Molekuly na povel I.

Jak miizeme molekuly DNA
strthat a zase spojovat

ZUZANA STORCHOVA

V novindch i nejruznéjsich ¢asopisech se ¢asto doci-
tame o tuzZasnych tispésich molekularni biologie, ge-
netiky, biotechnologii a dalsich podobnych véd.
S prekvapenim zjistujeme, Ze byly objeveny geny pa-
méti, alikkoholizmu, schizofrenie, schopnosti ucent, a je
ndam jasné, Ze za chvili bude objeven i gen optimiz-
mu, charizmatu ¢i sklontt k prostopdsnosti. Védci

zrejmé zcela nekontrolované v laboratorich klonuji

kazdé zvire, které jim prijde pod ruku, vyrabéji chi-
mérickd zvirdtka s usima na brise a oZivuji ddvno
vymielé organizmy

hem zajimavéjsi. Molekularni biolog je vétSinou tiplné
obycejny ¢loveék, ktery ovSem zkouma néco nevidi-
telného, néco, o jehoZ existenci a podobé se dovida
pouze prostiednictvim fady detekénich technik. Jeho
préace je zavisla na pouZivanych metodach, které jsou
vétSinou nesmirné slozité a technicky, ¢asové i fi-
nan¢né naroc¢né. Za cely svij Zivot i velmi dobry
molekularni biolog dokonale zvladne jen nékteré
z existujicich technik, jejichZ spektrum se navic ne-
ustale rozSiruje.

Ackoliv provadéci predpisy metod molekularni bio-
logie jsou vétSinou k uzoufani komplikované, prin-
cip pouzivanych metod je prtizracné jednoduchy.
Zkusme se tedy podivat, co vlastné ti molekularnici
v laboratorich provadéji. Neni treba se bat, Ze to oby-
¢ejny smrtelnik nedokaze pochopit. UZ to, Ze jste
docetli text aZ sem, svédci o vasi dostateéné kvalifi-
kaci — molekularni biolog totiZ ke své praci potrebu-
je znat pouze 4 pismena: A, G, CaT.

Nékolik uzitecnych viastnosti DNA

Objektem zajmu molekularnich biologa jsou bilko-
viny a nukleové kyseliny (nukleové znamena jader-
né a ony se skute¢né vyskytuji v jadre, i kdyZ neje-
nom tam). Nechme bilkoviny prozatim stranou
a soustfedme svaj zajem na nukleové kyseliny, kte-
ré se v organizmech vyskytuji ve dvou podobach. Obé
maji podobnou strukturu, sloZeni i vlastnosti a 1isi
se jen v drobnych, ale podstatnych detailech. Kost-
ra ribonukleové kyseliny (RNA) je tvorena cukrem
ribézou, zatimco u deoxyribonukleové kyseliny na-
jdeme kupodivu deoxyrib6ézu. Drobny chemicky roz-
dil mezi témito dvéma molekulami zptisbuje, Ze RNA
je mnohem reaktivnéj$i a méné stabilni neZ DNA.
Proto je jako trvaly dédi¢ny material v burice pouZi-
vana DNA, zatimco RNA slouZi jako posli¢ek na pre-
nos a zprostredkovani tidaju z DNA. Jednotlivé mo-

lekuly cukru jsou u nukleovych kyselin spojeny po-
moci fosfatového zbytku a na kazdy cukr je navaza-
na jedna molekula dusikaté slouceniny — baze. Za-
kladni jsou &tyri baze, oznacované jako A — adenin,
G - guanin, C - cytozin a T - tymin, které najdeme
u DNA. Nicméné znalost té€chto ¢tyf pismen mole-
kularnimu biologovi prece jenom nestaci. V RNA je
totiZ misto tyminu baze uracil — U, ktera se ovSem
chova jako uplné prachobycejny tymin. Cukr s na-
vazanou bazi a fosfatem se nazyva nukleotid, a kaz-
da molekula nukleovych kyselin je tedy vlastné po-
lynukleotid — prosté€ moc nukleotidt za sebou. Poradi
nukleotidi v molekule je onou zavaznou genetickou
informaci, ktera urcuje vasi pleSatost, barvu o¢i,
pocet rukou a kdovico jesté.
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Struktura jednoho vlakna DNA, Useku sloZzeného ze ¢tyf nukleotid(;
vlevo zjednodusené, vpravo s vyznac¢enim stavby nukleotidi obsa-
hujicich adenin, cytozin, guanin a tymin (adenin a tymin jsou purino-
vé baze, cytozin a tymin pyrimidinové)
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Jednotlivé nukleotidy se mohou spojovat nejenom
do rad za sebou pomoci fosfatti, ale také se mohou
chytit napraZenymi ruc¢ickami bazi. Tato vazba je sla-
ba a funguje dobte pouze tehdy, kdyzZ je té€ch rudi-
¢ek dostatek. Jak zname i z vlastniho Zivota, nemu-
Ze se ovSem za rucicku drZet kazdy s kazdym. Pro
nukleové kyseliny plati pravidlo, Ze se drZi jen ade-
nin s tyminem (nebo uracilem) a druhou dvojici tvo-
i jen cytozin s guaninem. DodrZovani tohoto pravi-
dla je pojisténo docela jednodu$e — adenin, tymin
a uracil maji dvé rucicky a pasuji tedy pouze k sobé,
zatimco trojru¢ickovy guanin ma na vybranou jenom
cytozin, taktéz s tfemi ruc¢kami. A protoZe tri ruce
jsou vice nezZ dvé€, je vazba mezi guaninem a cytozi-
nem o néco silnéjsi.

Spojeni molekul nukleovych kyselin do dvouretézce
je moZzné pouze tam, kde jsou proti sobé€ ty baze,
které se uméji drZet za rucicky. A protoZe je vazba
mezi bdzemi pomérné slaba, nestac¢i k udrZeni mo-
lekul jenom jedna nebo dvé dvojice.
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Replikace DNA se déje kopirova-
nim a dopliiovanim od sebe od-
dalenych vlidken molekuly DNA.
Nukleotidy se dopliuji podle prin-
cipu komplementarity bazi (A-T,
G-C), vlakna se zdvojuji semikon-
zervativnim zpUsobem (dcefiné
molekuly maji jedno vlakno pu-
vodni a jedno se vytvoFi nové).
Vzorem pro nova viakna DNA je
matefska molekula DNA. Poly-
nukleotidova vldkna vznikaji
z deoxyribonukleosidtrifosfati
dATP, dGTP, dCTP, dTTP. Proces
je katalyzovan DNA-polymerazou
a podili se na ném cely komplex
dalSich enzymovych bilkovin. Re-
plikace molekuly DNA zac¢ina v je-

té, pocatku).

V burice prokaryont je na cyklic-
ké DNA jen jedno takové misto,
replikace se odtud §ifi obéma
sméry.

V pentlicovém chromozomu
eukaryont je v jedné linearni mo-
lekule mnoho takovych mist. Re-
plikaéni vidlice postupuji obdob-
né jako u prokaryont obéma smé-
ry. Vétsi pocet replikacnich
pocatkil na velkych chromozo-
mech eukaryont umoziuje sou-
¢asnou replikaci jednotlivych tse-
ki chromozomu. Nejvétsi chro-
mozom octomilky by se z jednoho
mista replikoval 16 dni, ve skute¢-
nosti vSak jeho replikace trva tri
minuty. Schéma na tomto obraz-
ku je tfeba povazovat pouze za hy-
poteticky model. Nové syntetizo-
vané useky jsou vyteékovany.
(Podle: A. Romanovsky a kol.,
Obecna biologie, SPN, Praha 1985;
Jan Necéasek a kol., Obecna gene-
tika, SPN, Praha 1979).
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Této vlastnosti fetézcta se rika komplementarita
(doplrikovost) a je jednou z nejzajimavéjsich vlast-
nosti nukleovych kyselin — umoZiiuje totiZ jejich roz-
mnoZovani.

Jen diky tomu, Ze pred kaZdym rozdélenim burky
na dvé nové dojde ke zdvojeni genetického materia-
lu, mtiZze se dédi¢na informace dédit.

Stfihani a stipani

Opravdovy rozmach molekularni biologie, tedy pres-
né&ji kejklt s nukleovymi kyselinami, byl umozZnén
objevem restrikénich endonukleaz. Tito vnitromo-
lekulovi stfihaci nukleovych kyselin (téméf presny
preklad jejich nazvu) pochézeji z bakterii, kde maji
zcela specialni a mimochodem velmi zajimavou ulo-
hu - rozstrihaji kazdou cizi nukleovou kyselinu, kte-
ra ndhodou vleze do burnky. Béhem 70. let bylo ob-
jeveno obrovské mnozZstvi restriktaz z nejraznéjsich
bakterii. Nejzajimavéjsi jsou ovSem restriktazy II.
typu, které dovedou strihat DNA v uplné presném
misté. VZdycky v molekule najdou stejné misto, kde
prerusi vazbu mezi cukrem a fosfatem a zanechaji
po sobé pouze dva volné konce. Rozeznavané misto
ovSem nemuZe byt jen tak ledajaké. VZdy ma jednu
zajimavou vlastnost — ¢teme-li ho protismérné na
obou retézcich, zjistime, Ze ma stejné poradi bazi.
Takové oblasti dvousSroubovice DNA rikame palin-
drom. Jen takové misto dovedou restriktazy II. typu
najit. Takto napfiklad vypada misto a zasah re-
striktazy EcoRI, ktera byla izolovana z bakterie
Escherichia coli, kmene R.

AATTCGTAC

CGAATCG'AATTEGTAC > CGAATCG
GCATG

GCTTAGETTAAAGCATG GCTTAGCTTAA
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To, co po ni ztistalo, se jmenuje lepivé konce, pro-
toZe se to muze prilepit k jakékoliv jednoretézcové
molekule se stejnym poradim nukleotidt.

Jina restriktdza BstUI z mikroorganizmu Bacillus
stearothermophillus, kmene U, po sobé zanecha jiné
stopy. Vznikly konec se jmenuje tupy a myslim, Ze
je zrejmé proc.

CGACCTGC

TGACTGCGCGACCTGC > TGACTGCG
GCTGGACG

ACTGACECAGCTGGACG ACTGACGC

Dnes zname uz fadu restriktaz, které 5t€pi na nej-
rtiznéjsich mistech. Diky jejich ¢innosti miZeme roz-
sekat dlouhé molekuly DNA na rtizné kousky, které
maji konce o znamém poradi nukleotidi. K ¢emu
nam ale takové kousi¢ky molekul vlastné jsou?

Spojovani a lepeni

Restriktazy by samozrejmé nikdy nedosahly takové
slavy, kdyby neexistovaly jejich protéjsky — ligazy,
které uméji kousky molekul zase spojit. Restriktaza
rozbije vazbu mezi cukrem a fosfatem, ligaza ji zase
spoji. Musime ji k tomu samoziejmé vytvorit vhodné
podminky a dodat energii. Hlavné ale musime spojo-
vat molekuly, jejichZ konce k sobé patii. Lze tedy spo-
jit pouze kousky DNA vzniklé Stépenim restriktazou
EcoRI, a nikoliv vzniklé po Stépeni EcoRI a BstUI. Ji-
nak k sobé& nastépené kousicky prosté nepasuji.

CGAATCGAATTCGTAC GCTTAGCTTAA X CGACCTGC
GCTTAGCTTAAGCATG CGAATCG GCTGGACG

To ovSem neplati jenom pro spojovani lepivych
a tupych koncu, ale i pro spojovani dvou lepivych
koncti s riznym poradim nukleotidti. Jakmile pre-
¢nivajici ocasky nejsou komplementarni, tedy pora-
di bazi sobé& neodpovida, nemohou se baze lepivych
koncu chytit za rucicky a ligdza nema co spojovat.

GATGGC

GCTTAGCTTAA X
GAACCTACCG

CGAATCG

Stejné jako vySe zmiriované restriktazy, i ligazy jsou
zcela bé&Znymi enzymy bunék, tentokrat dokonce ne-
jenom bakterialnich. Bez nich by vtibec cela ta masi-
nérie DNA v burice nefungovala. My jsme je pouze po-
znali, porozumeéli jejich €innosti a naudili se je vyuZivat.

K éemu to celé vlastné je?

Diky restriktazam mutiZzeme jakoukoliv DNA nastépit
na mensi molekuly s definovanymi konci. Diky liga-
zam spolu dovedeme kousky se shodnymi konci spo-
jit. Trik spo¢iva v tom, Ze mtiZeme spojit jakoukoliv
DNA z jakéhokoliv organizmu s molekulou pochazeji-
ci z jakéhokoliv organizmu jiného. Staci, kdyZ maji
spojované kousky stejné konce. A tak mtiZeme kou-
sek molekuly DNA, ktery v ¢lovécich burikach vydava
instrukce k vyrobé inzulinu, spojit s kouskem DNA,
ktery umozni jeho udrzZeni v bakteriich. KdyZ pak ta-
kovouto pospojovanou, chimérickou, rekombinantni
DNA, vzniklou z kousktl molekul dvou riznych orga-
nizmt, preneseme do bakterii (a jeSté s tim provede-
me néjaké dalsi slozZité kejkle), mtuZeme docilit toho,
Ze nebohé bakterie zacnou ve velkém vyrabét inzulin.
No, a hadejte, jak se dneska (nejenom) inzulin vyrabi.

Stépeni a spojovani molekul DNA je zakladni me-
todou molekularni biologie a predstavuje vstupni
branu k dalsim technikam. Projdéte si jeSté jednou
cely ¢lanek — neni to jednoduché? u]

/Tento vyzkum je hrazen ¢astetné z grantu GA CR 30251/1996/



