toho vyplyva, Ze peptidovy fetézec roste od N- konce k C- konci. Reakce je
katalyzovana peptidyl-transferazovou aktivitou velké podjednotky ribozomu (50S). Tato katalyticka
aktivita je prevainé zajistovana vlastni rRNA velké podjednotky a ribozom tak lze povaZovat za
ribozym. Translokace je pochod, pfi kterém se volna tRNA z peptidylového mista uvolni a mRNA se
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posune o 3 nukleotidy (o jeden kodon), takZe peptidyl-tRNA se dostane z mista A na misto P. K posunu
je tieba elongaéni faktor EF-G s navazanym GTP, ktery patfi mezi proteiny G (jako napfiklad vyse
zminény EF-Tu). Hydrolyzou GTP se EF-G z riboZzomu uvolni a na volné misto A se tak mlZe navazat
dalsi aa-tRNA — cyklus se opakuje. Timto zplisobem se mRNA posunuje po ribozomu, z néhoz se zaroven
odviji rostouci polypeptidovy retézec.

Translace pfirozené mRNA je vidy ukonlena vznikem polypeptidu a jeho oddélenim od
ribozomu. Ribozom se béhem syntézy polypeptidu posune k tzv.termindtoru, tj. terminacnimu
kodonu, signalizujicimu ukonceni translace. Jedna se o kodony UAG, UAA a UGA, pfi¢emz zadny z nich
nekdduje zafazeni aminokyseliny do peptidu. Tyto kodony rozpozna néktery z tzv. proteinovych
uvolfiovacich terminaénich faktort (releasing factors). Faktor RF1 pozna UAA a UAG, RF2 pak UGA a
UAA. Po navazani faktoru na ribozom se peptidyl-tRNA pfesune z mista A na misto P a specifita
peptidyltransferazy se zméni natolik, Ze prepoji peptidyl na molekulu vody misto na 2-NH, dalsi aa-
tRNA — tj. hotovy peptid se hydrolyticky uvolni od posledni tRNA, uvolni se také tRNA a mRNA a
ribozom se rozpadne na podjednotky 50S a 30S. Iniciacni faktor IF3 se ihned navaze na 30S a tak zabrani
reasociaci ribozomu, ktery by byl nefunkéni (nebot by neobsahoval Zddnou mRNA). Jednotlivé slozky
se mohou Ucastnit tvorby nového iniciatniho komplexu a zahajit novy cyklus.

Na jediné mRNA je simultanné navazano nékolik ribozom{, které po retézci mRNA postupuji v
uritém odstupu a na kazdém z nich probihd syntéza jednoho peptidu. Cely utvar se
nazyva polyribozom, téZ polyzom. Timto zplsobem se tedy mRNA vyuZziva velmi efektivné.

5.5 Translace u eukaryot

Translace se u eukaryot uskutecnuje (podle typu) v nékolika ¢astech buriky — u Zivocichl ve dvou (v
cytoplazmé a mitochondriich) a u rostlin ve tfech (v cytoplazmé, mitochondriich a chloroplastech).
S timto rozdélenim translace do rGznych ¢asti souvisi i typy ribozomu, na kterych pfislusna translace
probiha.

5.5.1 Cytoplazmaticka translace

Translace probiha na ribozomech 80S, na kterych se prekladda mRNA (odvozend z hnRNA). Principidlné
probihd obdobné jako u bakterii, avSak pocatecni kyselinou je namisto N-formylmethioninu methionin,
ktery se vaze na specifickou iniciaéni tRNA (tRNAiMeY), jeZ rozpozndvé iniciaéni kodon AUG. Pocet
iniciaCnich faktor( potfebnych k zahdjeni translace je vys$si nez u bakterii a mRNA se nevaze na malou
podjednotku 40S pomoci Shineovy-Dalgarnovy sekvence, ale prostfednictvim iniciacnich faktora
vazajicich se na cepicku mRNA. Tyto faktory jsou rozeznavadny na ribozomové podjednotce 40S a
umoZziuji v interakci s nimi nalezeni iniciaéniho kodonu pro Met-tRNAiM®t. Navic translace probihd jak
na volnych ribozomech, tak na ribozomech vazanych na drsné endoplazmatické retikulum. Na volnych
ribozomech se syntetizuji zpravidla intracelularni proteiny, kdezto na ribozomech drsného retikula
proteiny extracelularni, které pak dale cirkuluji v krevni plazmé.

5.5.2 Translace v mitochondriich a chloroplastech

Translace v mitochondriich a chloroplastech se uskuteciuje na ribozomech, jejichz sedimentacni
koeficient je priblizné stejny jako u bakterii (70S) a jsou na nich prekladany specifické mRNA
mitochondrii a chloroplastd. Na téchto ribozomech pak probiha translace stejnym zplsobem jako na
bakteridlnich. Translace v mitochondriich a chloroplastech neni autonomni, nékteré jeji slozky jsou
zavislé na proteinech tvorenych v cytoplazmé. Mitochondrie sice maji vSechny molekuldrni druhy
tRNA, které jsou ktranslaci potfebné, ale nesyntetizuji se v nich aminoacyl-tRNA-syntetazy,
ribozomové proteiny, ani iniciacni a elongacni faktory.
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5.6 Translacni pfesnost a posttranslacni procesy

Nejrtizn&j$imi postupy bylo zjisténo, Ze translace je pomérné presny proces —s 10 chybami na jeden
kodon. Tato presnost je vyrazné ovlivnéna napfiklad nékterymi antibiotiky (streptomycinem), které
do translace vnaseji daleko vice chyb. Z vypoctl vyplyva, Ze pro uvedenou presnost nepostacuje z
energetického hlediska pouze schopnost ribozomu rozpoznat spravnou tRNA dle kodon-antikodon
interakce. Z tohoto divodu musi ribozom disponovat dalsim mechanismem, ktery mu umoznuje danou
presnost navysit, tzv. proofreading mechanismem. Tento mechanismus je kontrolovan v
posttranslokacni fazi, kdy je nové prichozi aa-tRNA navazana na misté A malé podjednotky, a jeji vazba
do mista A na velké podjednotce je mozna az po rozStépeni GTP navdzaného faktoru EF-G.GTP. Tato
situace tak s nejvyssi pravdépodobnosti umoziuje ribozomu ,,provéfit” aa-tRNA navazanou v misté A.
Ne zcela komplementarni nebo nekomplementarni tRNA, kterd se do mista A dostane, neni schopna v
tomto misté vydrZet delsi dobu — disociuje jesté dfive, nez muZe dojit k hydrolyze GTP a uvolnéni
elongacnich faktor(. Tak je zaruc¢ena kontrola spravného ¢teni tripletd.

Translaci konci pfenos genetické informace ze strukturniho genu tim, Ze se vytvoti primarni
struktura proteinu (polypeptidovy retézec). Veskeré dalsi procesy, které se na polypeptidovém retézci
odehravaji, jsou zavislé na jeho primdrni strukture, ktera v zavislosti na okolnich chemickych a
fyzikalnich podminkach rozhoduje o tom, jaké budou jeho kone¢né chemické vlastnosti, sekundarni a
tercidlni struktura a do jaké kvartérni struktury a supramolekuldrnich sestav (bunécnych organel) bude
vstupovat. Vétsina supramolekuldrnich struktur vznika procesem samosestavovani, tj. spontdnnim
seskupovanim proteinovych podjednotek a jejich spojovanim nekovalentnimi interakcemi (napfiklad
vodikovymi vazbami). Mezi posttranslacni Upravy dale patfi tzv. proteolytické stépeni a nejrliznéjsi
kovalentni modifikace. Proteolytické sStépeni je nejbéznéjsi formou posttranslacnich Uprav.
Pravdépodobné kazdy ze znamych proteinl projde touto Upravou, a to i v pfipadé, Ze dochazi pouze k
odstépeni startovniho Met (popt. fMet), jakmile se objevi vné ribozomu. Mnohé z proteind, které
vznikaji v organismech, jsou syntetizovany jako neaktivni prekurzory, ze kterych naslednymi Gpravami
vznikaji proteolytickymi procesy aktivni proteiny. Inaktivni proteiny, které jsou aktivovany vystépenim
polypeptidu, jsou oznacovany jako tzv. proproteiny, a vystépené useky jako tzv. propeptidy. Kovaletni
modifikace spocivaji jak v modifikaci postrannich skupin aminokyselin, tak modifikaci N- a C-koncl
proteinl. Do dnesni doby je zndmo vice jak sto padesat druhl nejrliznéjsich modifikaci (naptiklad
acetylace, glykosylace, hydroxylace, methylace, nukleotidylace, fosforylace, ADP-ribosilace atd.).

Obr. 6 — tRNA a translace
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Daldi poimy ke studiu: makroergickd vazba, seryl-tRNA%, pfibuzné tRNA, polyzom, ribozym,
G proteiny, inhibitory proteosyntézy (antibiotika), regulace genli na Urovni translace, transport a
degradace protein(, signalni rozpoznavaci ¢astice (SRP), translokony, signalni peptidy, polyproteiny

6. Transpozony

Témér polovinu nasi genetické informace (genomu) tvofi mobilni genetické elementy — transpozony
(tzv. ,,skakajici geny“). Transpozony, také jinak transpozibilni elementy jsou semiparazitické sekvence
DNA (segmenty DNA), které jsou schopny ménit svou pozici (pfemistovat se) a kopirovat se
v genomu (prochazet transpozici). Kromé toho, Ze zpUsobuji genetické mutace a chromozomové
prestavby, mohou pro své nositele tyto mobilni genetické elementy predstavovat i selekéni vyhodu

a rovnéz byt i jednim ze zdroja "novych gend" v evoluci.
Obecné jsou jednim z nastrojl genetického inZenyrstvi jak u rostlin, tak Zivocich(.

6.1 DNA transpozony

DNA transpozony jsou v lidském genomu povaZovany za inaktivni, diky akumulaci mutaci v prabéhu
fylogeneze, a tak lze najit pouze jejich evolucné staré zbytky (fosilie). Nicméné, s pouzitim informaci
ziskanych z lidského genomu i genomu ostatnich obratlovcl je mozné aktivni transpozon (odvozeny z
lidskych fosilnich elementt) ,vyrobit“. Ptikladem takto vytvofeného transpozonu je transpozon
"Sleeping Beauty" (Sipkova RUZenka), ktery se vsoucasné dobé jevi jako mozny zaklad pro dalsi
generaci genové terapie, a to zejména diky vice specifickému mistu integrace, neZ je tomu napftiklad u
retrovir(Q.

Funkénost typického DNA transpozonu je zaloZena na sekvenci kddujici enzym transponazu
(transpozazu), ktery se vaze k obéma konclim repetitivniho elementu, ktery je tvofen invertovanymi
repeticemi. Tyto invertované konce si tedy mohou "vyménit" fetézce a stabilizovat tak strukturu,
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nezbytnou pro aktivitu transpondazy. Transpondaza pak vystépi transpozon a liguje takto vzniklé volné
konce chromozomadlni DNA. Uvolnény komplex transpozon-transponaza se vaZze na specificky
sekvenéni motiv jinde v genomu, kde transpondza stépi hostitelskou DNA a liguje transpozon na nové
misto. Takto se transpozon pohybuje tzv. mechanismem ,,cut and paste” (vystfihnout a vlozit).

Do této skupiny patii napfiklad DS-element kukufice, poprvé popsany genetickou Barbarou
McClintokovou (objevitelka transpozon(, vroce 1983 ziskala Nobelovu cenu), ataké nékteré
transpozony (napfiklad element P) objevené u octomilky (Drosophila melanogaster) ¢i nékterych
bakterii.

6.2 Retrotranspozony

vewvs

Retrotranspozony jsou v lidském genomu daleko hojné;jsi (pfimo tvofi nejméné 45 %) a navic jsou stale
aktivni. Pro transpozici vyzaduji bunécné RNA polymerazy (Il nebo Ill), kterymi jsou prepsany do RNA,
zatimco plvodni kopie zUstava na svém misté. RNA kopie podléha reverzni transkripci do DNA, ktera
je vloZzena do genomu na nové misto. Tyto elementy tedy expanduji mechanismem tzv. duplikace —
,»,copy and paste” (kopirovat a vlozit).

Proces retrotranspozice je relativné nachylny k riznorodym chybam, a tak jsou nové vzniklé
kopie vétsinou inaktivovany delecemi nebo bodovymi mutacemi. ProtoZe je vétSina kopii inaktivni,
dalsi expanze dané rodiny retrotranspozonl je fizena nékolika aktivnimi Uplnymi elementy. Avsak i
kdyzZ by pozdéji béhem fylogeneze doslo ke ztraté vsech aktivnich elementd, genom mUze byt doslova
preplnén tzv. fosilnimi ¢leny dané rodiny sekvenci.

Retrotranspozony mohou byt klasifikovany jako autonomni a neautonomni. Autonomni
retrotranspozony (tzv. LINE) kdduji proteiny nezbytné k jejich transpozici, ackoli pro Uspésny ,preskok”
jsou také zdavislé na hostitelovych RNA polymerazach a enzymech opravujicich DNA. Neautonomni
retrotranspozony (tzv. SINE) nekdduji proteiny a musi tak vyuzit enzymy jiného transpozonu, aby byly
schopné transpozice.

6.3 Replikativni transpozony

Replikativni transpozony lze nalézt u bakterii. Sekvence (napfiklad TN3 segment) se specialné prenasi
napriklad mezi bakteridlnimi plazmidy, pficemzZ na rozdil od prosté transpozice dochazi také k cilené
replikaci segmentu, na zakladé ceho? je tento segment po transpozici pfitomen v obou plazmidech.

Bakterialnich transpozony hraji vyznamnou roli v procesu horizontalniho prenosu rezistence
k rGznym antibiotikim.

Obr. 7 — Mechanismus transpozice
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Zdroj: https://slideplayer.com/slide/12116514/

Dalsi pojmy ke studiu: Alu sekvence, P element, TN3 segment, DS element, IS element
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7. \Viry, retroviry a bakteriofagy

Viry, viroidy (malé infekéni cirkuldrni autokatalytické RNA nekddujici Zadny protein) a virusoidy
(infekéni agens tvorené ssRNA napadajici rostliny) patfi mezi nebunécné Zivé soustavy. V prenosech
genetické informace jsou na rozdil od bunécnych Zivych soustav v rlizné mite zavislé na hostitelskych
bunkach, v nichZ probiha jejich reprodukce. Preklad genetické informace do virovych protein(, ke
kterému dochazi po infekci hostitelské bunky, je kompletné uskuteciovan jejim translacnim
systémem, nebot nebunécné Zivé soustavy nemaji zadnou ze slozek translaéniho systému. V tom
spociva podstata tzv. intracelularniho parazitizmu, kterym je virus charakteristicky. Viry lze proto
chdpat jako nukleoproteinové ¢astice vyznacujici se schopnosti infikovat své hostitelské buriky a v nich
se reprodukovat v zavislosti na jejich translacnim aparatu.

Velikost virll se pohybuje v desitkdch aZz stovkach nanometrd. Jejich stavba je velmi
jednoduchd — zakladni ¢ast (jakousi obdobu bunééného jadra) tvori nukleova kyselina a okolo ni je
proteinovy plast, tzv. kapsida. Dale maji nékteré viry je$té membranovy obal (obalené viry), jeden
nebo vice bicikd (naptiklad nékteré bakteriofagy) nebo si v kapsidé dokonce pfinaseji nékteré enzymy
potfebné pro rozmnozeni viru (napriklad reverzni transkriptazu u retrovird). Velmi dlleZité jsou také
povrchové glykoproteiny viru, diky kterym se virova ¢astice (virion) miZe vazat na specifické receptory
bunék. Podle typu nukleové kyseliny Ize vSechny viry primdrné rozdélit do dvou skupin na: 1) DNA viry
(obsahuijici linearni nebo cyklickou ssDNA nebo ¢astéji dsDNA) a 2) RNA viry (obsahuijici linearni nebo
segmentovanou ssRNA nebo dsRNA).

Pokud ma virus DNA (DNA viry), dochazi k pfimym transkripcim a translacim virovych gend.
M3a-li ssRNA (RNA viry), miZe tato RNA slouZit pfimo jako mRNA pro proteosyntézu (pozitivni RNA
viry), nebo je nejprve zreplikovana za vzniku komplementarniho RNA vldkna, které poté plni roli mRNA
(negativni RNA viry). Prepis je katalyzovan RNA dependentni RNA polymerazou, kterd je do buriky
pfinesena v kapsidé virionu. Pokud je informace kddovéana dsRNA (RNA viry), dochazi pfimo k prepisu
do mRNA. DNA viry se vétsinou replikuji v bunécném jadre, zatimco RNA viry volné v cytoplazmé.
Translaci zajistuje vzdy proteosynteticky aparat infikované buriky (viz vyse).

Zvlastni skupinou jsou tzv. retroviry, jejichz RNA je po vpraveni do hostitelské buriky nejprve prepsana
do DNA. Na tomto procesu se podili enzym reverzni transkriptaza, ktery je schopny katalyzovat
reverzni transkripci, tj. prepis informace z RNA do DNA. Reverzni transkriptaza, schopnd prepsat
virovou RNA do DNA, se v hostitelské burice nenachazi, a proto musi byt pfinesena v kapsidé retroviru.
Nékteré retroviry jsou schopny takto vyrobenou DNA dokonce vclenit do genomu bunky, ktera tak
stdle produkuje dalsi viry. Pokud se infikovana burika déli, déli se s ni i virova informace.

Retroviry mohou slouZit jako vektory genetické informace v biotechnologiich a uvaZuje se o
nich i jako o vektorech pro genovou terapii (v souc¢asné dobé je vsak vyzkum soustiedén predevsim na
bezpecnéjsi nevirové vektory, napfiklad nanocastice, lipozomy aj.). Mezi nejznamé;jsi retrovirus patfi
naptiklad virus HIV (pGvodce AIDS).

Viry bakterii (tzv. bakteriofagy) jsou schopny se vazat pouze na specifické receptory bakteridlnich
bunék a pouze v nich realizovat svij lyticky (popf. lyzogenni) cyklus. Ekologicky vyznam bakteriofagl
Ize jen velmi obtizné vymezit — je vSak pravdépodobné, Ze jsou dllezitym faktorem rovnovahy
v bakteridlnich biocendzach. Z praktického hlediska jsou bakteriofagy vyznamné v lékarstvi, kde se
vomezené mife pouZivaji k prevenci i |é¢bé nékterych bakteridlnich infekci. Epidemiologové
laboratorné vyuZivaji soupravy vybranych bakteriofagl k typizaci rady druhl patogennich bakterii.
Zasadni vyznam vSak maji bakteriofagy jako modelové objekty zdkladniho vyzkumu. Bakteriofagy se
dnes systematicky radi do dvanacti celedi.

Rostlinné viry se dnes rozdéluji do triceti Sesti celedi a skupin. Jsou v naprosté vétsiné neobalené (z
obalenych jsou zndmy jen tfi ¢eledé s ssDNA). Svymi tvary a rozméry jsou rostlinné viry velmi pestré.

Dnes znamé Zivocisné viry se klasifikuji do jednoho fadu (Mononegavirales), do dvaceti péti celedi a
skupin vir(l obratlovc(, Sestnacti celedi a skupin bezobratlych a jednoho rodu viru prvokd.
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7.1 Reprodukce virli v hostitelskych burikach

Zivotni funkce virQl jsou omezeny jen na reprodukci a s ni spfaienou dédi¢nost. Samy se vak
rozmnozovat nemohou, jejich rozmnoZovani (respektive pomnozovani) je zcela zavislé na hostitelské
bunce. Viry vyuZivaji jeji zasoby volnych aminokyselin, nukleotidl i ostatnich stavebnich molekul a
obvykle i jeji enzymové vybavy. Na enzymech hostitelské bunky byva zavisld replikace nukleové
kyseliny vird a syntéza virovych proteinli probiha na jejich ribozomech, pri¢emz viry vyuZivaji také jeji
tRNA (viz vyse). Reprodukcni cyklus vir(i probiha obecné v sedmi stupnich: 1) vazba virionu na povrch
buriky, 2) penetrace do buriky, 3) uvolnéni nukleové kyseliny z kapsidu, 4) replikace virové nukleové
kyseliny, 5) syntéza virovych proteinti, 6) maturace viriont a za 7) uvolnéni virionl z buniky. Mezi
penetraci virionu do buriky a vznikem prvnich virion(i probiha tzv. faze eklipsy, kdy v burice nelze
nezraly virus prokdzat. Trvani této faze je pro jednotlivé viry charakteristické a pohybuje se v fadu
minut az hodin.

7.2 Satelity (virusoidy), viroidy a priony

Satelity (virusoidy) jsou nukleové kyseliny (RNA ¢i DNA) s vlastni genetickou kontinuitou, uzaviené
v kapsidech nékterych vir( (vedle jejich vlastni nukleové kyseliny). Jedna se obvykle o relativné kratké
sekvence (300-1500 nukleotidt), kovalentné uzaviené do kruznicové formy. K jejich objevu doslo az
v roce 1981 a poznatkl o nich tak postupné pribyva. Znamy jsou jiz satelity s ssSRNA (nejéastéjsi),
dsRNA, ssDNA i dsDNA, pricemz nukleova kyselina satelitu je vzdy stejna jako nukleova kyselina viru
(tzv. pomocného), ve kterém se nachazi. Satelitni nukleova kyselina je totiz schopna replikace i
uzavieni do virového kapsidu jen ¢innosti enzym( kédovanych genomem pfislusného viru, proto se
tento vir oznacuje jako ,helper virus“, neboli pomocny virus (a také hostitelské buriky). Vlastni geny
satelitu pak kéduji proteiny, které se podileji na patogenité pomocného viru.

Viroidy jsou samostatné, kapsidem ani jinou strukturou neobklopené, velmi kratké (250-375 nukleoti
dl) molekuly ssRNA. Viroidy se replikuji a ukladaji v jadrech infikovanych bunék, kde jsou replikovany
enzymy hostitelské bunky (jejich RNA pfitom nemd funkci mRNA). Predpoklada se, Ze vznikaji
cirkularizaci intronli geni svych eukaryotickych hostitel(i, uvolnénych posttranskripénim sestfihem.
Dosud bylo popsano asi tficet rliznych viroidud, kdy kazdy vyvolava specifické onemocnéni kulturnich
rostlin urcitého druhu, pficemz pfiznaky jsou obecné tytéz jako pfiznaky chorob virovych. Nejznamé;jsi
z nich jsou vietenovitost bramborovych hliz (plvodcem je viroid PSTV) a bledost plodd okurek (viroid
CPFV). Infekce viroidy se Sifi predevsim horizontalné (mezi rostlinami dané populace), a to mechanicky
(zemédélskym naradim), avSak pro nékteré z nich byl prokdzan i pfenos vertikalni (infikovanymi
semeny, pylovymi zrny infikovanych rostlin).

Jako priony se oznacuji specifické infekéni proteiny (bez nukleové kyseliny), kddované strukturnim
genem hostitelského organismu. Priony jsou zatim zndmy jako pfenosni patologicti Cinitelé v bufikach
savcl a v bunkach nizsich hub (lze predpokladat jejich objev i u dalSich hostitell). U savcl jsou znamy
jako puvodci skupiny chorob s podobnou patogenezi a podobnymi pfiznaky, tzv. transmisibilnich
(pfenosnych) spongioformnich encefalopatii (TSE). TSE jsou tézké, bez vyjimky smrtelné choroby,
vyskytujici se u lidi a u nékterych druhl zejména domestikovanych zvifat. Mezi nejznaméjsi prionové
choroby ¢lovéka patfi napriklad Creutzfeldtova-Jakobova choroba, Kuru, fatalni familiarni nespavost
a Gerstmanntv-Strausslertiv-Scheinkeriv syndrom.
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Obr. 8 — Typy viru — bakteriofdg, neobaleny virus, retrovirus

Neobaleny virus
Retlrovirus
RNA
Bakteriofag i

Zdroj: https://cs.wikipedia.org/wiki/Virus#/media/Soubor:Virus-types3.png

Obr. 9 — Lyticky vs lyzogenni cyklus
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Zdroj: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/js17/cviceni mikrobiologie/web/pages/bakteriofag.html

Dalsi pojmy ke studiu: lyticky a lyzogenni cyklus, lyzozym, fagy virulentni, fagy mirné, profag, indukcni

Cinitele, pinocytdza, transfekce, epizom, onkogenni plsobeni vir(, polyvalentni bakteriofagy,
aktinofagy, termofilni bakterie Thermoproteus tenax, bakteriofag Escherichia coli X174, fagy T4 a T7,
virus tabakové mozaiky, papilomavirus, poliovirus, viry lidské hepatitidy, viry rymy, virus slintavky a
kulhavky, rotaviry, viry nestovic, virus Epstein-Barové, herpes viry, viry spalni¢ek a pfiusnic, viry
hemoragickych (krvacivych) horecek, virus encefalitidy, viry dengue a Zluté zimnice, virus vztekliny,
replikacni strategie bakteriofagl, replikacni strategie rostlinnych a ZivociSnych RNA virl, replikacni
strategie rostlinnych a Zivocisnych DNA vir(, konjugativni pilusy
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8. Metody molekularni biologie

K hlavnim metodickym pfistupldm molekuldrni biologie patfi zejména purifikace a izolace nukleovych
kyselin, amplifikace nukleovych kyselin, rzné zplsoby manipulace s nimi, sekvenovani DNA a dale pak
rGzné metody analyzy genové exprese (studium transkripce a translace).

V nasledujici ¢asti jsou vysvétleny principy nejpouzivanéjSich molekularné biologickych metod
spolu s priklady jejich moZzného vyuziti.

8.1 Metody izolace nukleovych kyselin

Izolace nukleovych kyselin je obvykle prvnim krokem vétSiny molekuldrné biologickych technik.
Materidlem pro izolaci mohou byt jednotlivé bunky, tkané nebo organy (které jsou nejdfive
homogenizovany), nebo napfiklad virové ¢astice. Izolace zahrnuje 3 zakladni kroky: 1) rozruseni bunék
nebo virovych kapsidl plUsobenim enzymi (detergenty), 2) odstranéni kontaminantii pomoci
enzymu (proteindaza) a 3) vlastni extrakce nukleové kyseliny.

Mezi nejcastéji vyuzivané metody izolace DNA patfi bezesporu fenol-chloroformova extrakce,
kdy je bunécny lyzat promichan se smési fenolu a chloroformu. Fenol je organické rozpoustédlo
pouzivané k oddéleni protein od nukleovych kyselin (proteiny jsou hydrofobni a z(stavaji v organické
fazi, zatimco nukleové kyseliny jsou vysoce nabité a prechazeji do vodné faze). Chloroform denaturuje
proteiny, rozpousti tuky a napomahd oddéleni jednotlivych fazi ziskanych v nasledujicim kroku.
Centrifugaci je poté oddélena spodni organickd faze (tvofend fenolem), mezifaze (tvorena
denaturovanymi proteiny a zbytky bunék) a horni vodna faze (v niZ je rozpusténa DNA). DNA je
nasledné vysraZzena ethanolem, precipitat je shromazdén centrifugaci a ziskany sediment je rozpustén
ve vhodném roztoku (napfiklad ve vodé). K izolaci DNA je moZné pouzit dalsi metody extrakce,
napfiklad adsorpci na silikat nebo komeréné doddavané izolacni soupravy (tzv. kity), které vyrazné
zjednodusuji a urychluji postup ziskani DNA.

Hlavnim problémem pfi izolaci RNA jsou RNazy (vSudypritomné a velmi odolné enzymy, stépici
RNA). VSechny vodné roztoky a material, které prijdou do styku se zpracovavanym vzorkem, proto musi
byt RNaz zbaveny. Pro izolaci Ize opét pouzit fenol-chloroformovou extrakci — fenol zde vSak musi mit
vySsi teplotu a byt kysely. Takto Ize ziskat roztok vsech typd RNA, tj. tzv. celkovou RNA (kontaminujici
DNA se Ize zbavit plsobenim DNAazy). Nejcastéjsim cilem izolace je vSak ziskani samostatné mRNA,
kterd se pouziva napr. pro sledovani exprese konkrétnich gend nebo pro pripravu cDNA apod. Izolace
samostatné mRNA je zaloZena na pfitomnosti tzv. polyA sekvence na 3’- konci viech molekul mRNA.
Diky ni Ize mRNA z roztoku "vychytat" vazbou na kratké komplementarni polyT-fetézce (ty mohou byt
pfipevnény napfiklad na sténu mikrozkumavky). Ostatni slozky roztoku Ize poté odstranit opakovanym
promyvanim podobné, jako pfi adsorpci DNA na silikatové castice. | pro tento typ izolace jsou opét
dostupné komercni kity.

Obr. 10 — Princip izolace RNA pomoci centrifugacnich RNA vazebnych kolonek

Zdroj: https://labguide.cz/metody/izolace-nukleovych-kyselin/izolace-rna/
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8.2 Elektroforéza

Elektroforéza patfi k nejpouzivanéjSim separacnim technikdm slouZicim k izolaci a analyze
makromolekul (nukleovych kyselin a proteinll) o rozdilné hmotnosti, popf. odlisném elektrickém
naboji, vyuzivajici jejich odliSnou pohyblivost v elektrickém poli. VyuZiva schopnosti nabitych ¢astic
pohybovat se v elektrickém poli, pficemz rychlost pohybu ¢astic je zavislda na velikosti celkového
povrchového ndboje, velikosti a tvaru molekuly a jeji koncentraci v roztoku. Rychlost molekuly pfi
elektroforetické separaci lze vyjadrit:

vV _ ., & f0
-0 ¢

Kde T je elektrokineticky potencial (V), vje linedrni rychlost pohybu &astice (m -s71), E je intenzita
elektrického pole (V- m™), n viskozita prostfedi (Pa - s), € je relativni permitivita kapaliny, eopermitivita
vakua a C konstanta zavisla na tvaru ¢astic a na tloustce elektrické dvojvrstvy.

Nejcastéji pouzivanym typem elektroforézy je elektroforéza na nosicich, konkrétnéji gelova
elektroforéza (agardzové gely, polyakrylamidové gely, SDS gelova elektroforéza aj.).

8.2.1 Pouziti gelové elektroforézy pro separaci riizné dlouhych fragmentl DNA

Principem metody je pohyb zdporné nabitych molekul DNA (zdporné nabité fosfatové skupiny)v
elektrickém poli smérem ke kladné nabité anodé. Pomoci gelové elektroforézy Ize separovat molekuly
DNA na zdkladé rozdilnych rychlosti pohybu molekul DNA v gelu, které jsou nepfimo iUmérné velikosti
molekuly DNA.

Elektroforéza se provadi na vhodném nosici, nejcastéji v gelu z agarézy (i polyakrylamidu). Gel
je tvoren sloZitou siti polymernich molekul s pdry, jimiz se rtizné velké molekuly DNA pohybuji riznou
rychlosti (velké fragmenty pomaleji, malé fragmenty rychleji). Agardzovy gel se pfipravuje v rlizné
hustoté (udavané v objemovych % praskové agardzy). Agardza se rozpousti v pufru, ktery je také
obsazen v elektroforetické vané jako elektrolyt (TBE, TAE aj.). Vzorky se nanasi do jamek v gelu, které
byly vytvoreny pomoci tzv. hiebinku. Zatizeni DNA (klesne do jamky v gelu) a migrace DNA v gelu jsou
zajistény pridanim tzv. nanaseciho neboli vkladaciho pufru, ktery mulze byt zabarveny (vizualni
kontrola vloZeni produktu do pfislusné jamky a také migrace v gelu). Pro odhad velikosti pozorovanych
DNA fragmentl se do jedné jamky gelu nanasi tzv. velikostni marker (hmotnostni standard, DNA
ladder = Zebrik) o definované velikosti jednotlivych fragmentd. Separované fragmenty DNA je tieba
zviditelnit. Pro vizualizaci DNA se pouZivda znaceni barvivem, které se vaze na DNA,
napr. ethidiumbromid, SYBR Green aj., a v pristroji zvaném UV transiluminator nasledné zviditelni
fragmenty DNA. Pro detekci fragment( DNA Ize pouZit také radioaktivni znaceni, nebo hybridizaci se
znacenou sondou (kratkym oligonukleotidem, ktery se komplementdrné vaze k hledané sekvenci).
Rozdélené molekuly DNA Ize také ve funkéni formé izolovat z gelu.

Obr. 11 — HorizontdlIni gelovad elektroforéza, agardzovy a akrylamidovy gel
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agarézovy gel akrylamidovy gel

agaroza Cy4H33049 akrylamid C;HsNO

Zdroj: https://www.wikiskripta.eu/w/Elektrofor%sC3%A9za

28


https://www.wikiskripta.eu/w/Elektrofor%C3%A9za

8.3 Rekombinantni DNA

Rekombinantni DNA je uméle syntetizovana DNA, ktera vznika inzerci celého genu nebo jeho urcité
Casti do genomu jiného organismu. Rekombinantni molekuly (Rc-DNA) tedy obsahuji Useky DNA
rozdilnych organismu. Vytvareji se inzerci cizorodé DNA do vektoru, kterym mizZe byt bakteridlni
plazmid nebo fag. Pfiprava rekombinantni DNA zacind pokusem vloZit mnoZstvi viceméné nahodnych
restrikénich fragmentl do plazmidu. Z tohoto dlvodu je rozhodujici rozpoznat zejména konkrétni gen,
cozZ je mozné pouze tehdy, kdy je dostupna pfislusnd mRNA — ta se purifikuje a pouzije se na ptipravu
c¢DNA pomoci enzymu reverzni transkriptazy — vysledkem je radionuklidem znacena molekula cDNA,
tzv. sonda (,probe”), ktera za specifickych podminek hybridizuje s prisluSnym genem (viz nize).
Rekombinantni DNA technologie se pouzivd napf. v genové terapii nebo pfi pfipravé geneticky
modifikovanych organisml (GMO).

Obr. 12 — Schéma vzniku rekombinantni DNA za pouZiti plazmidu

plazmid vkladana DNA

rekombinantni DNA

Zdroj: https://www.wikiskripta.eu/w/Rekombinantn%C3%AD DNA

8.4 Polymerazova retézova reakce — PCR

PCR (polymerase chain reaction) je metoda slouZici k mnohonasobné amplifikaci (zmnoZeni)
specifického Useku DNA in vitro. PCR zavedl| v roce 1983 Kary Mullis, ktery za objev této metody dostal
v roce 1993 Nobelovu cenu. Princip syntézy DNA touto metodou je podobny replikaci — kopie useku
DNA jsou syntetizovany pomoci enzymu DNA-polymerazy podle templatu ve formé ssDNA na principu
komplementarity bazi. K zahajeni reakce je zapotfebi dvou tzv. primerd (chemicky syntetizovanych
kratkych oligonukleotid(), které se pfipojuji ke komplementarnim Usekdm protilehlych retézci DNA
tak, Ze jejich 3'-OH-konce sméruji proti sobé. Pomoci primer( je zaroven vymezen Usek DNA, ktery
bude amplifikovan. Jako templaty pro syntézu slouZi oba retézce dsDNA, po predchozi denaturaci.

Reakéni smés pro PCR (templatova DNA, dva primery, deoxyribonukleosidtrifosfaty a
termostabilni DNA polymeraza) se napipetuje do malé PCR zkumavky, kterd se vloZi do specialniho
pristroje, tzv. termocykleru, kde probihaji cyklicky se opakujici kroky za rtiznych teplot.

Pribéh PCR Ize obecné shrnout do péti krokl: 1) pocatecni denaturace DNA — separace
fetézcl (94 °C, 2-5 min), 2) denaturace - separace retézcl (94-95 °C, 2045 s), 3) anelace (nasedani)
primera (55-65 °C, 30-90 s), 4) polymeracni reakce (extenze) — prodluZovani retézc pomoci DNA-
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polymerazy, kterd syntetizuje komplementarni fetézce DNA z volnych nukleotidl, nové syntetizované
fetézce slouZi jako templaty pro dalsi cyklus (72 °C, 4590 s), 5) zavérecna extenze (terminace) —
dosyntetizovani, pripadné nedosyntetizovanych retézcd (72 °C, 5 min), pficemz body 2-4 se cyklicky
opakuji (25-30 cykl{).

Vyhodou PCR je, Ze vyZzaduje minimalni mnoZstvi DNA (teoreticky staci 1 molekula DNA). Touto
metodou lze ziskat 2" - 1 kopii, kdy n je pocet cykl(. Z jedné molekuly DNA lze tedy napfiklad ziskat po
probéhnuti 30 amplifikaénich cykld vic neZz 10° kopii. Nevyhodou této metody je v nizké (ale i tak
vyznamné) cCetnosti mozné zandaseni chyb do amplifikovanych kopii DNA (Tag-polymeraza nema
korekéni aktivitu a nasledkem toho produkuje pfi replikaci chyby s vétsi ¢etnosti, nez je obvyklé).

Vysledny produkt PCR (amplifikovany usek DNA) lze analyzovat napf. stanovenim velikosti
produktu gelovou elektroforézou, Stépenim restrikénimi enzymy a posouzenim vznikajicich
restrikcénich fragmentl (RFLP), hybridizaci se znacenou sondou komplementarni k ¢asti sekvence
amplifikovaného useku nebo stanovenim sekvence DNA (viz niZe). Variantou PCR umoziujici syntézu
cDNA podle RNA templatu je reverzni PCR (RT-PCR) vyuZivajici enzymu reverzni transkriptazy.

PCR ma mnohostranné vyuziti nejen v zakladnim vyzkumu (izolace gen( nebo jejich ¢asti, priprava
znacenych sond, sekvenovani DNA) a aplikovaném genetickém vyzkumu (detekce mutaci v genech,
studium polymorfizmu gend, populaéni genetika), ale uplatriuje se i v klinickych disciplinach
(prenatalni diagnostika, detekce patogennich mikroorganizmu, identifikace onkogen), v archeologii,
kriminalistice (identifikace jedincl), v soudnim lékaFstvi (urceni paternity), v potravinaiském
primyslu (identifikace falSovani potravinarskych vyrobk(l) a v mnoha dalSich védnich oborech
(zoologie, botanika, mikrobiologie, parazitologie).

Obr. 13 — Schéma polymerdzové retézové reakce (PCR)

Schematic of Polymerase Chain Reaction
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Zdroj: https://igbiosystems.com/applications/techniques/polymerase-chain-reaction-real-time-pcr-digital-pcr/

8.5 Hybridizace nukleovych kyselin, DNA a RNA sondy

Hybridizacni techniky jsou vyuzivany k detekci cilovych genti. Zakladnim principem téchto metod
je hybridizace DNA ¢i RNA, tj. vzajemné parovani jednoretézcovych molekul DNA ¢i RNA. Parovani
jednoretézcli nukleovych kyselin je ddano komplementaritou bazi, tzn. formaci vodikovych vazeb mezi
adeninem a tyminem/uracilem a vodikovych vazeb mezi guaninem a cytosinem (pokud jsou tedy tyto
vazby pritomny na jednoretézcové molekule nukleové kyseliny). Na zakladé komplementarity dochazi
k pfisedani jednoho jednoretézcového Useku nukleové kyseliny k druhému a vysledné formaci
dvouretézcové molekuly. Pfi hybridiza¢nich technikach je testovana molekula nukleové kyseliny
chemicky ¢i teplem denaturovana (z dvouretézcové molekuly vznikaji dvé jednoretézcové) a v této
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denaturované formé je nanesena na membranu. Pro imobilizaci nukleové kyseliny jsou vyuzivany
membrany nylonové, nitrocelulosové nebo polyvinyliden difluoridové (PVDF) a u kazdé z nich jsou
dostupné dalsi typy s rGznymi specifikami. Volba druhu membrany se odviji od zplsobu detekce sondy,
tj. doporuceni vyrobce daného systému.

V soucasné dobé se nej€astéji pouzivaji pozitivné nabité nylonové membrany. Vzorek
nukleové kyseliny imobilizovany na membrané je nasledné hybridizovan se znacenou sondou. Jako
sonda je vyuzivana nukleova kyselina, kterd je komplementarni k sekvenci testované molekuly. Sonda
je znacena (radioaktivné i neradioaktivné, napriklad fluorescencné) a mize byt pfimo ve formé
jednoretézcové molekuly ¢i jako dvouretézcovd. Pokud je jako sonda vyuzivand dvouretézcova
molekula, je nutné ji pred pouzitim denaturovat. Jako hybridiza¢ni sondy jsou pouzivany: ssDNA,
dsDNA, molekuly RNA a syntetické oligonukleotidy. Jednofetézcové DNA sondy mohou byt
syntetizovany z mRNA pouZitim reverzni transkriptazy nebo zfragmentl klonovanych do
specializovanych M13 nebo fagemidovych vektoril, které obsahuji misto pocatku replikace
jednofetézcové bakteriofagni DNA. VyuZitim radioaktivné znaéenych 3P pFi syntéze vznika
radioaktivné znacena sonda (vyuZiti ssDNA sondy na rozdil od dvouretézcovych sond eliminuje riziko
reasociace denaturovanych jednovlaknovych molekul sondy). Dile miZe byt vyuzZita jakakoliv
dvouretézcova molekula DNA ziskana naptiklad zaklonovanim do klonovaciho vektoru nebo pomoci
PCR. Znaceni dvouretézcovych sond se provadi naptiklad pomoci nick-translace nebo primer
extension pomoci komeréné dostupnych kitl. RNA sondy jsou ziskavany ze zaklonovanych fragmentt
v klonovacich vektorech. Tyto vektory obsahuji promotorové sekvence z bakteriofagli SP6 nebo T7,
které pfiléhaji ke klonovacimu mistu. Transkripce klonovanych tsek( v pfitomnosti rNTP znaéenych 32P
dava vznik znac¢ené RNA sondé. Templatova DNA je odstranéna jednoduchym stépenim DNazou. RNA
sondy maji mnohé uplatnéni, oviem jejich velkou nevyhodou je riziko degradace RNA pfi kontaminaci
RN&zami. Syntetické oligonukleotidy mohou byt pfipraveny mnohymi komerénimi firmami. Znaceni
se provadi pomoci koncového znaceni, napf. T4 DNA polymerazou.

Standardné se vyuZivaji sondy znaéené radioaktivné prostiednictvim 32P. V poslednich letech
je ovsem zvysujici se zajem o neradioaktivni znaceni, jako predevsim znaceni digoxigeninem (DIGem),
fluorescencné nebo biotinem. Pfi neradioaktivnim znaceni jsou sondy detekovany kupfikladu pomoci
protilatky s navazanou napft. alkalickou fosfatazou. Alkalicka fosfataza reaguje s pfidanym substratem
jako naptf. NBT / BCIP (nitro blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfat) s vyslednou
kolorimetrickou ¢i chemiluminiscencni reakci. V porovnani s radioaktivnim znacenim je neradioaktivni
znaceni nepopiratelné vyhodnéjsi co do bezpecnosti a stability, ale na druhou stranu je mnohem
méné citlivé.

Obr. 14 — Princip hybridizace DNA
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Zdroj: https://cit.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-metody molekularni biologie&lang=cz
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8.5.1 Southern blotting

Southern blotting je jednou ze zakladnich metod identifikace specifickych fragmenti DNA na bazi
hybridizace molekul nukleovych kyselin. Nejprve je DNA separovana standardné pouzitim agarézové
elektroforézy — vzorky DNA jsou pfimo v agarézovém gelu denaturovany ponorenim gelu do silné
alkalického roztoku (ds molekuly jsou denaturovany do ss). Poté jsou vzorky jiz denaturované DNA
preneseny na membranu (viz vySe) bud kapilarnim zplisobem, pomoci vakua nebo
tzv. elektropfenosem. Vysledkem je membrdna s navazanou nukleovou kyselinou v pozicich, které
vérné odrazeji jejich plvodni pozice na gelu po elektroforetické separaci. Nukleova kyselina je na
membrané navazana na zdkladé iontové vazby mezi nukleovou kyselinou a membranou. Vzhledem
ktomu, Ze pusobenim nékterych chemikalii (které jsou pouZity pro naslednou hybridizaci) by
dochazelo krozrusovani iontovych vazeb a znacné ztrdté navazané nukleové kyseliny, je treba
nukleovou kyselinu na membrané ireverzibilné imobilizovat (napfiklad pomoci UV zéareni Ci tepla).
Fragmenty DNA fixované na membrané jsou nasledné hybridizovany znacenou sondou a poté (dle
zpUsobu znaceni sondy) detekovany.

8.5.2  Northern blotting

Northern blotting je analogii Southernova blottingu, s tim rozdilem, Ze se separuji a na membranu
prenaseji molekuly RNA. Vétsina molekul RNA obsahuje sekundarni strukturu, a proto musi zlstat
béhem elektroforézy denaturovand, aby byla zajisténa separace na zdkladé velikosti. Po prenosu na
prislusSnou membranu se RNA hybridizuje bud s RNA, nebo DNA sondami stejné jako u Southernova
prenosu. Northern blotting je uZiteCny pfi studiich genové exprese, pfipadné k urceni, kdy a kde
jednotlivé geny exprimuiji.

8.5.3  Western blotting

Western blotting je obdobou Southernova blottingu, aplikovany na proteiny. DulleZitym nastrojem
pro separaci a charakterizaci proteinl je polyakrylamidova gelova elektroforéza. ProtoZe je mnoho
funkcnich proteind slozeno ze dvou ¢i vice podjednotek, jsou jednotlivé polypeptidy separovany
v pfitomnosti detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS), ktery je denaturuje. Po probéhlé
elektroforéze se proteiny detekuji barvenim (Coomassie blue) nebo znadi napfiklad stfibrem.
Rozdélené polypeptidy lze ale také prenést z gelu na nitrocelulézovou membranu a jednotlivé
proteiny detekovat pomoci protilatek. Prenos proteinli z polyakrylamidového gelu na
nitroceluldzovou membranu se uskutecruje pomoci elektrického proudu. Specificky protein se po
prenosu identifikuje tak, ze se membrana s imobilizovanymi proteiny umisti do roztoku obsahuijici
protilatku k tomuto proteinu. Nasledné se nenavazané protilatky vymytim z membrany odstrani.
Pritomnost prvni (primarni) protilatky se detekuje inkubaci se sekundarni protilatkou, ktera reaguje
s imunoglobuliny. Sekundarni protilatka je spojena bud' s radioaktivnim izotopem (autoradiografie),
nebo enzymem, ktery vytvati za pridavku substratu viditelny produkt (antigen-protilatka).

8.6 DNA fingerprinting

DNA fingerprinting (geneticka daktyloskopie) je v soucasné dobé rutinni zplsob urceni totoZnosti
0sob z biologického vzorku na zakladé polymorfismi sekvenci vybranych usek( DNA. Je Siroce vyuZivan
jak v trestnich pripadech, tak ve sporech obcanskopravnich (zejména ve spojitosti s urCovanim
rodicovstvi). V obou pripadech jeho vysledky casto slouZi jako hlavni dikazni materidl. Zaroven je
vyuzivan také k detekci nékterych onemocnéni, slouZi jako nastroj pro genetické mapovani Zivocisnych
i rostlinnych genom? ¢i populacni studie aj.

Postup DNA fingerprintingu je zaloZen na urcovani genetické identity srovnavanim DNA
sekvenci, které jsou jedinecné pro kazdého jedince (s vyjimkou jednovajecnych dvojcat). Pojem DNA
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fingerprinting v sobé zahrnuje techniky jako polymorfismus délek restrikcnich fragment( (RFLP) a na
PCR zaloZeny polymorfismus délky nahodné amplifikovanych fragmentl (RAPD) anebo urceni
variabilniho poc¢tu tandemovych repetic (VNTR) i kratkych tandemovych repetic (STRP).

8.6.1 Polymorfismus délky restrikénich fragment( (RFLP)

RFLP (restriction fragment length polymorphism) je metoda, jejiz podstatou je enzymatické stépeni
molekul DNA ve specifickém restrikénim misté enzymem restrikéni endonukleazou. Rzné restrikéni
endonukledzy stépi cilovou DNA v rlznych mistech, v zavislosti na sekvenci DNA. Po rozdéleni vzniklych
fragmentl pomoci gelové elektroforézy Ize na zakladé velikosti a po¢tu fragmentd sledovat rozdily ve
studovanych sekvencich, tzv. polymorfizmy. Polymorfizmy v délkach restrikénich fragment( jsou
zpUsobeny prestavbami (napfiklad inzercemi, delecemi a substitucemi bazi) ve studované sekvenci,
které zpUsobi zménu poctu restrikénich mist.

8.6.2 Polymorfismus délky ndhodné amplifikovanych fragment( DNA (RAPD)

Metoda RAPD (random amplified polymorphic DNA) byla popsana v roce 1990 a jedna se v podstaté o
typ PCR reakce, kde je na misto dvou primerl pouZit pouze jeden, u kterého navic neni tfeba znat
konkrétni sekvence cilovych oblasti DNA. Nezbytny vsak je podil guanino-cytosinového
komplementarniho paru, ktery by ve strukture DNA mél tvofit minimalné 40 %. Primer hybridizuje na
uréitych mistech retézce DNA, kdy po syntéze novych fetézcl vznikne smés mnoha fragmentl o
rozlicné délce. Jejich polohu lze zviditelnit pomoci fluorescencniho barviva pfevedenim na agarézovy
gel.

Uspé&nost metody RAPD zavisi zejména na koncentraci DNA, poctu cykld v termocykleru,
kvalité a koncentraci pouZitych primer(, zvolené DNA polymeraze, ale také na presnosti pipetovani.
RAPD reakce jsou také velmi citlivé na teplotni profil (zménou teploty se mlze vyrazné zménit vysledna
forma RAPD produkt().

8.6.3  Urceni variabilniho poctu (VNTR) nebo kratkych (STRP) tandemovych repetic

VNTR (variable number tandem repeats) a STRP (short tandem repeat polymorphism, nékdy také
oznacované jako tzv. mikrosatelity) jsou moderni, dnes nejpouzivanéjsi metody (podobné metodé
RFLP) DNA fingerprintingu. Jsou zaloZeny na detekci tzv. tandemovych repetic, jejichZ podoba a délka
je u kazdého jedince vyrazné individualni. Konkrétni pocet repetic se zjistuje opét metodou PCR a
naslednou elektroforézou fragmentu. Lze tak vytvofit spolehlivy geneticky profil jedince, s 99 %
presnosti.

DalSi pojmy ke studiu: varianty elektroforetické separace, produkce, detekce a analyza
rekombinantnich protein(, studium vzajemné interakce proteinl (Far western, SPR, fagovy displej aj.),
studium interakce protein(i s DNA, vektory, umélé chromozomy, kyvadlové vektory, exprese proteind,
mutageneze DNA, in vitro mutageneze, transformace organismi, gRT-PCR, Nested PCR, alelové
specificka PCR, PCR in situ, Hybridizace in situ (ISH), fluorescencni hybridizace in situ (FISH), M-FISH,
genové knihovny (genomové, cDNA), klonovani (vektor, inzert, plazmidy, fagy, fagmidy, kosmidy,
polylinker, selekéni marker atd.), DNA a proteinové Cipy (arrays), sekvenovani (Sangerova metoda,
Maxamova-Gilbertova metoda, pyrosekvenovani, SMRT, ,polony sequencing”), molekularné-
geneticky polymorfismus
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KONTROLNi OTAZKY

Kapitola 1

LN WNRE

Cim se zabyva molekularni biologie?

Jaké je rozdéleni, sloZeni a funkce bilkovin?

Jaké znate aminokyseliny?

Co je to peptidova vazba?

Jaka je struktura bilkovin?

Co jsou to nukleové kyseliny a jaka je jejich hlavni Uloha?
Jaké jsou rozdily ve stavbé a funkci DNA a RNA?

Co je to komplementarita bazi a jaké baze znate?

Jakou maji nukleové kyseliny strukturu?

Kapitola 2

ok wNeE

Co je to geneticka informace a geneticky kéd?
Co je tzv. ustfedni dogma molekularni biologie?
Jaky je geneticky kod?

Kde a jak probiha ¢teni genetického kdédu?

Co to jsou iniciacni a terminacni kodony?

Jaké znate konkrétni formy genu?

Kapitola 3

ok wnpRE

Co je to replikace?

Jak replikace obecné probiha?

Jak probihad replikace bakteridlniho a jak eukaryotniho genomu?
Jak probihad replikace plazmidové DNA?

Jaké jsou hlavni rozdily mezi replikaci bakterii a eukaryot?

Jaké znate postreplikacni modifikace a v éem spocivaji?

Kapitola 4

NouswnNe

Co je to transkripce?

Jaké se v procesu transkripce uplatiuji enzymy?

Jak probiha transkripce u bakterialniho genomu?

Jak probiha transkripce u eukaryotniho genomu?

Jaké jsou hlavni rozdily mezi transkripci bakterii a eukaryot?
Jaké znate posttranskripcni Gpravy?

Co je to a k ¢emu slouzi proteosynteticky aparat?

Kapitola 5

Nou,swNPE

Co je to translace?

Kolik je zakladnich aminokyselin?

Co je to tzv. aktivace aminokyselin a ¢im je katalyzovana?
Jaké znate druhy RNA?

Co jsou to ribozomy a jaka maji vazebna mista?

Jak probiha translace u bakterii?

Jak probiha translace u eukaryot?
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8.
9.

Jaka je translacni presnost a jakym dalSim mechanismem k jejimu navyseni ribozom disponuje?
Jaké znate posttranslacni procesy?

Kapitola 6

ok wneE

Co jsou to transpozony?

Jaké transpozony znate?

Jakymi mechanismy pohybu transpozony disponuiji?

laké znate alespon dva priklady DNA transpozon(?

Jak mohou byt retrotranspozony klasifikovany?

Kde se nachazi replikativni transpozony a v jakém procesu hraji vyznamnou roli?

Kapitola 7

WoNOUAWN R

10

11.
12.

Co jsou to viry, retroviry a virusoidy?

Jaka je jejich stavba?

Jak Ize viry primdrné rozdélit?

Co jsou to tzv. retroviry?

Co jsou to bakteriofagy?

Jaky je rozdil mezi lytickym a lyzogennim cyklem viru?
Proc na viry neucinkuji antibiotika?

Jak obecné probiha reprodukce viru v hostitelské burice?
Co jsou to satelity, viroidy a priony?

laké znate alespon dva priklady DNA vir(i, RNA virQ, retrovir(l a viroidd?
Co zpUsobuji priony?

Co si predstavite pod pojmem onkogenni plisobeni vir(?

Kapitola 8

LN REWNRE

NNNRRRRRRRRRR
N R, OOUOLONOULDS, WN - O

Jaké znate metody izolace nukleovych kyselin?

Co je to elektroforéza, na jakém principu je zaloZena a k ¢emu se pouziva?
Jaké znate varianty elektroforetické separace?

Co je to rekombinantni DNA?

Co je to rekombinantni protein?

Co je to PCR?

Jaky je princip metody PCR a co je soucasti tzv. reakéni smési?

Lze PCR provést i bez termocykleru?

Co je to a na jakém principu funguje tzv. hybridizace nukleovych kyselin?

. Co jsou to tzv. sondy (probe) a jaké znate?

. K ¢emu slouzi Southern, Northern a Western blotting a na jakém principu jsou zalozeny?
. Co je to tzv. DNA fingerprinting?

. Coje to RFLP?

. Coje to RAPD?

. Cojeto VNTR a STRP?

. Co znamena pojem mutageneze?

. Jak Ize délit a jaké znate mutageny?

. Co je to klonovani a k ¢emu se uziva?

. Co jsou to DNA a proteinové Cipy a k cemu se uZivaji?
. Co je to sekvenovani?

. Jak sekvenovani probiha?

. Jaké metody sekvenovani znate?
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