Evoluéni genomika (Eduard Kejnovsky a Roman Hobza)

1. Vznik zivota
Kosmologicka pifedehra. Atributy Zivota. Moderni abiogeneze. Meteority, panspermie, extremofilové. Prvni genetické systémy na bazi
proteinl nebo NK. Ribozymy. Vznik genetického kddu a proteosyntézy. Teorie jild. Zvlastnosti Zivota a zivot na bazi kiemiku.
2. Relikty svéta RNA
Svét RNA, Dilkazy. Pocatky svéta RNA a osud prvnich RNA katalyzator(i. Centraini role RNA dnes. Ribozémy, tRNA, spliceozém, snRNA, snoRNA,
RNazaP, editace, telomeraza, Eigendv limit, Riboorgis eigensis. Hypotéza termoredukce a piivod prokaryot
3. Evoluce genomu
Definice genomu. Velikosti genomu a paradox hodnoty C. Prvni DNA genomy. Extrémni genomy, minimalni genom. Zmény ve velikosti
genomu, plynulé nebo skoky, mechanizmy. Polyploidizace. Teorie nekédujici DNA, big bang v genomu kukufice. Geografie genu a
usporadani gent v genomech. Poéty chromosomi u rdznych druht. Syntenie a kolinearita. Regulaéni systém na bazi RNA. Genomové
projekty.
4. Evoluce genu
Prvni geny. Anatomie gent. Pavod novych gend. Mechanismy evoluce novych genil. Geny a jejich velikosti, extrémy.Introny — staré nebo
mladé.
5. Dynamika genomu
Podil repetitivni DNA na velikosti genomu. Retroelementy. DNA transposony. Tandemové repetice. Mikrosatelity.
Genomy organel jako pozustatky prokaryotickych organismu. Objev promiskuitni DNA. Migrace gentd do jadra. Mechanismus pifenosu gent
do jadra. Genomy organel a vnitrobuné¢ni parazité.
7. Interakce genomu
Paraziticka DNA, restrikéné-modifikaéni systémy jako parazité, viry, vnitrobunééni parazité (Mycoplasma, Rickettsia) a jejich genomy,
obranny mechanismus trypanosomy, ovlivnéni pohlavi zpiisobené parazity (Wolbachia), molekularni parazité zivo€ichi a rostlin. Zavody ve
zbrojeni, ¢ervena kralovna a rychlost evoluce. Pozitivni vliv parazitii na hostitele.
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8. Evoluce sexuality. (A) Pfi€iny sexuality: rekombinace a sexualita, rychlost evoluce a degenerativni procesy u nerekombinujici
DNA — Mullerova rohatka (Mullers ratchet), genetické svezeni se (genetic hitchhiking), selekce na pozadi (background selection). Haploidie
a diploidie.

9. Evoluce sexuality. (B) Dusledky sexuality: mechanismy determinace pohlavi, vznik a evoluce pohlavnich chromosoma. Historie
lidskych pohlavnich chromosomu — zahadné palindromy na chromosomu Y, samci geny jsou zalohované, Y se brani degeneraci, evoluéni
vrstvy na chromosomu Y. Papaja — pohlavni chromosomy ve stadiu zrodu.

10. Meioza a rekombinace v evoluci genomd.

Co je pfi€inou a co nasledkem.

11. Struktura a evoluce lidského genomu
Zakladni charakteristika. Genové rodiny v lidském genomu. Repetice v lidském genomu. Srovnani genomu €lovéka s genomem mysi a
Simpanze. Evoluce €lovéka.

12. Genomika — strategie a metody.

Mapovani genomi. Genomové knihovny, sekvenovani a analyza sekvenci. Genomové projekty.




KOSMOLOGICKA PREDEHRA

Myty a ndboZenstvi

Albert Einstein - teorie relativity, prvni rovnice pro
vesmir

Alexander Friedmann a Georges Lamaitre - matematické
rovnhice nemaji statické reseni, dochdzi ke smrstovani
nebo rozpindni vesmiru

Fred Hoyle a Thomas Gold (1948) - teorie ustdleného
stavu (steady-state), vesmir se rozpind ale hustota hmoty
se neméni (vznikd z ni¢eho), trvale rozpinajici se vesmir
nemusi mit poatek




Velky tresk

Gamow (1948) - zkoumal plvod téZsich prvki, vyhodnd

vyssi hustota na poéatku, existence poédtku, .big bang"
(Hoyle)

Velky tresk (Big bang): vznik ze singularity, nekonecna
teplota, krivost, hustota, neplati fyzikalni zakony, vznik
prostoru, ¢asu a hmoty, smys| otazky ..co bylo pred
vznikem" - analogie se severnim pélem




Hubbluv dukaz rozpinani vesmiru

Hubble (1929) - rudy posun ve spektrech vzdalenych
galaxii, Umérny vzddlenosti, vesmir se rozpind, nejde o
rychlost pohybu ale 0 zménu vzdalenosti (i mnohondsobek
rychlosti svétla)




Reliktni zareni: pozustatek
velkého tresku

predpovédéli zaci Gamowa - Ralph Alpher a Robert
Herman (1948)

- objevili Robert Wilson a Arno Penzias (1964-1965)
- teplota 2.7K, izotropni, ¢dsti raného vesmiru mély
stejnou teplotu a hustotu

- rozpindnim se protdhla vinova délka reliktnich fotonu
1000x, ptvodni teplota zdreni byla 3000K

- pomér fotonl a baryont 10%:1 v &ase 10-3% po velkém
tresku

- presnéjsi méreni prokdzala neizotropni charakter

- ndhodné fluktuace - vznik galaxii
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Friedmanovo reseni (1922, 1924):

Uzavrené modely (sférické) - kladnd krivost +1, souéet thli
v trojuhelniku > 180° (Riemannova geometrie), rizné modely,
deceleraéni parametr, rizna doba trvani, analogie s vrhem
kamene

Otevrené modely (hyperbolické) - zdaporna krivost -1,
soulet (hll trojluhelniku < 180°, zdpornd krivost




Inflaéni vesmir - rozfouknuti vesmiru
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- hustota energie latky plynule klesa
- hustota energie vakua skokové klesd

- vakuum preda prebytek energie latce,
zamrzne, poté opét pokles energie latky

Graf zmeény vzddlenosti mezi
vesmirnymi ob jekty




Vyvoj vesmiru
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Vyvoj vesmiru

1. Hadronovd éra:

- 10-%*4s az 10-%s, teplota 1033K az 102K

- inflace vesmiru - 10-35

- kvarky se spojuji v hadrony (mezony a baryony)

- z vakua se tvori baryony (neutrony a protony) a
antibaryony

- anihilace a vznik hmoty a zdreni (fotony) prvni asymetrie
- kvarkgluonova plazma

2. Leptonovd éra:

- 10-%s az 10s, teplota 102K az 109K

- nejvice obsazeny ve vesmiru leptony (= elektrony,
neutrina aj.)




Vyvoj vesmiru

3. Era zéreni:

- 10s az 106 let, teplota 109K az 3000K

- anihilace pozitroni s elektrony, vznik zdreni

- protony + neutrony = vodik (;H) - deuterium (;2D) -
tritium (;3D) - tralphium (lehké helium ,3He) - helium
(,*He) - lithium 3°Li - ;Li - HetHe = Be + He = C

- ddle pritomny volné elektrony a neutrony

4. Era latky:

- 106 az dodnes, teplota 3000K az 3K

- elektrony se spojuji s jadry za vzniku neutrdlnich atomd
- vesmir pruhledny pro fotony a elmagnetické zareni

- formovani galaxii, dva scéndre - adiabaticky a izotermni
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Vyvoj vesmiru

- prostorocCasova péna

- vesmiry propo jeny
prostorocasovymi trubicemi

- lisi se konstantami a zdkony,
polty rozméru




Antropicky princip a
paralelni vesmiry

Fyzika totiz zjistila, Ze existence zivota na Zemi je témer zdzrakem.
Stacilo by, aby fyzikdlni konstanty vesmiru byly jen nepatrné odlisné
a hmota ani zivot, jak je zndme, by nevznikly. Vlastnosti vesmiru jsou
presne a jemneé vyladéné prdve tak, ze na Zemi mohl vzniknout zivot
a nakonec Clovék. Témér se zda, ze vesmir vznikl proto, aby mohla
inteligentni bytost vzniknout. V USA dal antropicky princip podnét
ke vzniku nového kreacionistického hnuti, "Intelligent Design".

Zrodil se tak tzv. antropicky princip, ktery zformuloval v r.1973
kosmolog Brandon Carter ve dvou verzich:

"Slabd" verze konstatuje skutecnost, ze svét je prdve takovy, Ze na
ném mohl vzniknout Zivot. "Povaha vesmiru a nase misto v ném jsou
slucitelné s nasi existenci jako pozorovateld"” Prosté tu jsme,
protoze tu muzeme byt.

"Silnd" verze rikd, ze do zdkladu vesmiru byly vlozeny takové
specifické informace, aby v ném zakonité inteligentni zivot musil
vzniknout.




Klasicka abiogeneze a
heterogeneze

- Aristoteles - Zivot md plvod v nezivé
hmoté, napr. vznik larev z rozklddajiciho se
masa, Newton, Descartes,

- Francesco Redi (1668) - zabranil larvam
kldst vajicka a z masa larvy nevznikaly,
.omne vivum ex ovo"

- Antoni van Leeuwenhoek (1683) objevil
bakterie

- Lazzaro Spallanzani (1768) - bakterie
pochdzeji také ze vzduchu a mohou byt
zniceny varem

- Louis Pasteur (1862)- mikroorganizmy
pFitomny v ruznych organickych
materidlech, po sterilizaci a ochrané
organizmy nevzniknou




Moderni abiogeneze

- vznik Zivota na Zemi sérii postupnych kroku, , prvni Zivé
systémy vznikly z primordidlnich chemikalii, vice rdznych
teorii (svét RNA, protenoidy, Millerovy experimenty,
panspermie aj.)

Vitalisticka filozofie - délila prirodu na Zivou a nezivou
Redukcionismus - slozité véci lze vysvétlit jednodussimi,
rada fyzika-chemie-biologie-sociologie, Dawkins

- Woehler' (1828) - syn’reza mocoviny, kvantifikace
energie pri reakcich, neni prostor pro vitdlni silu,
redukcionismus

Rozdil mezi klasickou a moderni abiogenezi:
- frekvence vzniku Zivota )
- slozitost vznikajicich organizmu




Moderni teorie chemickeé evoluce a
podminky na Zemi v dobé vzniku Zivota

A.I. Oparin (1924) - slozité molekuldrni struktury vznikly z
jednodussich

Haldane (1928) - Zivot vzesel z primordidlni polévky, dloha UV zdreni
H. Urey - atmosféry ostatnich planet jsou redukujici

Poloha Zemé (4.5 mld)

Zdroje energie

Sopecna cinnost a atmosféra
Po zchladnuti more (pred 4 mld)
Zivot pred 3.8mld




Urey Mlller'uv experiment
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Modifikace Urey-Millerova

experimentu

1. Pyrosyntéza: misto elektrod
pouzita picka (S. Fox), simulace
sopecné cinnosti, tepelnd
energie sopek srovnatelnd s
energii blesku, katalyzdtory
2. UV zéreni

3. tlakové viny (prilety
meteoritl)

4. kosmické zdareni

5. radioaktivita

6. slunecni vitr

Vysledek:

20 AK, 5 bazi, hlavni cukry
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Teorie svéta sulfidu kovu
(Wachtershauser, 1980)

- za pFitomnosti sulfidd kovl vznikaji sloZitéjsf uhlikaté slou&eniny
- jednoduchy metabolismus predchdzel genetice

- reakce vytvdrejici energii vyuzitelhou pro dalsi reakce cyklu

- vzrustd slozitost cykld

- reakce neprobihaly ve volném ocednu ale ha povrchu minerdld
(pyrit)

- dulezitd role kyseliny octové - jednoduchd kombinace C+H+O,
dodnes klicové postaveni v metabolismu

- 1997: smichal CO, H,S, NH;, NiS, FeS pri 100°C a ziskal AK a

peptidy
- podminky podobné blizkosti podmorskych sopek




Vznik Zivota v podmorskych sopkach
(Martin a Russel, 2002, black smokers)

- podmorske kominy v hloubkach kolem 2000m, nalezeny
poprvé u Galapdg, i jinde

- prumér otvord stovky metra, zvldstni ekosystém
(ex’rr'emofllove fo’rosyn’re’rlcke bakterie)
- vyverd prehratd voda bohatd na minerdly (sulfidy),
krystalizuje pri styku s vodou ocednu a sedimentuje,
magmatické horniny - katalyza
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Teorie ,hluboké horké biosféry"
(T.Gold, 1990, hot deep biosphere)

- prvni zivot se vyvinul hluboko pod povrchem Zemé
- dnesni bakterie nékolik kilometra pod povrchem
- moznost Zivota na jinych planetach nebo mésicich




Panspermie (.www.panspermia.com")

- Anaxagoras (5. stol. pF.n.l.): zdrodky
zivota jsou rozptyleny po celém vesmiru

- Newton: materidl z komet je dulezity pro
zivot na Zemi

- Arrhenius (1908): Panspermie

- Crick - rizena panspermie

- Hoyle and Wickramasinghe (1978):
bakterie v hustém mraku jsou odolné vuci
zareni




Komety, meteority a chondrity

Komety:
- mohou prendset organické latky (Science, 1990)
- Hyakutake - methan a ethan v ohonu komety

01 gm Dlpym

Meteority:

- prenos z Marsu ¢astéjsi nez na Mars

- dnes denné na Zemi dopadd 30-150 tun
kosmického organického materidlu, drive vice
- prebiotické reakce v mélkych lagundch se o
zakoncentrovanou polévkou latek mimozemského | o
pluvodu, vymraZovdni, vyparovani R o

- objev aromatickych polycyklickych uhlovodiki v
okoli mrtvych hvézd v mlhoving, glycin v
mezihvézdném prachu




Komety, meteority a chondrity

Chondrity:

- typ kamennych meteoritl, nejstasi pevny materidl ve
slunecni soustavé, obsahuji chondruly

Chondruly:

- malé kulicky v meteoritech, rec. chondros = zrno,

- vznikaji zahratim na 1500-1900°C a ochlazenim,

- obsahuji organické latky (aminokyseliny)
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Stromatolity: stopy prvniho zivota

- zkamenélé dtvary tvorené mikroorganizmy (sinice)

- vznikly vétsinou v prekambriu (800 00O let)

- anaerobni podminky (archea), ¢innosti sinic vznik| kyslik
- moderni stromatolity (hypersalinni jezera, Austrdlie)

P—A -Baufq.nq:




Bakterie - vesmirni kolonizatori

Streptococcus mitis:
- ndhodné zavlecen na Mésic (Surveyor3) a po 31
meésicich zpét (Apollo12) a byl Zivotaschopny

Deinococcus radiodurans:
- 15 000 Gy/ 37% zivotaschopnost
clovek 10 Gy, E. coli 60 Gy

bakterialni spory:

- odolnost, konformace A-DNA
- izolace bakterii z traviciho traktu hmyzu zalitého v
jantaru (25-40 mil. roku)




Extremofilové

Acidophile: An organism with an optimum pH level at or below pH 3.
Aerobe: requires O2 to survive.
Alkaliphile: An organism with optimal growth at pH levels of 9 or above.
Anaerobic: does not need O2 to survive.
Endolith: An organism that lives inside rocks.
Halophile: An organism requiring at least 0.2M of NaCl for growth.,
Hypolith: An organism that lives inside rocks in cold deserts.
Mesophile: An organism that thrives in temperatures between 15-60 °C.
Metalotolerant: capable of tolerating high levels of heavy metals, such as
copper, cadmium, arsenic, and zinc.
Microaerophilic: requires levels of O, that are lower than atmospheric levels.
Oligotroph: An organism capable of growth in nutritionally limited environments.
Piezophile: An organism that lives optimally at high hydrostatic pressure. See
also Barophile
Psychrophile: An organism that can thrive at temperatures of 15 °C or lower.
Radioresistant: resistant to high levels of ionizing radiation.
Thermophile: An organism that can thrive at temperatures between 60-80
o

C.
Xerotolerant: requires water to survive




Co je zivot?
Erwin Schrodinger: What is life (1947)

Definice NASA:

- otevreny sytém

- replikace - cyKlicka reprodukce

- samosestavovani - hierarchickeé struktury, fraktaly
- evoluce - smérovani ke komplexnim strukturdam

Atributy Zivota:
- reprodukce, metabolismus, rdst, adaptace, odpovéd’ na
podnéty, organizace

Zivot a druhy zakon termodynamiky:
Systém meénici entropii na negentropii vyuzivajici toku
energie. Zivot jako otevreny systém




Prvni genetické systémy

1. Proteiny - Oparinovy koacervdty a Foxovy mikrosféry
2. Nukleové kyseliny - genova teorie a ribozymy

3. Proteiny i nukleové kyseliny - geneticky kod

4. Jiny princip - pRNA, PNA, jily

which than
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Prvni replikdtory
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Na pocatku byly pouze proteiny:
1. Oparinovy koacervaty

- primitivni modely bunky

- ohrani¢ené semipermeabilni membrdnou
- hromadéni produktt, reakce, rast, déleni

- vznikaji v koloidnich roztocich

- problém fixace enzymaticky aktivnich molekul uvnitr

koacervatu, redéni

(a) Micelle

Hydrophilic head
interacts with water

Hydrophobic tails
face interior of micelle

Fhosphalipid model symbal

=R |1-H
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Phospholipids form a micelle in water.
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Na pocatku byly pouze proteiny:
2. Foxovy mikrosféry

- snaha zodpovédét otdzku ptvodu enzymatickych molekul
- vznikaji z protenoidu = polymery vzniklé kondenzaci
aminokyselin

- poradi AK v téchto polymerech je ndhodné

- nékteré mohou vykazovat katalytickou funkci




Na pocatku byly pouze nukleové kyse /ay

- genova hypotéza

» co bylo drive - DNA nebo proteiny?

* RNA je geneticky materidl i katalyzator
postuloval Crick 1968

» katalyticka aktivita RNA (Cech 1982)
* RNA svét (W. Gilbert 1986)

» vznik genetického kdédu a proteosyntézy

jednoduché polymery - replikatory, RNA

evoluce

autonomni organizmy jsou bunécné
slozitd biochemie: DNA - RNA - protein
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[B] Ribozymes catalyze RNA replication
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[C] RNA catalyzes protein synthesls

i

[D] RNA encodes both DNA and protein

Cell
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[E] Proteins catalyze cell activities
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RIBOZYMY: 3 archetypy

1. ,Hammerhead" ribozym
Aktivita v cis

Odvozené typy:

» Vlasenkové ribozymy

> Hepatitis  virus ribozym

> replikace genomové RNA rostlinnych
viroidd (vldsenkové ribozymy) a viru
hepatitidy & u savct mechanismem
valivé kruznice

> VS ribozym (MNeurospora crassa)

> vznik monomert ssRNA, templdti pro
reverzni transkripci RNA

Varkud satelit plazmid (mt u N. crassa)
150b, transkript, ligace a tépeni

2. Introny I. typu
Aktivita v c¢is
Odvozené typy:
» Introny II. typu
> samosestrih
» U6 snRNA
> spliceosomdlni sestrih

3. M1 RNA (RNA slozka
RNasy P)

Aktivita v frans

Odvozené typy:

» RNA slozka RNasy P jinych
organismu




w o - nejjednodussi popsand forma
~Hammerhead"” ribozymy katalytické RNA
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- popsan v sSRNA genomech
rostlinnych patogend, viroidi a
virusoidd, satelitni DNA &olkd

- replikace mechanismem valivé
kruznice

- $tépeni konkatemerd
- katalyzuji i opaény smér
reakce - ligaci

- prirozend aktivita v cis, v
umélych molekulach i v trans

- tFi dvousroubovice stykajici se v
konzervovaném jddre 13 nukleotidd

krystalovd
struktura - tvar ,Y"




Vldsenkové (hairpin) a VS ribozymy

- vldsenkovd struktura, odvozené z ribozymu hammerhead
- antivirové aplikace, HIV-1, ligdza pri manipulacich s RNA

B) Hairpin Ribozyme

A
An BMA copy Is made from the DNA
wiilch would nermally serve as a
tem plate for a proteln
ANA
W "‘\.‘J—h-‘_-. wnn hﬂguﬁ.. -ﬂ
Recoqnition Saquesca
F -
lmkpthh e i
Catalytic ANA [=t
o T
L) The "halrpin® AMA blnds to
=z the aubatrate recogaltion
SHCLIBNCE

Thee “halipln® RMA 15
recysled o cotaly e
another cleavage 1eaciion

vlasenkové

Cleavage by the ‘halipln*
calalytic RNA disables the
SutEtrane RNA thereby
blocking the productibn of
a proteln

it g

A

Vi

Varkud satelit

5 helixu
three-way junction




Ribozymy: introny I. skupiny

1982 - Thomas Cech: sestrih pre- Salf-splicing introns
rRNA prvoka Tetrahymena s Gy
thermophilia i
- samosestrih . oy, B0

- v genech pro tRNA, rRNA i mRNA ; -,
- mt hub, cp ras, bakteriofdgy

- dvoukrokova transesterifikace, bez |
energie, prenos fosfodiesterové vazby Ca TP
- guanosinovy kofaktor ~— |
- manipulace aktivhiho mista umozni
1rans reakci
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Ribozymy:

Left exon L
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infrony I. skupiny
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Ribozymy: introny II. skupiny

- méne rozsirené, odvozené, bakterie, organelové genomy eukaryot
- adenosinovy kofaktor
- .retrohoming” - inserce do alel bez intronu, reverzni transkripce

Ve ’ Ve
Sestrih Reverzni sestrih
intron ‘f:'ruu: b site RINA Q exon
. |
} rr O+ DNA target site
S3'splice site 1 +
3 exen _PH!/ €Xon A intron
2'5'-Phosphodiester bond . iy RNA
1ststep | 5' splice site cleavage - -
and lariat formation BT
Qs
! P"q‘ Kj Lty B Antisense i
N strand BRA
' === cleavage S =
% i A ' < @
2nd step l exon ligation
To 3" end
4’ C cDNA
O 3 synthesis
PA —<H
Adenosine in the lariat +
structure has three
phosphodiester bonds. W p — D ;econ."a bination
epair




U 4
RNaza P
Zradni tRNA:
odstépeni 5'-leaderu za vzniku zralé 1RNA, 1983 S. Altman

Specifické vlastnosti: )
kutecny enzym - opakovana aktivita v trans

Rozpoznani substrdtu neni na zdkladé pdrovani bazi, ale podle struktury
a tvaru

Nukleofilem je hydroxylovy ion OH-

E. coli- RNA + jedna bilkovina, katalytickd aktivita ¢isté RNA
prokdzana

H. sapiens - RNA + tri bilkoviny, katalytickd aktivita RNA neprokdzdna

RNase P
Recognition
| 1 5
Mg2+ .
4 )
pre-tRNA e tRNA s ' Ny
: y
RNase P Holoenzyme T




DNAzymy - enzymaticky aktivni DNA

- pripraveny /n vitro selekénimi metodami (SELEX)

- .10-23" deoxyribozym, katalytické centrum (15bdzi) + dvé ramena
vazici substrat, stépi RNA

- vvhody DNA: tvorba DNAzymu rezistentnich k nukledzdm, sekvenéni
specificita

- tvorba molekul DNA podobnych proteinum (bdze s postrannimi AK
retézci, OBR.)

- antivirové, proti HIV-1 RNA,

- cilené proti ,rakovinovym" gentim
{

On0
o L "/%ﬁ NN N
£10-23" DNAzyme B C
(e (il
\a)
(A )<
l €L &)
"GGAGAGAGAUGGGUGC G’ cre)
SEREREE AN
LCCTCTCTC ACCCACGE,,
G




Selekce DNA ve zkumavce: Aptamery
a SELEX

- 6. F. Joyce, J.W. Szostak, a L. Gold, pocatek 90. let
- molekuly RNA nebo DNA

- 15-60 bazi dlouhé, intramolekuldrni interakce, folding
- Ziskané selekci ve zkumavce (SELEX)

- lat. .aptus” = pasovat, zdmek a kli¢

- vazba malych molekul a makromolekul,
supramolekularnich struktur ¢i bunék

- velké rozdily afinit u podobnych molekul

theophylline caffeine
(1,3-dimethylxanthine)“ (1,3, 7-trimethylxanthine)




SELEX: ,evoluce /in vitro"

A. in vitro Selection of an RNA-Aptamer

DNA synthesis:
primer 1_ random
LK primer 2
prom. |
in vitro-
tmnscﬁptioH_
/ 'I _.g
g Z Y ‘%E‘

: - selection

— e {z.B. nitrocellulose filter binding,
{ binding to immobilised

amplification by PCR proteins etc.)

{mutagenesis)

-
( N—___ reverse transcription

cloning using primer 2
sequencing

B

- DNA viry (AAV)
pro genovou terapii
- rezistence k Ab

- metoda SELEX

- produkce supervird




Na pocatku byly proteiny i
nukleové kyseliny (koevoluce)

GENETICKY KOD




Vznik genetického kodu

1. Unikdtni vysoce nepravdépodobnd uddlost (.frozen
accident")

2. Postupny vyvoj - dukazy:
(a) minimalizace chyb
(b) Korelace fyzikdlné-chemickych vlastnosti AK a
tripletd, interakce
(c) AK syntetizované spole¢nymi biochemickymi drahami
jsou kodovdany podobnymi triplety

3. Produkt rozumné bytosti - nespliiuje kriterium védecké
hypotézy (ovéritelnosti)




Inkorporace bilkovin do RNA svéta
1. AK+ ATP— AK-AMP

Dvoukrokova syntéza bilkovin:
2. AK-AMP + tRNA— AK-tRNA

Aktivace TRNA, AK T
aminoacy|-tRNA ] 7 - RaRs)
SynTheTasa, adenosin {PHPHP) (Pradenosin
(ATP) (pyrofosfat)

mohl byt ribozym,
bez templdtu,
operacni kéd

4

Kondenzace _

aminokyselin, -:l } > ek
peptidyltransferasa, [n]

je ribozym % < :

podle templatu,
geneticky kod R % —7

mRBNA

ribosom




“»,  Predchudce tRNA

F

," L4 ”v‘(\i

W Snad signdl pro replikasu,
T vldsenka na 3'-konci genomové RNA

@ w—asemnatniveze - yipy QP dodnes nese adaptér -CCA

mx — mikrohelix

ac — akceptorova ¢ast

Syntéze peptidu predchdzely jiné

(ENE) akceptorova

e funkce aminokyselin - aminoacylace,
" predstupen aktivace tRNA, vznik

operacniho kdédu

Struktury nebo vlastnosti vzniklé v ranéjSich evolucnich etapach byvaji
v modifikované podobé pouzity pozdéji k jinym déelum

’

Nekodovana syntéza peptidu

Adaptorové smycky \ ®
Diferenciace RNA na (plesiupen!
/ / / b)
genotyp (komplementdrni vldkna) iy
a fenotyp (adaptory) zs spboyai ey %

Zmeéna tercidlni a kvartérni struktury
adaptord mohla vytvorFit podminky pro &
vznik peptidové vazby

navazané aminokyseliny




tRNA: nejstarsi biomakromolekula

- replikace RNA genomu s ndhodnym pocdtkem
- vyhodny pocdatek na 3' konci, mikrohelix

- vazba AK stabilizuje replikdzovy komplex

- ribozymové aaRs pripojuji AK

- za CAA jsou diskriminacni bdaze, operacni kéd
- presun bdzi do antikodonové oblasti

A.i 35
5'.!
Acceptor
Stem
D loop Ty loop

Anticodon
loop




Aptamery a geneticky kod

- Aptamerové RNA silné se vazici na arginin obsahuji
argininové kodony (Schostak)

Baze vazici arginin (zelené)  Argininové kodony (AGG)




Prechod ke kodované syntéze -
od operacniho ke genetickému kodu

Vznik operacniho kédu predchazel vzniku genetického kédu

C—

tRMNA

C—

Tyr

7 A
U c A anticoedon AUG
5 A G U codon UAC  mRNA 3
2nd base in codon
Phe | Ser Tyr Cys U
U Phe | Ser | Tyr Cys cC w
S Leu | Ser | sTop|sToP | A g
g Leu | Ser STOP | Tmp G 1
o Leu | Pro | His Arg U a
£ C Leu | Pro His Arg c 5
a Leu Pro Gln Aru A 0O
fd Leu | Pro Gln Arg G 2
o lle Thr Asn Ser U g
< | A Ve | Thr Asn | Ser | C
lle Thr | Lys Arg A
Met | Thr Lys Arg G
Val AMla | Asp Gly U
G Val Ala | Asp Gly c
val | Ala | Glu Gly A
val | Ala | Glu Gly G

The Genetic Code

Bioinformatické studie -
primd genetickad souvislost
operachiho a genetického kédu

Sekvence dnesnich tRNA |ze
odvodit z opakovanych spojenti,
rekombinaci a mutaci krdtkych

palindromatickych sekvenci

Antikodony - pochdzeji z prvni
trojice spdrovanych bazi v
akceptorové ¢dsti prvotnich
adaptorovych RNA




Teorie vyvoje genetického kodu

-

poloha

Druha poloha

u

C

A

G

Treti
poloha

Phe

Ser

Tyr

Cys

Phe

Ser

Tyr

Cys

Leu

Ser

term

term

Leu

Ser

erm

Trp

Leu

Pro

His

Arg

Pro

His

Arg

Pro

Gln

Arg

Pro

Gln

Arg

Thr

Asn

Ser

Thr

Asn

Ser

Thr

Lys

Arg

Thr

Lys

Arg

Ala

Asp

Gly

Ala

ASp

Gly

Ala

Glu

Gly

Val

Ala

Glu

Gly

S Fdlel(m [allglel=linlglollelin] 2o la

6C model

Nejstarsi triplety 6XC
Val, Ala, Asp, Gly
nejcastéjsi aa, abiotickd syntéza,
glycinové hodiny
Dalsi vyvoj prostrednictvim
mutacni expanze

AU model

Prakdd obsahoval jen baze AU
Mutacni expanze vétsinou adaptivni

GCU model (Trifonov)
GCX, GXU, XCU
expanze GCT-nemoci
poradi kodond v evoluci a stabilita
obé vldkna kodujici




Mutacni expanze AU prakodu

Prvni Druha poloha
p{}lﬂhﬂ U C A

Treti
poloha

QY» | S{@ |- O S | O |O|S O | 0|S

AU model

Prakdd obsahoval jen baze AU
Mutacni expanze vétsinou adaptivni

Prvni poloha
Méni smysl| kédovdni (aa)
neméni povahu aa

Druhd poloha
Méni smys| kédovdni
Pur/Pur, Pyr/Pyr - neméni povahu aa
Pur/Pyr - méni i povahu aa

Treti poloha
Neméni smys| kédovani, kdyz ano,
zachovdvd chemickou povahu aa




Dukazy postupné evoluce
genetického kodu

drahami

- Minimalizace chyb o e -
- PFimé interakce AK s kodony g =
+ AK kddované podobnymi ¢ | =
kodony jsou syntetizované o -
stejnymi biochemickymi . | -

2222EEEERS
o0 x ez 2z

PEORBRCBERRRERREE

EI Hipdnoxyl contaming
|:| Sufur contaning




Stejné AK v prebiotické syntéze,
v prakodu i v meteoritech

Same amino acids in prebiotic
syntheses, meteorites

Most common a-amino acids
present in code

I8l Some curiously absent from code —
maladaptive? '
Amino Acid Gly Ala Asp Glu Pro Val SerILTK X ',
Spark Tube ++  ++ + + + '
HCN Polymerization ++ ++

Murchison Meteonie ++ ++

Nakhla Metecorite ++ ++

Did prebiotic conditions influence the amino acid repertoire?

Weber & Miller (1981), Wong & Bronskill (1979), Kvenwolden el al. (1970, 1971), Glavin et al. (1999)




Evoluce genetického kodu:
Antagonistické nebo komplementarni sily?

Origin of
the earth

ongin of

=

Cnigin of

code

(a) Antagonistic
ewolutionary
forces

(b) Cormglementary
evcluticnary
forces

Last
COMImon Extant
anceshor =

V)

vznik  expanze adaptace

\/\+

Evcluticn of
a complex
RMA world?

h——_

Evclution of
a comiplex
RMNA world?

B—

Code orign —
sterenchemisiry

Code expansion —
coevclution

Code adaptation —
ermor minimization




Odchylky od
univerzalniho

genetického
kodu

= -

(a) {b) (c)

Last
cOmImon
AnGestor

errn

code

{a) Muclear variants
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Hypercykly (M. Eigen)

Plivodné jeden ¢len -

duplikace a mutace -

dva ¢leny ... @

RMNA-T RMNA-T

T

RMNA-Z RMNA-Z

&

F2

RMNA-4 RMNA-4 ' DMA-3 RNA-2




ProC je geneticka informace ulozena v DNA

Rozdily 2 DNA

mezi RNA a DNA:
Ribosa (2'-OH skupina)
Uracil misto thyminu (absence
methylu v poloze 5)

7/ 3.4
nm

A

used in deoxyribonucleic

acid {DNA)
Dusledky:
C“) (ﬁ vves . ’ . . Ve Vs ope
c Heo Co - vysvsll chemicka i fyzﬂfa!nl S‘l'abl|l‘|'(,1.
el G F - del3i molekuly (uchovéni komplexni informace)

- dvouretézcova (replikace)
- méné reaktivni deoxyribdza
- konformaéni flexibilita - funkéni relevance




Jiny organizacni princip:
Teorie jilu

Alexander Graham Cairns-Smith (1985):
.Seven Clues to the Origins of Life"

- anorganické kremicitanové latky tvorici krystaly
- replikace

- mutace

- direni do okoli, sedimentace

- obdoba prirodniho vybéru

Problém prechodu od jild k nukleovym kyselindm, teorie
neni Siroce akceptovdna
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Zvlastnosti zivota a zivot na
bazi kremiku?

Divody pro kremik:

- vyssi stabilita, moznost Zivota pri vyssich teplotach

- ve vesmiru velmi rozsiren

- v periodické tabulce leZi pod uhlikem, podobnd chemie

- vdze ¢tyri vodiky (SiH,, silan), tvori polymery (silikony),

kde se stridaji Si-O (podobné jako C-O tvori polyacetaly)

Nevyhody:

- je vétsi a proto hure tvori dvojné a trojné vazby
- dlouhé retézce méné stabilni

- silany jsou velmi reaktivni s vodou

- poCet kremikatych latek ve vesmiru 10x mensi




Dalsi prvky a rozpoustédla

Fosfor:

- muze tvorit dlouhé polymery

- velmi reaktivni, stabilnéjsi v kombinaci s dusikem
- P-N vazbu tvori rizné slouceniny i cyklické

Sira misto kysliku - nékteré bakterie

Rozpoustédla:

Cpavek:

- rozpousti vétsinu organickych latek i nékteré kovy
- normdlni tlak: kapalny pri -79 az -33°C

- pri 60 atm: kapalny pri -77 az +98°C

- podminky pod povrchem mésice Titanu




