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protein, such as an enzyme
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AAA (cytosine), G (guanine) and U (uracil)
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Messenger RNA U and C to G. (See p. 287 for
explanation.)

Fig. 85. Making proteins



OOC

R A
|
vV v v v v ¥

CGC  ggu uuu Luy  YuA

G .
mRNK CU_ Aca

23. Princip transkripce a translace

ho a téhoZ typu bilkoviny v n&kolika desitkdch kopii. Komplexni utvar,
tvofeny molekulou mRNA navézanou na v&t3i mnoZstvi ribozdémi, se
nazyvéa polyzom.

Otazky

1. Jaké je pofadi aminokyselin v pocate¢ni oblasti bilkovinného fetdz-
ce, ktera je v mRNA kédovana ribonukleotidovym poFadim AUGGU-
GCCCUUAGCCGAACGUUGGUGUACA .. .?

2. Jakeé je pofadi aminokyselin v koncové &asti bilkovinného Fetézce,
kédované v mRNA ribonukleotidovym pofadim ... UUUCUUUAUCA-
UCCAAAACGCGGGAUCUAA?
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INHIBICE SYNTEZY PROTEINU
UCINKEM ANTIBIOTIK

Syntéza peptidového Fetdzee miZe byt ovliv-
néna pusobenfm fady antibiotik. I kdy# obecné
zdsady proteosyntézy popsané v piedchozich
odstaveich jsou obecnd platné, pfesto mohou
existovat individudln{ rozdily mezi jednotlivymi
druby bunék (zvIé§td prokaryontd), které jsou
dény bud odchylnym sloZenim ribosomtl, ncbo
bilkovinnych faktord, jeZ se na proteosyntéze
podileji. Tyto rozdily se proto také projevuji
v rozdilném idinku riiznyeh antibiotik na reakce
riznych bundk. Kromd toho je tfeba poftat
s tim, %o kaZd§ druh bundk mé pro dany typ
antibiotika riznou permeabilitu, coZ se projevi
i v rizné citlivosti viidi jednotlivym z nich.
Proto by bylo ddouci, kdyby informace o inhi-
bidnfeh tgincich jednotlivych antibiotilk mohla
byt ukdzéna ne bufikdch uritého typu. To
viak ve schematickém podénf nenf{ mozné,
a proto pouze na tuto skutednost upozoriujeme.
Stejnd tak pokléddme za dilezits pEipomenout,
#e v ndkteryeh piipadech mohon byt rozdily
v uinku jednotlivych litok za podmfnek in
vitro a in vivo,

Altinomyeiny (zvlé3t3 aktinomycin D) pa-
sobf na vrovni transkripce tim, e se vddon
inferkalaei na DNA. Viastof synidza DNA nui
proteindi jimi nenf ovlivnéna.,

Daunomyein inhibuje syntézu RNA tdinkem
na RN A-nuklectidyliransferasu, a tim inhibuje
proteosyntézu jen nepi{mo.

Iniciace proteosyntézy je inhibovéna pacta-
mycinem & aurintrikarboxylovou kyselinou.
V obou pHpadech nastévé interference se vzni-
kem iniciadnfho komplexu.

Chloramfenikol se véie na 50S ribosomsdln{
podjednotku & inhibuje syntézu peptidové
vazby inhibici peplidyliransferasy.

Streptomyocin (a ostatni aminoglykosidy) so
véZe na men¥ ribosomdln{ podjednotku (308)
o interferuje se sprévnym ,,8tenim* kodont
mRNA. Krom8 toho interferuje s terminaci
syntézy peptidového Fetdzce.

Tetracykliny interferuj{ 8 vazbou Ak-tRNAAk
v mistd ,,A" vBtd ribosomdln{ podjednotky .

Erytromycin & oleandomycin interferujf
s translokac{ ribosomu.

Cykloheximid se viZe na 60S ribosoméln{
podjednotku a interferuje podebns jako pired-
choz{ 8 translokact ribosomii. Uzivé se pouze
v experimentu.

Puromyein se diky své strukturn{ podobnosti
s tRNA vdZe v mistd ,,A" a jako nukleofilnf
akceptor véZs pevnd peptid pfevzaty z peptidyl-
tRNA vézany v mistd ,, P, UZivd se téz pouze
v experimentu.
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* biosyntéza nukleo-
vych kyselin a proteindl je zivisla na proteinech jako biokatalyzatorech
(enzymech);

’_ biosyntéza proteint a nukleovych kyselin je zavisla na nukleovych kyse-
linich jako nositelich genetické informace.

A

DNA :tmnsmpce*: RNA  _Tanslace | protein .
zpitnd '
I transkripce ]
replikace ' replikace
DNA . RNA
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viunost puycn enzymovych fad ve smyslu inhibice a aktivace — probfhaji rovn&z
»logické operace®, kterymi je metabolicki innost buiiky koordinovéna do. funkén&
optimlniho stavu. Zatimco ovem nervové buiiky jsou do sit& zapojeny pevné& pro-
stiednictvim svych vyb&ki, po kterych probihajf aktivujici nebo inhibujfci impulsy,
pak enzymy jsou spojeny jen nepiimo, méné pevng, prostfednictvim svych pro-
dukty, které se pohybuji od enzymu k enzymu tepelnym pohybem a hledaji svyj cfl
(toto hledéni je Easto usnadn&no vhodnou strukturou, ve které jsou vzijemn& spolu-
pracujici enzymy soustfed&ny). Konecny efekt je viak podobny, a proto miiZzeme Fici,
Ze enzymy bufiky, zodpov&dné za jeji metabolismus, jsou Eetnymi regulaénimi obvody
spojeny v komplikovanou ,,logickon sit*, analogickou nervovému systému, a Ze tato
»»sit je to, co butiku funk&ng integruje a odlisuje ji od pouhého v4¢ku, naplnZného
enzymy a substrity, :

2. REGULACE SYNTHESY ENZYMU

Vid&li jsme zatim, Ze celd fada regulatnich mechanism upravuje metabolickou
aktivitu bufiky z4sahem do &innosti enzymi. Regulace se viak miize uskutednit i kosn-
trolou synthesy enzymu. MizZe se tak stit na dvou rﬁzn}'fc\:h trovnich, zisahem do dvou
riznych procest: Regula&ni proces miZe prob&hnout na Grovni translace, tj. z4-
sahem do proteosynthesy v ribosomilnim systému, nebo mie prob&hnout jiZ na
Grovni transkripce; tj. zisahem do synthesy iRNA kédujici’ pisluiny enzym.

Nejdfive si viimneme regulaci na tirovnj transkripce, pongvad? tyto procesy jsou

lépe prozkoumény, Lo BT S S

- 'a) Represe a dereprese (indukce)
\, Princip regulace synthesy enzymi indukef a represf je dnes znim pfedeviim z4-
sluhou MoNODA a JacoBa. Jejich hypothesa byla sice piivodng vypracovina na zikladg
pokusit s bakteriemi, aviak nynf se zd4, %o stejny nebo podobny reguladni systém
majf viechny buiiky. Aplikace Yacob- onodovy teorie se ukézala neobylejn& plodn4 pfi
TeSeni nejrizn&jiich problémn souvisejicich s regula&nimi mechanismy, a je dnes proto

model DNA zékladem vSech tivah v oblasti molekulérng genetiky. Proto se seznimime
aspoil s hlavnimi rysy této teorie podrobnéji.

Regulace synthesy cnzymi koneénym produktem
(represe v uZ$im slova smyslu)

K biosynthese aminokyseliny tryptofanu je t¥eba péti synthetickych reakci, které
jsou Katalysovény p&ti raznymi enzymy. Rostou-li bakterie v Zivném prostiedi bez
tryptofanu, synthesuji nejdsive enzymy, které pak v 5 stupnich preméiiuji kyselinu

445



chorismovou v tryptofan. Pfidime-li viak do prostfedi nadbytek tryptofanu, syn-
thesa zmin&nych enzymi se zastavi a sekundarné pak i synthesa tryptofanu. Geny
kédujici strukturu t&chto enzymi jsou na chromosomu serazeny t&né za sebou. Vy-
chozi substrit A je zpracovavin prvnim enzymem fady v litku B, ta druhym enzy-
mem fady v litku G, ta tfetim enzymem fady v litku D a kone&né ta étvrtym a patym
enzymem v konefny produkt. JestliZe bylo nasynthesovino dostatek aminokyseliny, °
jsou viechny ¢tyfi enzymy pro buiiku nepotfebné a neni pochopitelné ani-tfeba dalif :
synthesovat, ;

4 operon

A
- L4
geny strukturni
~ . —-- b . N -r : -
| ledofals [slsls]a] -

N T + -_-:l : ~~
' smér transkripce RNA
1 Lo g
AR
A A
: A
R

aktivitory, v w v w < termindtor
RNA-polymerasa  Pry Prp Prs. Pry Prs

Obr. 241. Genovd reguladni jednotka. Si—Ss: geny strukturn{, kédujicf funkZnf skupinu proteind
* Pri—Prs. Gen reguldtor R, kédujicf represor, P—promotor, zde se viZe RNA-polymerasa a piipadné
aktivitory transkripce, O — operitor, zde se vide represor. T — terminus, konec operonu, zde kon&{
tr:.;skripc; vlivem bilkovinného terminitoru, kiery maze bfit blokovén antiterminitorem (tento
neni na abraze), ) . e T L

PondvadZ geny fidic{ synthesu t&chto péti enzymi le?f na_chromosomu t&sn& za
sebou, je tim ddna moZnost, aby &nnost viech pét gentt byla soufasné& vyfazena,
aby transkripce DNA — RNA byla v celé této oblasti zastavena. A skutefn¥ viechny
tyto geny tvoii funkénf jednotku, kterd se od jednoho konce oblasti- ke druhému
transkribuje jako celek, vzniki jeding molekula informadnf RNA, kterd ké-
duje vech pét enzymovych bilkovin. Kromg toho se viak soutasng transkribuje jesté
jeden tisek DNA le¥ici tésn& pted genem pro prvai z enzymii a' v tomto tseku jsou
dva geny, jejichZ funkel je regulovat transkripci uvedenych 5 genti. Méme tedy
funkéni jednotkn, &st chromosomu, na jejimz za&tku jsou dva geny regulaéni, nésle-
dovény skupinou péti gentl, tzv. genit strukturnich, tj. gent kédujicich bilkoviny. Za
geny strukturnimi je kone&n& dalii kratky gen, tzv. termindtor, jehoZ funkci je v daném
mist® transkripci ukonéit. K ukondeni potfebuje spoluprice proteinového terminad-
ntho faktoru, tzv. ré-fakroru, bez jehoZ zésahu by transkripce pietla do sousedniho
operonu. Tento celek se nazyvi operon a predstavuje jednotku transkripce, po-
névadZ jeho transkripcf vznikd jedini molekula informaéni RNA, kédujici viechny
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cozymy této funkenf skupiny (obr. 241). Zminé&né geny regulaCni, leZici na zad4tku
operonu, nazyvime ger promotor* a gen operdtor.

Gen promotor je tsek, na ktery nasedd molekula RNA-polymerasy, jejim? tiko-
lem je provést synthesu iRNA, tj. transkripci celého operonu. Predpoklidime, Ze
promotor obsahuje specifickou sekvenci nukleotidil, kterd je stereochemicky komple-
mentidrnj (tedy padnoucf jako kli¢ do zidmku) k né&které &4sti molekuly RNA-polyme-
rasy, takZe ta promotor rozpozn, nasedne na néj a zalne transkribovat informa&n{
RNA. Kdyby nebylo takového rozpozninf po&itku operonu, transkripce by probihala

[ T & s 77
E

m ' m

L EL
-
C
L

Sy

-———

5t

Obr. 242. Cinnost represoru. a) Gen reguldtor ,,R* produkuje neaktivn{ represor (,NR*), &innostf genu
234" a enzymu jim kédovaného vzniks litka ,,L* (napf. aminokyselina), kters je son®asng korepresorem
»CR*.Korepresor reaguje s neaktivnfm represorem, vznikne aktivai represor ,,AR“, ktery se véZe na ope-
rétor ,,0*, RNA-polymerasa ,,PL*, vézani Da promotoru, nemiie pfes blokovany operétor postoupit ke
genlim strukturnim ,,5;—S,“ a transkribovat je. b) Korepresor zpisobl zménu tvaru molekuly bilkovinné-
ho neaktivatho represoru (NR), takZe ten se véZe na komplementirn{ struktury geau operdtoru (O).

* fec, promoteo == napfed pohybovati, posunovati
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zcela chaoticky. V promotoru zasahu;i regulani faktory majici charakter aktwatoru
(viz str. 452).

Jestlize RNA-polymerasa nasedla na promotor, nezarucuje to jest, Ze transknpce
skuten& prob&hne. Z4visi to na stavu druhého regulaéniho genu, genu operétoru,
ktery nésleduje t&sné za promotorem. JestliZe je gen operdtor volny, polymerasa po-
kraduje v transkripgi a dosihne genti strukturnich, kédujicich bilkovinné enzymy,
provede jejich transkripci do iRNA. JestliZe viak gen operdtor volny neni, polymerasa
nemiize pokracovat v &innosti a genl strukturnich nedosdhne.

Blokida operidtoru je kliovy moment celého regulaCniho systému a klicovd
14tka schopnd blokovat gen operétor se nazjvi represor. Represor je bilkovina schopna
rozeznat specxﬁckou nukleotidovou sekvenci genu operdtoru a vizat se na né&j. Jako
kaZd4 bilkovina, i represor je kédovin dal$im regulainim genem, ktery byva ve vzdi-
lengj$im tseku chromosomu. Tento gen se nazyvi gen reguldtor a je zodpovédny za
synthesu uvedeného represoru. Represor se synthesuje neustile a jeho tkolem je blo-
kovat gen operitor, jestliZe je v bufice, v uvedeném pifkladé, dostatek synthesovaného
tryptofanu. \

Interakce mezi represorem a tryptofanem je zaloZena na podobnych principech
jako mechanismus alosterické inhibice, to jest na zméné& tercidrni struktury
bilkovioné makromolekuly pfi styku s urcitou specifickou litkou, tzv. korepresorem
(obr. 242). Korepresorem je v ptipadé synthesy tryptofanu sim tryptofan. Tryptofan
se vaZe s represorem a méni jeho tercidrni strukturu tak, Ze se aktivuje represor, je
schopen rozeznat specifickou sekvenci nukleotidii genu operitoru a vdzat se'na néj.
Vysledkem je zastaveni synthtsy tryptofanovych enzymu Vazby tryptofanu na re-
presor nebo represoru na ‘operitor nejsou prili§ pevné, coZ je pro funkci regulacniho
systému vyhodou. Jakmile totiZ koncentrace regulované litky, tedy tryptofanu, klesne
pod uréitou hodnotu, uvolni se tato litka (korepresor) z vazby s represorem. Represor
se v disledku toho uvolni z vazby s operitorem a RNA-polymerasa se miize pfesu-’
noutpo chromosomu a pokracovat v {innosti, synthesa tryptofa.nove iRNA atryptofa-
novych enzymu se obnovi a trvd tak dlouho, dokud tyto enzymy op&t nenasynthesuji
dostatek tryptofanug(korepresoru), ktery opét aktivuje represor. Represor pak blokuje
operitor a ¢innost genl strukturnich. Timto mechanismem se koncentrace regulované
latky, tedy tryptofanu, udrZuje na konstantni a optimélni vysi. '

V buiice je pochopitelné velky polet riznych represorii kontrolujicich synthesy
riznych bilkovin, kaZdy z nich musi rozezndvat ur€ity jiny operator a mit schopnost
reakce se zcela uritym korepresorem.

Regulace synthesy enzymt potfebnych k vyuziti cukri
a jinych Zivin. Indukce B-galaktosidasy

Naockujeme-li bakterie Escherichia coli do Zivného roztoku obsahujiciho jako zdroj
uhlfku a energie cukr glukosu, bakterie se mnoZi ato ihned po naofkovani. Jestlize
viak jim misto glukosy poskytneme méné obvykly cukr, laktosu, bakterii zpocatku
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Obr. 243. Adaptace bakterii na laktosu. V %ivném log.
roztoku bylo pfitomno omezené, ne zcela dosta- mnoistvi
tefné mnoistvi glukosy a laktosy. Naotkované bunék -
bakterie zaCaly ihned rist a vyuiivaly glukosu
jako zdroje energie a uhliku, Po vy&erpani glukosy
se rust pfechodng zastavil. Po néjaké dob la-

tence se indukovalo dostatek beta-galaktosidasy :

.a builky znovu rostly aZ do vyerpini laktosy.
laktosa
spotiebovdna

glukosa

spotrebovina
—p éas
zpracovani zpracovani
glukosy ¢ ) laktosy —)
bez latence doba . fiviny
! latence vyCerpdny
A .
w.adaptace®” rust
na laktosu zastaven

po urtitou dobu (tzv. latence) nepfibyv4, po uréité dobé se viak n&co zmeni, bakteric
ziskajf schopnost zuZitkovédvat laktosu arostou stejn& dobfe jako s glukosou.
Zkomplikujeme-li pokus tak, aby v Zivném roztoku bylo sou&asné omezené mnoZ-
stvi kaZdého z obou cukrd, pak riist bakterii probihd takto (obr. 243): Bakterie se
zalnou mnoZit ihned po pfeneseni do uvedeného roztoku a zuZitkovévaji pouze ob-
vyklejsi cukr, glukosu. Jakmile je glukosa vy&erpand, riist se zastavi. Po n&jaké dobg
latence .viak bakterie op&t'rostou a mnoZi se,a to-a% do vyr’.‘erpéﬁfiiakto'sy. Pii studiu
takového pokusu vznikaji dva problémy: prvni— jak to, Ze bakterie; které norm4lng
nemaji schopnost vyuZit laktosu, této schopnosti po urfité dob¥ latence nabudou,
a za druhé, jak to, Ze této schopnosti nenabudou v pfitomnosti glukosy, aviak teprve’
po jejim vylerpéni? - R ;o |

Bylo zjiSténo, Ze adaptace na zuZitkovini glukosy je podmin&na synthesou enzymu
B-galaktosidasy, ktery katalysuje $t&peni laktosy na jednodusif " cukry, ‘buiikou
sndze zpracovatelné. Dile bylo zjifténo, e v normilnich podminkich, tedy v p¥i-
tomnosti glukosy, bufika @-galaktosidasu neobsahuje, Ze ji viak obsahuje po adaptaci
na laktosu. Prvni problém adaptace na laktosu a synthesu B-galaktosidasy lze vy-
svédit aplikaci represorového mechanismu regulace, podobné jako v pfedeilém pii-
pad@ regulace synthesy tryptofanu. Represorovy systém je v tomto pripadg podobny
pfedeSlému tim, Ze schopnost represoru blokovat operdtor zdvisi na vazb& s nizko-
molekuldrni latkou, jejiZ pfitomnosti se mé buiika piizplsobit, v tomto pfipad¥ s lak-
- tosou. Zatimco viak v pFipadg tryptofanu byl represor korepres orem (tryptofa-
nem) aktivovédn, v pfipad¥ laktosy je represor laktosou inaktivovén,takZe v pfi- .
tomnosti laktosy represor ztrici schopnost vizat se na operdtor a v dusledku toho
se rozvine synthesa iRNA a enzymil zpracovivajicich laktosu (obr. 244). '
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PonévadZ laktosa timto mechanismem synthesu enzym@ in dukuje, nazyvd se
induktorem. - Stejného ndzvu se pouivd pro jiné nizkomolekuldrng latky, inaktivujici
represory a indukujici tak synthesu enzymi. Viimnéme si, Ze laktosa je pro buiiku
substrdt, vychozi materidl metabolické aktivity, a piisobf jako indukrtor, zatimco
tryptofan byl naopak produktem metabolické aktivity a plsobil jako korepresor.

.Plati obecné, Ze substrdry byvaji induktory, koneéné produkry korepresory,

i-RNA

Qbr. 244. Indukce enzymu substrdtem. Gen regulitor produkuje aktivai represor (,,AR®), ktery by se viza

na operdtor, Pfitomn4 molekula cukru laktosy (L) se viak viZe na represor a pfeméni jej v neaktivni represor
(:NR“). Operitor je ted volny, RNA-polymerasa ,,PL* Ppostoupi z promotoru pies volny operitor na geny
strukturni ,,S; — Sa¥, transkribuje je, vznikls i- RNA kéduje enzymy (E;, Es, Ej,) které zuzitkuji laktosu,

Enzymy, které podléhaji tomuto méchanismu regulace cestou indukce a represe, -
nazyvajl se inducibilni a represibilni. Naproti tomu druhd skupina enzymd, jejich®
synthesa této regulaci nepodléhi, jsou enzymy konstiturioni. Konstitutivng enzymy se
synthesuji ve stile stejném mnoZstvi. Enzymovi indukce a represe jsou reguladni
zdsahy, které se uskutecfiuji pfimo na genetickém materislu chromosomu.

Rizeni synthesy enzymi pomoci represoru a pfisluinych efektord je pro buiiku
vyhodné a ekonomické. Pfi represi kone¢nym produktem (aminokyselinou) buiika ne-
synthesuje zbytetné enzymy, jestlize jejich produktu (aminokyseliny) m4 dostatek.
Pti indukci, tj. derepresi induktorem, obvykle nékterou zivinou, cukrem apod., buiika
zalne synthesovat enzym, nutny pro zpracovani tohoto substritu, a pfestane, jakmile
tento substrdt zmizf a je nahrazen obvyklejii glukosou. I kdyZ pfi indukci syathesy
enzymil se miZe indukovat enzym, ktery burika ani jeji pfedkové po mnoho generaci
nikdy nesynthesovali, nejde pfesto o zménu dédinosti: Indukovat je moZno jen ta-
kovy enzym, pro ktery m4 buiika p¥ipraven pfisluiny strukturnf gen.

b) Cyklicky adenosinmonofosfit

Vritime se k druhé otdzce, vyplyvajici z pokusu o soucasném pisobeni Iaktosj'
a glukosy na mnoZeni bakterii, a to k problému, pro& se induktivni enzymy
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