11 — Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny hraji v nasem téle velice dileZitou roli — molekuly DNA uchovavaji genetickou
informaci (vyuzivaji k tomu proces zvany replikace) a molekuly RNA zajistuji vyjadfeni této
informace (nejprve pomoci prepisu a nasledné pomoci translace). O jednotlivych procesech se
budeme bavit podrobnéji v dalSich ¢astech této kapitoly.

Nejprve se ale zaméfime na strukturu nukleovych kyselin. Zakladnimi stavebnimi jednotkami
nukleovych kyselin jsou nukleotidy. Ty se skladaji z pentosy (ribosy nebo deoxyribosy), fosfatu a
baze (purinové nebo pyrimidinové).

11.1 Vznik nukleotidt

Vsechny bunky potfebuji pro svou cinnost nukleosidy, nukleotidy a jejich derivaty (jak pro
replikaci DNA, tak pro syntézu mRNA, rRNA, tRNA...). Jejich pfijem potravou je velmi nizky
(Spatna resorpce ve streve, predevsim resorpce purinovych a pyrimidinovych bazi je mala), proto
je potreba, aby si je télo umélo samo syntetizovat.

A) Latky potfebné pro syntézu nukleotidt

Pro tuto syntézu jsou velmi dulezité tfi slouceniny:
> tetrahydrfolat
» glutamin
> PRPP —fosforibosyldifosfat

Tetrahydrofolat

Tetrahydrofolat télo ziskdva upravou kyseliny listové, kterd je esencidlni (je tedy potieba ji
prijimat potravou napf. z listové zeleniny, jater, kvasnic a Zloutku).

Prijaty folat prochdzi dvéma hydrogenacemi, které zajistuji enzymy folatreduktasa a
dihydrofolatreduktasa (kofaktor NADPH+H*). Pfi reakci dochdzi k odstranéni dvou dvojnych
vazeb:
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Tetrahydrofolat je pfenasecem jednouhlikovych zbytk( — konkrétné je pti syntéze nukleotidd
vyuZit k syntéze thyminu (pfenasi methylenovou skupinu —CH,—) a pfi syntéze purinti (prenasi
formyl —CHO):

H
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o CH,

CH2
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N-5,N-10-methylen-tetrahydrofolat N-10-formyl-tetrahydrofolat

Enzym (dihydro)folatreduktasa je velice dullezity pro syntézu tetrahydrofolatu a vznikajici
tetrahydrofolat je velice dllezity pro syntézu nukleotidd (bez jeho Ccinnosti nevznikaji).
Nukleotidy jsou zase potreba pro syntézu DNA, kterd je jednim z procest probihajicich v
bunécéném cyklu (S-faze). Nékteré léky inhibuji cinnost tohoto enzymu a tim zabranuji mnozeni
bunék — toho se vyuziva:

> v protinadorovych lécivech (methotrexat)

» v léCivech antibakteridlnich (trimethoprim; inhibuje bakterialni dihydroflatreduktasu)

NH, NH,
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Glutamin

Glutamin je jednou z AK, o jeho metabolismu bylo pojednano v kapitole 6. Pfi syntéze nukleotid
jeho vyznam tkvi v tom, Ze dodava (tedy je donorem) aminoskupiny pro puriny i pyrimidiny.

O
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c CHZ—CHZ—CIIH—COO
HN HaN

Délici se bunky potfebuji hodné glutamatu (aby mohly syntetizovat puriny a pyrimidiny).
Pfidanim glutaminu do organismu mulzeme usnadnit déleni bunék — toho se vyuzivd napf.
v pfipadé, potrebujeme-li zvysSit pocet imunitnich bunék. Ovsem presné opacné cinnosti
(zamezeni prijmu glutamatu) se vyuziva k zastaveni déleni bunék.

Podobného principu vyuzivaji nékteré léciva, ktera slouzi jako inhibitory enzymu, které vyuzivaji
glutamin (léciva jsou glutaminu strukturné podobna, obsadi tak aktivni mista enzymi a
neumozni glutaminu vstoupit do kostry purinu, ¢i pyrimidinu). Prikladem takového latky je
azaserin.
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Fosforibosyldifosfat (PRPP)

PRPP je nezbytny pro syntézu purinovych i pyrimidinovych nukleotid(, ale kromé toho také pro
syntézu NAD* a NADP*.

Ziskame jej reakci ribosa-5-fosfatu (ktery jsme ziskali v pentosovém cyklu) s ATP. ATP preda
molekule ribosa-5-P dva fosfaty a stane se z néj AMP, ribosa-5-P se preméni na PRPP. O PRPP
mUZeme fict, Ze se jedna o aktivovanou pentosu.

Reakci katalyzuje enzym PRPP-synthetasa.
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ribosa-5-P PRPP

B) Syntéza purint a pyrimidind

Syntéza purinll a pyrimidinG probihd jako puzzle — do molekuly vysledné baze jsou postupné
pridavany kousky z jinych molekul, aby nakonec vytvotily poZadovanou strukturu.

Rozdil vsyntéze purinG a pyrimidinG je jiz vzacatku. Pfi syntéze purind je nejprve
nasyntetizovano PRPP, na které se nasledné napoji rizné skupiny, které daji zaklad budouci bazi,
u syntézy pyrimidinu je nejprve vytvorena baze, na kterou se poté navaze ribosa-5-P z PRPP.

Na jednotlivé kroky syntézy se nyni podivdme podrobnéji. Neni zcela potrebné védét, jak probiha
syntéza heterocyklickych kruhl krok za krokem. Velmi dileZita je ale znalost plivodu
jednotlivych atoma v jejich molekulach.

Syntéza pyrimidin(
Plvod atom:

OROTIDINMONOFOSFAT

2
1
GLUTAMIN HN ASPARTAT
> KARBAMOYLFOSFAT
HCO,
0 N coo-

RIBOSA-5-FOSFAT

3

PRPP

Jednotlivé kroky syntézy pyrimidin(:

a) Vcytoplasmé vznikne karbamoylfosfat z glutaminu (zdroj dusiku) a HCOs;™. Reakce je
energeticky narocna — pro jeji pribéh je potfeba dodat 2 ATP.
Reakci katalyzuje enzym karbamoylfosfatsynthetasa 11}, kterd je inhibovana pomoci UTP
(,,inhibice produktem”) a aktivovana pomoci ATP.

! Enzym karbamoylsynthetasa | se vyskytuje v mitochondriich a G¢astni se syntézy mo€oviny.
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b) Karbamoylfosfat nasledné reaguje s aspartatem za vzniku karbamoylaspartatu.

c) Vylouéenim vody se uzavie cyklus, ktery v tom stavu nazyvdme dihydroorotat.

d) Dihydrorotat je potfeba dehydrogenovat, aby se vytvorila dvojna vazba, ¢imz vznika orotat.

e) Na orotat se napoji PRPP, ¢imz se vytvofi orotidinmonofosfat.

f) Orotidinmonofosfat nasledné podlehne dekarboxylaci, ¢imz se znéj vytvoii UMP -
uridinmonofosfat. Z toho je nasledné mozné vytvorit UTP, CTP i dTMP (bude popsdno ddle).

VysSe popsané kroky jsou pomoci vzorcl zndzornény nize:
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Jak bylo zminéno v bodé f), dekarboxylaci orotidinmonofosfatu vznika uridinmonofosfat (UMP).

(‘) 0
HN ‘ HN
PR .
0 0" COO 0 o/ N
o -0, I
O—T—O—C“z A 0—P—0—CH,
o o é- o
OH OH OH OH
orotidinmonofosfat uridinmonofosfat

UMP je zaklad pro dalsi baze — reakci s dvéma molekulami ATP z néj postupné vznika UDP a UTP.
Z UTP je nasledné mozné vytvofrit CTP (cytidintrifosfat) tim, Ze na néj preneseme —=NH; skupinu
z glutaminu (reakce je opét energeticky naro¢na a vyzaduje spotrebu dalSiho ATP).

f ATP fi = are @ ATP
Hrll/m ADP Hrli/m ADP HT! ] ADP+P H/IN I
B © N ! C 7 0 N B 07N
5 1. 1 1 3 7 1. 0
0 % 7\ 0 k %

OH OH OH OH OH OH GLUTAMIN OH OH

ump upp uTp GLUTAMAT

Posledni pyrimidinovou bazi, kterou jsme jesté nezminili je dTMP (deoxythimidinmonofosfat).

Pro jeho vznik je nutné nejprve vytvofit methylen-tetrahydrofolat. Ten ziskdme reakci serinu
s tetrahydrofolatem (serin odevzda methylenovou skupinu a pfeméni se na glycin).

Déle je potfeba odstranit jednu —OH skupinu ribosy patfici UDP, ¢imZz vznikne dUMP
(deoxyuridinmonofosfat).

dUMP nasledné mizZe reagovat s methylen-tetrahydrofolatem za vzniku dTMP. Methylenova
skupina —CH,— se béhem reakce redukuje na methylovou skupinu —CH3, tetrahydrofolat se méni
na dihydrofolat (poskytne vodiky na redukci methylenové skupiny na methylovou). Reakci
katalyzuje enzym THYMIDYLATSYNTHASA.

Dihydrofolat je potfeba ndsledné regenerovat (oxidovat) na tetrahydrofoldt. Reakci katalyzuje
enzym DIHYDROFLATREDUKTASA (jeji ndzev byl ji# zminén pfi vzniku tetrahydrofoldtu z foldtu), kofaktorem
reakce je NADPH+H".

NADP*

DIHYDROFOLATREDUKTASA

SERIN H,F
TETRARYDROFOLAT NADPH+H* |
GLYCIN METHYLEN-H,F H,F
THYMIDYLATSYNTHASA j\/}/ )
UDP > dUDP ——> dUMP dTMP c.%-o@
6

deoxythymidinmonofosfat
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VySe zminénych krok(i syntézy dTMP se Ucastnily dva enzymy, z nichz oba dva jsou cilem
protinddorové terapie.
Zpusob ovlivnéni dihydrofolatreduktasy byl popsan jiz vyse — je mozné ji inhibovat plsobenim

metotrexdtu a dalSich [éciv (inhibici enzymu zabranime regeneraci dihydrofolatu na
tetrahydrofolat, ¢imz zabranime mj. vzniku dTMP).

O funkci tohoto enzymu se vi jiz velmi dlouho — dihdrofolatreduktasa byla prvnim enzymem, na
ktery se zamérila protinadorova terapie, poprvé byl pro jeji inhibici pouZit aminopterin (vaze se
na enzym az 1000x pevnéji nez foldt, cimz enzym vyradi z funkce jako kompetitivni inhibitor).
Vsechny léky, které ovliviuji syntézu purin a pyrimidint, poskozuji rychle délici se buriky — to
vSak nejsou pouze buriky nadorové, ale i buriky kostni drené, Gl-traktu a napr. i burnky vlasovych
folikuld.

O
Thymidylatsynthasa je inhibovana podavanim fluorouracilu. Ten je || =

v organismu preménén na 5-fluorodeoxyuridinmonofosfat, ktery viak nemtze ~ HN l
byt ddle preménén na dTMP. Thymidylatsynthasa je jim proto blokovéna jako 07 N
kompetitivnim inhibitorem, coZz ve vysledku zabrani vzniku dTMP, coZ se

projevi zpomalenim (znemoznénim) buné¢ného déleni. 5-fluorouracil

Druhy zpusob vzniku pyrimidinovych nukleotidl Setficim procesem aneb salvage pathway
Syntetizovat vSechny nukleotidy de novo by bylo pro buriku velice energeticky naroéné. Proto
existuje i druhy, Setfici, zplUsob, ktery nesyntetizuje nukleotidy zcela de novo, ale vyuziva
nukleotid( vzniklych pfi rozkladu nukleovych kyselin.
Lze rozlisit dva kroky salvage pathway:
1) Tvorbu nukleosidt
Molekuly nukleovych kyselin jsou rozloZeny na nukleotidy, ty na nukleosidy a ty na jednotlivé
baze — v pfipadé pyrimidinovych bazi se jedna o cytosin, uracil a thymin.
Jednotlivé baze nasledné reaguiji:
a) v pripadé uracilu a cytosinu s ribosa-1-fosfatem za vzniku uridinu a cytidinu
b) V pfipadé thyminu a cytosinu s deoxyribosa-1-fosfatem za vzniku deoxythymidinu a
deoxycytidinu
2) Tvorbu nukleotid(
Nové vzniklé nukleosidy nasledné reaguji s ATP za vzniku potiebnych nukleotidd plsobenim
patfi¢nych kinaz:
a) cytidin + ATP - CMP + ADP }
- pro RNA
b) uridin + ATP > UMP + ADP
c) deoxythymidin + ATP > dTMP + ADP
d) deoxycytidin + ATP - dCMP + ADP } pro DNA

Salvage pathway hraje vyznamnou roli pfedevsim v extrahepatalnich tkanich.

Regulace syntézy pyrimidint
Syntéza pyrimidin({ je regulovana:
a) allostericky
Allostericky je ovliviiovdna karbamyolsynthetasa Il — inhibici zaji$tuje UTP a purinové
nukleotidy; aktivaci zajistuje PRPP? (tzn. je-li dost PRPP, miZe probihat syntéza)

2 Syntéza samotného PRPP je ale inhibovéna velice komplikovanym zptisobem (jeho popis je nad ramec
tohoto textu)
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b) v zavislosti na bunécném cyklu
Syntézu pyrimidinovych nukleotidl ovliviiuje i to, ve které fazi bunééného cyklu se
burika, ve které syntéza probiha, nachazi.
Syntéza nukleotidd musi probihat v S-fazi (dochazi k replikaci DNA). Pravé v S-fazi je
enzym karbamoylsynthetasa || méné senzitivni k inihibici pomoci UTP, ale vice
senzitivni k aktivaci pomoci PRPP

Odbouravani pyrimidint
Pyrimidinové baze jsme schopni v naSem téle odbourat na jednodussi slozky, které je mozné
vyloucit moci. Toho nejsme schopni u purinovych bazi!
Odbouravani pyrimidind v sobé zahrnuje:
a) odstépeni fosfatu
b) odstépeni cukerné slozky
c) Stépenidusikaté baze
Stépeni dusikatych bazi probiha dle nasledujiciho schématu:

o}
NH, o] o |
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)\ | %k ; ; %I\ %I\ co / e
NH . H,0 H,0 2
o NH  H,0 5 O NH | Dty NAD® O NH , o NH 2 NH, p-alanin
cytosin uracil
" |
HO
I s CH3 | CHs OTEVRENI CHg HOOC\CH/CH3
HN e REDUKCE HN CYKLU NH, ROZKLAD NH, ]
G O S P ol
i3 co /
. H,0 )\ H,0 2
(0] NH NADH+H" NAD* O NH A (e} NH , NH,
thymin B-aminoisobutyrat

Neni zcela nutné znat Stépeni kruhu krok za krokem. Zasadni je védét, Ze:

> odbouranim cytosinu a uracilu vznika amoniak, oxid uhlicity a B-alanin

> odbouranim thyminu vznikd amoniak, oxid uhli¢ity a B-aminoisobutyrat
Vsechny vzniklé metabolity je mozné z téla dobre odstranit (oxid uhli¢ity lze vydychat, amoniak
je upraven v mocovinovém cyklu na mocovinu a vylou¢en moci, B-alanin a B-aminoisobutyrat
jsou dobre rozpustné a Ize je rovnéz vyloucit moci).

Syntéza purini
Plvod atomu:

INOSIN-5-FOSFAT & "9

(IMP)

O=0

3 GLYCIN
ASPARTAT 7 HN ~ \_._._-—N\\

C 4 FORMYL-H,F

5 I 2 GLUTAMIN

GLUTAMIN RIBOSA-5-FOSFAT

1
PRPP
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K syntéze purini dochazi v cytosolu, pfevazné v jaternich bunkach. Jednotlivé kroky jesté vice
pfipominaji puzzle — na ribosa-5-fosfat se napojuji jednotlivé atomy vznikajici baze. Pouze glycin
(krok 3) poskytuje své oba uhliky a dusik, vSsechny ostatni slouceniny poskytuji vidy jen jeden
atom uhliku nebo dusiku.

Podrobnéji:
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: 0
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f’ & o HN / » HEF 0 OHC\MI / »
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o-_u_g—cuz 5 0__'?_0_0"2 E f 0__'?_0_6"2
& o o ° o o
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¢ HO

OH OH
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Ke schématu: Nové pridand cdst je vidy zndzornéna zelenou barvou. Schéma je uvedeno spise pro zajimavost.
Pozndmka: Bdze, kterd se timto sloZitym zplsobem vytvorila, se nazyvd hypoxanthin (od ni odvozeny nukleotid md
vsak ndzev inosinmonofosfdt).

Vznikly IMP je vychozi latkou pro syntézu ostatnich purinovych bazi.
» aminaci kysliku na uhliku C6 vznikd adenosinmonofosfat (AMP); dusik pochazi
z aspartatu a energii dodava GTP
» oxidaci uhliku C2 vznikd XMP (xanthosinmonofosfat), jehoZ aminaci ziskime GMP
(guanosinmonofosfat); dusik pro aminaci pochazi z glutaminu, energii dodava ATP
VySe popsané znazorrniuje schéma na nasledujici strance:
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IMP-DEHYDROGENASA

Pfeménu IMP na XMP katalyzuje enzym IMP-dehydrogenasa. Tento enzym je mozné inhibovat
pomoci kyseliny mykofenolové — jednd se o Gcinny reversibilni inhibitor, ktery se pouziva pfi
prevenci rejekce transplantatt. Tim, Ze ve vysledku inhibuje formu GMP, potlaéuje proliferaci T-
i B-lymfocytu.

kyselina mykofenolova

Samoziejmé i syntéza purind je cilem protinadorovych léciv.
> syntézu purind omezuji inhibitory dihydrofolatreduktasy (metotrexat...), které zabranuji
regeneraci dihydrofolatu

> jelikoZ i pro syntézu purin( je potreba glutamin, jsou jeho analogy, jako SH
azaserin, uc¢innymi inhibitory prislusnych enzym N N
> strukturné velice podobnou slouceninou k IMP je merkaptopurin — misto | \>
NH

kysliku obsahuje na uhliku C6 =SH skupinu; pouZiva se jako inhibitor N .
premény IMP na AMP i GMP merkaptopurin

Druhy zpisob vzniku purinovych nukleotidti Setficim procesem aneb salvage pathway
Stejné jako existovala salvage pathway u pyrimidinovych nukleotidl, existuje i u nukleotidi
purinovych a vyznam ma opét predevsim v extrahepatalnich tkanich.
Reakce obecné probihaji tak, Ze uvolnéné purinové baze (vzniklé pfi rozkladu nukleovych kyselin)
reaguji s PRPP za vzniku purinnukleotidmonofosfatl a PP;:
purin + PRPP - purinnukleotidmonofosfat + PP;

Tyto reakce katalyzuji enzymy zvané fosforibosyltransferasy, konkrétné:

> vznik AMP katalyzuje adeninfosforibosyltransferasa

> vznik IMP katalyzuje hypoxanthinfosforibosyltransferasa
Jejich ukolem je prenést purinovou bazi na PRPP.
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Organismus pocita s tim, Ze salvage pathway bude probihat! Pokud dojde k poskozeni nékteré
z fosforibosyltransferas, dochazi k hromadéni purinli v organismu, coZ se projevi jako
Lesh-NyhanGv syndrom.

Lesh-Nyhantv syndrom je dédi¢na choroba, pfi které neni mozné preménit uvolnéné purinové
baze na nové nukleotidy. Jsou proto odbouravany na kyselinu mocovou, kterd se nasledné také
hromadi v organismu, coZ se projevi jako onemocnéni dna. Postizeni jedinci trpi mentalni
retardaci a sebeposkozovanim.

Vznik nukleosiddifosfatti a nukleosidtrifosfatt
Doposud jsme popsali pouze zplsoby vzniku GMP a AMP. Dalsi fosfaty je moiné na tyto
nukleosidmonofosfaty napojit postupnymi reakcemi s ATP. Reakce katalyzuji prislusné kinazy.

ATP ATP
ADP ADP

NUKLEOSIDMONOFOSFAT NUKLEOSIDDIFOSFAT NUKLEOSIDTRIFOSFAT

Regulace syntézy purinovych nukleotidt

Existuji dva zplsoby regulace:

a) inhibice enzymu PRPP-glutamylamidotransferasy® pomoci AMP a GMP (regulace produkty)

b) inhibice premény IMP na AMP a IMP na GMP je rovnéz inhibovana prudukty (AMP inhibuje
svou syntézu, GMP inhibuje svou syntézu)

Odbouravani purinovych nukleotidi

K ,odbouravani“ purinovych nukleotidi dochazi v jatrech. Z jednotlivych nukleotidi (AMP, GMP,
ale i IMP a XMP) jsou odstranény fosfaty (vznika adenosin, guanosin, inosin a xanthosin).
Adenosin obsahuje —NH; skupinu, kterou je potfeba odstranit a vytvofit z néj inosin, ze kterého
je pak (stejné jako u guanosinu a xanthosinu) odstranéna ribosa, ¢imz vzniknou samostatné baze
hypoxantin, guanin a xantin.

AMP > ADENOSIN + P,
GMP | 5.NUKLEOTIDASA |~~~ GUANOSIN + P, fomommmna
MP - (OOSTEPUJE FOSFATZPOLONYS) | INOSIN + P, INOSIN
XMP -~ » XANTOSIN + P,
NUKLEOSIDFOSFORYLASA
{FOSFOROLYTICKY ODSTEPI RIBOSU,
CIMZ VZNIKNOU SAMOSTATNE BAZE A
RIBOSA-1-P)
GUANIN
HYPOXANTIN -+ RIBOSA-1-P
XANTIN

Zminované odstranéni aminoskupiny z adenosinu katalyzuje enzym adenosindeaminasa. Ma-li
télo nedostatek tohoto enzymu, dochazi k hromadéni adenosinu, ktery je nasledné preménovan
na AMP, dAMP, ADP... Hromadéni téchto produktd inhibuje enzym ribonukleotid-reduktasu,
ktery tak nesyntetizuje dalsi nukleotidy, coZ vede k zataveni syntézy DNA (burika ma jen AMP,
ADP... ale nema jiz GMP, GDP...). Deficience tohoto enzymu je jednou z pfi¢in tézkého
kombinovaného imunodeficitu (severe combined imunodeficiency dinase — SCID).

3 Tento enzym katalyzuje napojeni prvniho dusiku na PRPP, tedy prvni krok syntézy purinovych nukleotid(
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Uvolnéné purinové baze télo neumi odbourat na jednodussi slouceniny! Jediny mozny zpUsob,
jak se jich zbavit, je hydroxylace na kyselinu moc€ovou. Denné ji vznikne okolo 400 — 600 mg a ve
vysledku je vyloucena potem, ¢astecné i modi...

(0] o, (0] o,
| H,0 H,0, H,0 H,0,
HN N N A HN N N\ A HN
k\ | \> XANTHINOXIDASA | \> XANTHINOXIDASA | >:O
N NH Z NH = NH
o} N (0] N
H H
xantin kyselina mocova

ZI

hypoxantin

[ GUANASA

)

T
H,N Y NH
guanin
Dna
Jednd se o onemocnéni souvisejici s poruchami v metabolismu purint, jehoZ projevem je
zvySena produkce kyseliny mocové a nasledné ukladani jejich krystal ve tkanich. Priciny
vysoké koncentrace kyseliny mocové mohou byt
» porucha v Setficim procesu (deficit hypoxathin-guaninfosforibosyltransferasy (HGPRT) vede
k zastaveni reakce hypoxatin + PRPP = IMP + PP; coz vede k hromadéni hypoxanthinu a jeho
preméné na kyselinu mocovu)
» snizena clearance v ledvinach
JelikoZ pfeménu hypoxantinu i xantinu na kyselinu moc¢ovou katalyzuje enzym xanthinoxidasa, je
pravé tento enzym cilem Iékd proti dné, napf. allopurinolu. Allopurinol je v téle pfeménén na
oxypurinol, ktery je inhibitorem xanthinoxidasy.

OH OH
N N
k\ | \/N E—— )\\ | \/N
N m HO” N N
H
allopurinol oxopurinol

Tim nedochazi k preméndm xantinu a hypoxantinu na kyselinu mocovou; xantin a hypoxatin jsou
rozpustnéjsi a jsou tak snadnéji vylu¢ovany z organismu (navic mize hypoxanthin — pokud neni
porusena funkce HGPRT — vstoupit do salvage pathway).

C) Vznik 2-deoxyribonukleotidt

Doposud jsme se bavili predevsim o vzniku nukleotidd (pouze u dTMP jsme se zminili o tom, Ze
je potfeba odstranit jednu —OH skupinu z ribosy). Na to, jak dochazi k tomuto ,odstranéni“ —OH
skupiny se podivame nyni.

PFi vzniku 2-deoxynukleotidl vychazime z premény nukleosiddifosfatu na
2-deoxynukleosiddifosfat. Hydroxylovd skupina na druhém uhliku je redukovdna
(deoxygenovana) na vodik.

Reakce se ucastni thioredoxin, thioredoxinreduktasa, NADPH+H" a ribonukleotidreduktasa.
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P P O—CH, BAZE

NADPH+H* THIIOREDO);IN k % + H0

Ss—35 OH H
2-DEOXYNUKLEOSIDDIFOSFAT

THIOREDOXINREDUKTASA RIBONUKLEOTIDREDUKTASA
/\ P PoO—CH,  BAE
NADP* THIOREDOXIN 0
| I
SH SH

OH OH
NUKLEOSIDDIFOSFAT

Enzym ribonukleotidreduktasu inhibuje hydroxyurea (hydroxymocovina). Tim, Ze ji inhibuje,
zabrani syntéze deoxyribonukleotidl, coZ mlZe pomoci pri Iécbé nékterych druhi rakoviny.
o)

©

OH
-
H2N/ SN

hydroxymocovina

11.2 Replikace DNA

Replikace znamenda zdvojovani. Jednd se o semikonzervativni proces, pfi kterém dochazi
k rozpleteni dvousroubovice DNA a kazdy uvolnény fetézec slouzi jako templat pro syntézu
novych komplementarnich vlaken (proto mluvime o semikonzervativnim procesu — do kazdé
nové molekuly se vidy dostane ¢ast staré). V novych retézcich se fadi baze podle principu
komplementarity (A-T, C-G).

K replikaci DNA dochazi v jadre.

Obecné mlzeme replikaci u eukaryontt i prokaryotn( rozlisit do tfi fazi:
a) iniciace
b) elongace
c) spojeni a terminace

Ke zdarnému prlibéhu potiebujeme radu latek:
» deoxynukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP )
> Mg

> primer RNA

> templat DNA (matefské vlakno)

A kromé uvedenych latek i fadu enzym:

> rozplétaci enzym (DNA-helikasa)
RNA-polymerasa
DNA-dependentni-DNA-polymerasa
DNA-ligasa
ATP-asa
(topoisomerasa)

YV V VYV VY
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Pfed tim, neZ se podivdme na cely pribéh replikace DNA a vysvétlime si roli jednotlivych latek a
enzyml, zaméfime se na vlastni reakci syntézy DNA, tedy na to, jak prfesné dochazi ke
spojovani nukleotidd.

Do reakce vstupuje jiz vytvorend DNA (nebo primer RNA), se kterou reaguje dNTP
(deoxynukleotidtrifosfat). Pfi reakci se odstépi difosfat a dNMT (deoxynukleotidmonofosfat) se
na stavajici DNA pfipoji pomoci esterové vazby. Do reakce vstupuje vidy 3‘-konec stavajici DNA
(primeru), k prodluZovani (napojovani novych nukleotidi) dochazi ve sméru 5 = 3°.

| |
° o
' I
0 - ll' —o O=p —0
o I
| = o
5'-KONEC CH, — STAVAJICI RETEZEC DNA | BAZE
[s] 5'KONEC CH,
(o]
3-HONEC
0—H
o
[+] o o [ BAZE
I ] I o Om P — 0 — CH. o
0O=P—=0=P—0=p=0—CH, |
| | | 0 o
o o o NOVE SE PRIPOIUNC NUKLEOTID
\ Mg f 3-KONEC MISTO PRO NAPOIEN] DALSMO NUKLEOTIDU
| 0—H
0—H
Ke schématu:

Na stdvajici retézec DNA (zndzornén pouze posledni nukleotid na 3‘-konci; Cerné) se pripojuje novy trinukleotid. Pri
reakce dojde k odstépeni difosfdtu (této reakce se ucastni Mg2+ ionty, které difosfat komplexuji!) a ke vzdiku
fosfodiesterové vazby mezi plvodnim a novym nukleotidem.

KdyZ nyni vime, jak se po chemické strance napojuji nové nukleotidy, mizZe se podivat na to, jak
probiha cela replikace.
A) Rozpleteni fetézce
Replikace probiha soucasné na obou vlaknech DNA. Dvousroubovice musi byt pfed zahdjenim
rozvinuta, coZ ma za ukol rozplétaci enzym DNA-helikasa. Jeji Cinnosti vznika tzv. replikacni
vidlice.

3¢

Enzym ATP-dependentni-DNA-helikasa za
) 3 spotieby ATP rozpléta dvousroubovici DNA.
DNA—helikas.a

ATP

3¢

ADP

SSB-proteiny zabrariuji reasociaci Fetézca.

Aby nedoslo ke zpétné reasociaci Fetézci, napojuji se na rozpletenou DNA ssb-proteiny (single
strand binding proteins). Jejich Ukolem je stabilizovat jednovlaknovou strukturu.
Jesté jednou zopakujme, Ze oba Fetézce DNA slouzi jako templafF pro vznik nové DNA.
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B) Vznik primeru
Enzym DNA-polymerasa, ktera katalyzuje napojovani nukleotid(i, neumi iniciovat syntézu zcela
novych Fetézcli (,neumi nasednout na rozpletenou DNA a zacit pridavat nukleotidy”). Pro svou
funkci potfebuje primer, ktery obsahuje volny 3°-konec.
Tento primer vytvori enzym RNA-polymerasa (primasa). Nasedne na rozpletené vldkno DNA a
nesyntetizuje cca 10-20 parG bazi dlouhy retézec RNA (primer). Syntetizuje ve sméru 5'>3’,
vytvofeny primer je komplementarni k pivodni DNA®.

3

f."
”f«(
N
Y

o,

RMNA-polymerasa

e

C) Nastup DNA-polymerasy

Vznikly primer RNA obsahuje volny 3‘-konec. Jakmile je dostatec¢né dlouhy, RNA-polymerasa se
od DNA odpoji a na jeji misto naseda DNA-polymerasa, kterd syntetizuje komplementarni vlakno
DNA.

DMA-polymerasa

v

Jakmile je syntetizované vlaknou DNA dostatecné dlouhé, dojde k odbourani primeru pomoci

D) Odbourani primeru

exonukleasy a volné misto je zaplnéno pomoci DNA-polymerasy.

5
5'\
DNA-polymerasa \
5(
N 3
«\ .

zbytky RNA primeru

4 JelikoZ nyni mame v jednom fetézci i DNA i RNA, mluvime o tzv. DNA-RNA hybridu.
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E) Spojeni jednotlivych tiseku pomoci DNA-ligasy
DNA-polymerasa umi napojovat jednotlivé nukleotidy, ale neni schopna spojit k sobé dvé ¢asti jiz
existuji DNA. Tuto Ulohu ma enzym DNA-ligasa.

3¢
5

DMA-ligasa \ 5

3¢

Okazakiho fragmenty
Syntéza DNA je semikonzervativni, probiha tedy podél obou retézcl zaroven. Vyse popisovany
postup je ,bezproblémovy” pouze u materského fetézce, ktery se syntetizuje od svého 3’konce
(novy fetézec tedy vznika ve sméru 5'->37); tento matersky retézec oznacujeme jako vedouci
vlakno (leading strand) a jeho syntéza je kontinualni.

Drobné ,problémy” nastavaji v okamziku, kdy se zacne replikovat i druhy fetézec — orientace
materského vldkna je 53" a novy retézec by se mél syntetizovat ve sméru 35", coz neni
mozné, protoze reaktivni —OH skupina se nachdazi na 3’konci. Syntéza na tomto materském
vlakné, které oznacujeme jako opozdujici se vlakno (téZ otalejicic nebo laggins strand), probiha
diskontinualné po mensich Usecich zvanych jako Okazakiho fragmenty.

3

5

3

Vznik kazdého Okazakiho fragmentu probiha zplsobem popsanym v bodech B-E. Nejprve
vznikne kratky primer RNA, na ten se napoji nova DNA, primer je odbourdn, nahrazen novou
DNA a jednotlivé Useky DNA jsou spojeny DNA ligasou.

3
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Nyni jiz zndme obecny pribéh replikace DNA. Existuji vsak jisté rozdily v replikaci DNA mezi
eukaryonty a prokaryonty, a ve skutecnosti nevznikd pouze ,replikacni vidlice” ale ,replikacni
bublina®. O téchto vécech si povime nyni.

Rozdily mezi eukaryonty a prokaryonty

1) Rozdily v iniciaci

U eukaryont o prokaryontl dochazi ke vzniku replikacniho pocatku, od néj se syntéza nové
DNA Sifi vobou smérech — tzn. vznikaji dvé replikacni vidlice (=tvofi ,replikacni bublinu”
nazyvanou replikon).

REPLIKACNI
POCATEK

U prokaryontl je jediny replikacni pocatek, nazyvany ori-C. Replikace v ném zacne a rozbiha se
na oba konce kruznicové molekuly DNA. Jedna se o rychly proces, ktery je dokoncen zhruba za
40 minut a je moZné, aby zacala nova replikace jesté v okamziku, kdy stara nebyla dokoncena.

vvvvvv

molekulou, ale dlouhymi molekulami DNA, které nemohou byt replikovany kontinualné. Na
jedné molekule DNA se tak vytvafi asi 30 000 replikacnich pocatku, pricemz cely proces je
prostorové i casové precizné Fizen (napf. ne na vSech pocatcich musi replikace zacit ve stejnou
dobu). Rychlost replikace je navic mensi (i proto mame vice pocatki — chceme DNA replikovat
rychle).

Replikace DNA probiha v S-fazi bunééného cyklu.

—l P -

ori-C

Replikace u eukaryonti Replikace u prokaryontt

Pozndmka: Fialové Sipky naznacuji pocdtek a smér replikace.
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2) Rozdily v DNA-polymerasach
Enzym DNA-polymerasa je esencialni pro replikaci DNA. U prokaryont( nachazime jeji t¥i typu, u
eukaryont( je zndmo 9 typU. Pro pfehlednost je uvedeme v tabulce.

Tabulka 1 - DNA-polymerasy u prokaryontu

Polymerasa Funkce Exonukleasova aktivita

DNA polymerasal | odstranéni RNA primert, 5033
vyplnéni mista po RNA, 3550
opravy DNA

DNA polymerasalll opravy dna 3'->5¢

DNA polymerasa lll replikace 3‘->5¢

Pozndmka: exonukleosovd aktivita souvisi se schopnosti daného typu enzymu opravovat chyby pri replikaci — zjisti-li
DNA-polymerasa, kterd ma exonukleoasovou aktivitu, Ze byl do nového retézce zarazen spatny nukleotid, vystépi tento
nukleotid a nahradi jej spravnym nukleotidem.

Mad-li enzym exonukleasovou aktivitu 5>3°, miZe vystépit nukleotid ve sméru ve kterém probihd replikace (tedy
rovnou opravit nové vzniklou molekulu).

Exonukleasova aktivita 35 se oznacuje jako proof-reading a slouZi ke kontrole poradi nukleotidd.

Tabulka 2 - DNA-polymerasy u eukaryontt

Polymerasa Funkce Exonukleasova aktivita
replikace DNA vy

DNA polymerasa a S L zadna

DNA polymerasa 8 opravy DNA zadna

DNA polymerasa y replikace DNA v mitochondriich 3'‘>5°
replikace DNA

DNA pol é 3‘>5°

polymerasa opravy DNA -
DNA polmyerasa € replikace 3‘>5°

V eukaryontnim jadfe jsou nejaktivnéjSimi polymerasami DNA-polymerasa o a §,
v mitochondriich se uplatfiuje DNA-polymerasay.

3) Rozdil v délce Okazakiho fragmenti

U prokaryontl maji Okazakiho fragmenty délku 1000 — 2000 bazi.

U eukaryontl maji Okazakiho fragmenty délku cca 200 bazi.

Lze tedy fici, Ze prokaryonti maji del3i Okazakiho fragmenty a maji jich tudiz méné, eukaryonti
maji kratsi Okazakiho fragmenty a maji jich tudiz vice.

Piehled enzymii ucastnicich se replikace DNA

Nyni jiz vime, jak funguje vétSina enzymu replikace DNA a jaky je rozdil mezi replikaci eukaryontl
a prokaryont(l. V tabulce na nasledujici strance je uveden pfehled funkce jednotlivych enzymd,
které se replikace Ucastni, pficemz podrobnéji bude o funkci nékterych z nich pojednano dale.
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Tabulka 3 - Enzymy podilejici se na replikaci DNA

Enzym Funkce

DNA-helikasa rozplétd dvousroubovici

DNA-polymerasa pfipojovani nukleotidd, opravy DNA
RNA-polymerasa tvorba primer(

RNA-sy (enzymy odstranujici primer) hydrolyzuji RNA z DNA-RNA hybrid(
DNA-ligasa spojovani jednotlivych fragment DNA
SSB-proteiny zabranuji reasociaci vldken DNA
topoisomerasy uvoliuji pnuti vyvolané superstacenim
telomerasy upravuji 3 konce templatovych retézct
sliding clamp (klouzava svorka) udrzuje DNA polymerasu ve vazbé na DNA

Topoisomerasy

Nazev odvozen od ,,topologie DNA“, tedy od ,,trojrozmérné struktury DNA”“.

PFi rozplétani dvojité Sroubovice dochazi ¢asto k superstaceni (predstavme si, Ze mame smotdna
dvé lana, uprostied je chytneme a chceme je rozmotat — jak je od sebe postupné uvolriujeme,
smycky na okrajich jsou stdle mensi a je jich vice na mensi délce).

mmawwwwwi .

U DNA mUZe byt superstaéeni:
» pozitivni (ve stejném sméru jako toceni helixu, tedy doleva)
> negativni (v opacném sméru nez je toceni helixu, tedy doprava)
Topoisomerasy maji za Ukol superstdceni odstranit. Existuji jejich dva typy, kazdy typ uZziva jiny
zpUsob:
a) Topoisomerasa |
Je schopna reversibilné prerusit fosfodiesterovou vazbu v jednoretézci. Tim umozni otaceni
kolem jednoho fetézce a dojde u uvolnéni superstoceni. Nasledné katalyzuje zpétné spojeni
rozstépeni vazby.
Nevyzaduje ATP a nachazime ji u prokaryontt i eukaryontd.
b) Topoisomerasall
Umi odstranit pnuti, ale dokaze jej i vytvofit. Pracuje tak, Ze rozstépi fosfodiesterovou
vazbu na obou fetézcich, které se tak mohou nékolikrat , odtodit” a odstranit tak
superstoceni.
Pro nasledné spojeni fetézcl vyZaduje ATP.
Nachazime ji u prokaryontl (akorat se jmenuje DNA-gyrasa) i u eukaryontl, existuji jisté
rozdily ve specifité.

Inhibitory lidské topoisomerasy zabranuji replikaci a uZivaji se proto jako protinadorova léciva.
Napf. kamptothecin (rostlinny produkt), antracykliny (pf. daunorubicin; bakterialni produkty),
podofyllotoxiny (rostlinné produkty).

JelikoZ se topoisomerasy nachazeji i u bakterii (prokaryontt) a jelikoz maji jinou specifitu je
mozné inhibovat pouze jejich Cinnost. Antibakteridlni Iéky na bazi chinolinG (norfloxacin)
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zabranuji déleni bakterii pravé tim, Ze inhibuje DNA-gyrasu a nepUsobi na lidskou
topoisomerasu.

OH
= / \ < o
N o o
N = \g podofyllotoxin
\\ (Podophyllum peltatum ad.)
HO 0o
H,CO OCH,4

CoHs

kamptothecin
(Camptotheca acuminata) OCH,

Telomerasa

Na 3‘-konci DNA se nachazi zvlastni sekvence DNA — jedna se o tandemy druhové specifickych
oligonukleotidii bohatych na G (u Clovéka konkrétné TTAGGG, opakovano az 1000x). Jejich
funkce je ochranna (brani DNA pred plsobenim enzym{ a umoznuji replikaci) a nesou nazev
telomery.

Pfi syntéze opoZdujiciho se ftetézce vyzaduje replikacni apardt pritomnost urcité délky
templdtové DNA za sekvenci, ktera je kopirovdna — kdyby neexistovaly telomery, zastavila by se
syntéza DNA pred koncem templatu.

5! TEMPLATOVE VLAKNO ZAOSTAVAJICI 3

5 ¢ < -< ,
. . TUTO CAST NENI MOZNE ZREPLIKOVAT
(DNA-POLYMERASA NEMA KAM
NASEDNOUT)

A )3‘

3 TEMPLATOVE VLAKNO VEDOUCI 5¢

Enzym telomerasa dokonci syntézu DNA tim, Ze dosyntetizuje telomery na templatové viakno.
Jedna se o enzym ze skupiny reverznich transkriptaz, ktery ve své molekule obsahuje RNA (tedy

i RNA mze puUsobit jako enzym!). RNA se napoji na konec templatové DNA a dle své sekvence
dosyntetizuje telomery.

TEMPLATOVE VLAKNO ZAOSTAVAJICE

Telomerasa se napoji na sekvenci GGG
nachazejici se na konci templatového retézce.

TELOMERASA

TEMPLATOVE VLAKNO ZAOSTAVANCE

CEEA AN NEEE Telomerasa dosyntetizuje ¢ast DNA. VSiménéme
Sl E L si, Ze na konci je opét sekvence GGG.

TELOMERASA
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TEMPLATOVE VLAKNG ZAOSTAVASICE

Cely proces se opakuje dokud neni
— telomera dost slouha.

TELOMERASA.

Telomery (a telomerasa) tedy zabranuji ztraté genetické informace, ke které by mohlo pfi
syntéze dojit.
Kromé toho maji telomery vyznam pro ochranu DNA — brani ji pfed ucinkem DNA-nukleaz.
MuUZeme si predstavit, Ze tvofi jakousi znacku, ktera fikd DNA-nukledzam ,toto je nase DNA,
nestépit.”
V posledni dobé se provadi fada vyzkumd, které se zabyvaji tim, jak délka telomer koreluje se
stafim a replika¢ni kapacitou buriky:
» bunky ziskané od mladych jedinct maji delsi telomery a podléhaji vétsimu poctu déleni
> nékteré somatické buriky neobsahuji telomerasu — jejich telomery se postupné (pfi
kazdém déleni) zkracuji a jakmile jsou moc kratké, burika se jiz dale nemuze délit
> u starsich jedincl je nizsi aktivita telomerasy — jeji aktivita teda pravdépodobné souvisi
se stafim organismu
> bunky, které se casto déli (kmenové buriky, zarodecné buriky, nddorové burky) maji
vysokou hladinu telomerasy
Telomerasa se tedy studuje nejen kvlli jejimu moZnému vlivu na starnuti, ale i kvali moznosti
vyuziti v protinadorové terapii (jeji inhibitory by mohly zabrdnit nadorovému bujeni).

Poskozeni a opravy DNA

Béhem jediného dne vznikaji desetitisice az miliony poskozeni DNA v jediné burice. U dospélého
Elovéka, jehoz organismus se sklada cca z 10'? bunék, se jedna o 10*%-10'® chyb, které je potieba
opravit!

Chyby vznikaji pfi replikaci, transkripci i jindy (napf. vlivem vnéjsich faktoru). Pfiklady poskozeni,
které mohou nastat, uvadi nasledujici tabulka:

Tabulka 4 - Poskozeni DNA

Typ poskozeni Pficina

chybéji baze depurinace (za den aZ 10 purin()

zZzménéna baze ionizacni zareni, alkylacni Cinidla

nepresna baze spontanni deamince

delece-inzerce interkalacni ¢inidla (akridiny)

formace dimera UV zareni

zlomy Fetézct ionizacni zareni, chemikalie (bleomycin)
meziretézcové vazhy chemické latky (derivaty psoralenu, mitymycin c)
tvorba tautomert spontanni a do¢asna

Vétsina bunék ma schopnost rozeznat a vystfihnout poSkozenou oblast DNA — pro tyto ¢innosti
existuji specifické glykosylasy, exonukleasy a endonukleasy. Nasledné pak umi buriky
nasyntetizovat opravenou formu pomoci napf. DNA-polymerasy B. Nové opravené Useky jsou
nasledné pospojovany s plvodnimi fetézci pomoci DNA-ligasy.

Pro opravy rdznych chyb existuji rizné postupy:
> prFima oprava zvratem (mozné jen u bakterii)
> vystfiZeni porusené baze (,base excision repair”)
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vystfizeni postizeného nukleotidu (,,nucleotide excision repair)
oprava chybného parovani (,mismatch repair”)

YV V V

opravy dvojitych zlom{ (homologni rekombinace, nehomolovi spajeni konct)
> prevence inkorporace porusnéhé nukleotidu do DNA (35 proofreading)
11.3 Transkripce DNA (= syntéza RNA)

Transkripce (Cesky prepis) je proces tvorby RNA podle matrice DNA.

Vidy dochazi k prepisovani jen jednoho fetézce, ktery nazyvame templatovy. Druhy fetézec,
ktery se nepouzivd pro prepis, se oznacuje jako kédujici, nebot sekvence jeho bazi pfesné
odpovida sekvencim bazi v transkriptu (pouze misto uracilu je thymin).

PF. 5 GGATC 3’ kodujici Fetézec DNA
3 CCTAG 5 templatovy Fetézec DNA
5 GGAUC 3’ transkript RNA

Syntéza RNA probiha stejné jako replikace ve sméru 5°3°, jako templatovy fetézec tedy bude
slouzit fetézec s orientaci 3‘->5°.

Rozdily mezi replikaci a transkripci uvadi nasledujic tabulka:

Tabulka 5 - Replikace x transkripce

Replikace Transkripce
Enzymy DNA-polymerasy RNA-polymerasy
Kde probiha na chromozomech v S-fazi na vybraném segmentu DNA
Zahajeni vyZaduje primer RNA nevyzaduje primer
Priibéh kopirovana obé vlakna prepisovano jedno vlakno
proof-reading L
Kontrola (DNA-polymerasa zkontroluje, zda RNA-ponrjwer?sa nefna zp{etnou .
s ey : vazbu spravného zarazeni nukleotidu
spravné zaradila nukleotid)
Nukleotidy dATP, dGTP, dCTP, dTTP ATP, GTP, UTP, CTP

RNA-polymerasa

RNA-polymerasa je enzym zodpovédny za transkripci.

Cely nazev zni DNA dependentni-RNA-polymerasa, nékdy je téZ oznacovana jako transkriptasa.

U prokaryontl se vyskytuje jediny typ RNA-polymerasy, kterd je tvorena 5 podjednotkami a tzv.
sigma-faktorem. Tato RNA-polymerasa se podili na vzniku vSech typd RNA.

U eukaryontl jsou znamy 4 rtizné typy RNA-polymerasy. Maji stejny mechanismus Gc¢inku, avsak
rozlisuji rlizné promotory (tzn. vi, kam maji na DNA nasednout, aby prepsaly tu jeji ¢ast, kterou
maji).

Tabulka 6 - Eukaryontni RNA-polymerasy

Typ polymerasy Transkript (a kde)

RNA-polymerasa | syntéza rRNA (jadérko)

RNA-polymerasa Il syntéza mRNA (jadro)

RNA-polymerasa lll syntéza tRNA a 5S RNA (jadro)
RNA-polymerasa IV syntéza mitochondridlni RNA (mitochondrie)

OH

H3C. amanitin
OH

o)
4 CH
. CH,
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Inhibitorem eukaryotnich typd RNA-polymerasy je latky amanitin. Jednd se o pfirodni latku,
kterd se nachazi napf. v muchomirce. Jedna se o jed.
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Priibéh transkripce

Stejné jako u replikace, mizeme rozlisit tti faze:
a) iniciaci
b) elongaci
c) terminaci

Pro uspésny pribéh transkripce potrebujeme:
» nukleotidy (ATP, GTP, CTP a UTP)
> Mg2+
» templatové vlakno DNA
> fadu enzymu (viz dale)

Hlavni enzym, ktery provadi transkripci je RNA-polymerasa. Nové vlakno syntetizuje ve sméru
5= 3 (stejné jako DNA-polymerasa). Postupné dochazi k vytvareni fosfodiesterovoych vazeb
mezi jednotlivymi nukleotidy, energii k tomuto procesu dodava stépeni téchto nukleotidd.

|
° |
| o
0=p —0 |
| 0= p =0
9 [
| BATE Qo
5-KONEC CH, ~ STAVAJICI RETEZEC ANA
[+] | BAIE
5.KOMEC CH,
3-KONEC
0o-H OH
o OH
[} o [} |
I I I O=FP—0— CH
O=—P—0—=P—02P—-0—CH I (o]
| | | o ]
o o o NOVESE PRIPOILICT NUKLEOTID
\ Mg ‘Ilr 3-KONEC | MISTO PRO NAPOIENE DALSHO NUKLECTIDU

o0=-H OH
0O=-<H OH

NeZ se podivdme na vlastni pribéh transkripce, udélame si poradek v terminologii:

> promotor
Oblast DNA dlouhd asi 40 nukleotidli nachazejici se pred mistem startu od 5° konce
(pfedchazi tedy prepisované sekvenci)

> transkripcni jednotka
Oblast od promotoru k terminacni oblasti.

> boxy (elementy)
Malé sekvence DNA obsaZené v oblasti promotoru.

» cis-plsobici sekvence
Sekvence leZici v blizkosti genu na molekule DNA, ktera je pfepisovana.

> trans-pusobici faktory
Proteinové faktory vazici se na DNA (geny, které fidi jejich syntézu, se nachazeji na jinych
chromozomech)

> primarni transkript
RNA produkt nesyntetizovany ve sméru 5 = 3‘ (tedy RNA se vSemi introny a exony, nikterak
nesestfihanad)
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Rozpoznani templdatu a zahdjeni transkripce

Na zacdatku replikace musi RNA-polymerasa (ddle RNAP) najit misto, kde transkripce zacne. Timto
mistem je promotor, kde RNAP vytvofi stabilni komplex s templdrovou DNA.

V misté promotoru najdeme tzv. konvencni sekvence, coz jsou sekvence DNA, které najdeme
v oblasti promotoru u velkého mnoistvi genti. Oznacujeme je jako boxy a jsou ponékud odlisné
u prokaryontt a eukaryont(:

A) U prokaryonttli nalézame:
» v pozici cca -10 tzv. Pribnowtiv box TATAAT
» v pozici cca -35 sekvenci TTGACA
Tyto sekvence umi rozpoznat o-faktor prokaryotické RNAP.

B) U eukaryontli nalézame:
» v oblasti promotoru:
o TATA box (pravdépodobné urCuje misto startu, na které se vazi bazalni
transkripcni faktory)
o CAAT box } Nachdzeji se v pozici — 100 az — 200. Pravdépodobné urcuji frekvenci
o GC box startu. Oznacujeme je jako promotorové proximalni sekvence.
» ve vzdalenéjsich oblastech od mista startu:
o specifické regulacni sekvence (téZ nazyvané enhancery a silencery; vazi se na né
specifické transkripcni faktory)

vvvvvv

Na boxy vpromotoru se vaze nejprve fada bazalnich transkripénich faktord, nékteré
transkripcni faktory (specifické) se vazi mimo né do tzv. specifickych regulacnich sekvenci
(enhancery, silencery). RNAP je pred vlastni transkripci spojena s bazalnimi faktory.

Dokud nejsou vSechny faktory na svém misté, nemuze transkripce zacit!

Bazalni® transkripéni faktory (eukaryonti)

Pfed zacdtkem transkripce se tyto proteiny vazi na RNAP a soucasné jsou jiz asociovany
s promotorovymi sekvencemi. Pokud nejsou na promotor navazény, nepoznd RNAP® misto
startu.

Nejprve se na DNA do oblasti TATA boxu navazuje TFIID [¢ti té-ef-dva-dé], coZ je nejvétsi bazalni
transkripcni faktor, ktery se sklada z 11 podjednotek (jednou z nich je jednotka TBP — TATA-box
binding protein — ktera se vaze jako prvni na zminény TATA-box, ostatni jednotky se vazi na ni).
Po napojeni TFIID se napojuji dalsi transkrip¢ni faktory (TFIIA, TFIIB, TFIIF, TFIIE, TFIIH)

5 BazdIni znamena, Ze jsou potifebné pro transkripci viech gen(.
5 Nyni se budeme bavit o transkripci kterou katalyzuje RNA-polymerasa Il. Proto viechny transkripéni
faktory (TF) ponesou v nazvu i Cislo Il
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iy TFIE  TFIH
TEIIF ;

TBP TFIB

TFIA : RNA-POLYMERASA

B e
. TATA-BOX )

PROMOTOR

Specifické regulacni proteiny a specifické regulacni sekvence

Kromé bazélnich transkripc¢nich faktort existuji i specifické transkripcni faktory. Jedna se rovnéz
o proteiny, které se vSak vazou mimo oblast promotoru, velmi ¢asto do pomérné vzdalenych
sekvenci DNA.

Specifické regulacni faktory plsobi jako aktivatory nebo represory transkripce prislusného genu.
Po napojeni na prislusnou sekvenci DNA se na né napoji mediatorovy protein (dfive oznacovan
jako koaktivator nebo korepresor), ktery je jiz v kontaktu s bazalnimi transkripcnimi faktory a
mUze tak transkripci ovlivnit.

Typické geny obsahuji na DNA celou radu specifickych regula¢nich sekvenci, kam se tyto
specifické regulacni faktory vaiou. Tyto sekvence se ve starsi literature oznacovaly jako
enhancery, silencery ¢i jako HRE (hormon response element). Mohou se nachazet , upstream”
nebo ,, downstream” od mista pocatku transkripce a jak jiz bylo zminéno — mohou se nachazet
pobliz promotoru, ale i ve velmi vzdalenych oblastech.

SPECIFICKA REGULACNI SEKVENCE
l_;\

SPECIFICKE TRANSKRIPENI FAKTORY

MEDIATOROVY PROTEIN

SPECIFICKA REGULACNISEKVENCE

LA TEIE  TFIIH
TRIF s :

VZDALENEISI OBLASTI DNA

TBp TFIIB

TFIA — RNA-POLYMERASA

Pozndmka:
ProtoZe se v soucasnosti vyuZivaji jak slova ze staré, tak z nové terminologie, uvddi ndsledujici
tabulka hlavni rozdily mezi nimi:

Terminologie Pojmy
, . ., korepresor,
Stara enhancer, silencer,HRE aktivdtor, represor p. i
koaktivator
, ., specificky transkripcni faktor medidtorovy
Nova regulacni sekvence DNA peci y , peni . y
(aktivdtor, represor) protein
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Pricemz:

» enhancery: regulacni sekvence v DNA, které vazou aktivatory, na které se vazou koaktivatory

» silencery: regula¢ni sekvence v DNA, které vazou represory, na které se vaZzou korepresory

» HRE: regulacni sekvence v DNA, na které se vazou ,hormony spojené s intracelularnim
receptorem”

Jako specifické transkripéni faktory mohou slouZit jaderné receptory proteind (jak bylo
zminéno u definice HRE).

Tyto jaderné receptory se nachdazeji ve své neaktivni formé bud' v jadie, nebo v cytoplazmé,
pfiéemZ v neaktivni formé jsou Casto udrZovany pomoci inhibi¢niho proteinu (¢asto tzv. heat
shock proteinu). Po té, co hormon pronikne do buriky, navaze se specificky na svij jaderny
receptor (vznikd komplex hormon-receptor), ¢imZz dojde ke zméné konformace a oddéleni
inhibi¢niho proteinu. Vznikl-li komplex hormon-receptor v cytoplazmé, je ndsledné translokovan
do jadra.

V jaddie komplex hormon-receptor funguje jako specificky transkripéni faktor a vaze se na DNA
v misté specifické regulacni sekvence (=HRE). Na komplex se mlZe samoziejmé navazat i
medidtorovy protein (koaktivator/korepresor), diky kterému se komplex dostavad do kontaktu
s bazalnimi transkripénimi faktory.

Timto zplsobem hormony ,vypinaji“ nebo ,zapinaji“ transkripci gena.

transportni hormon
protein (estrogeny, gestageny, androgeny,
hormon thyroidni hormony, kalcitrioly, retinoaty)

(glukokortikoidy,
aldosteron) buiika cilové tkang

bunééna membrana

CYTOPLAZMA

® JADRO
& v
jaderny receptor

inaktivni

aktivni

inaktivni inhibiéni protein
receptor napf. heat shock protein, hsp

D
aktivni komplex
hormon-receptor

>

koaktivatory

HREB-proteiny strukturni gen

dsDNA
vazebné misto pro komplex
l\ormon-receptor
(hormon responsible element, HRE)
EXPRESE
(REPRESE)
GENU
Vsechny jaderné receptory tvofi rodinu vzdalené pfibuznych regulacnich proteint, které jsou
zodpovédné za modulaci genové exprese. Existuje jich cela rada typu, na nékteré z nich se nyni

podrobnéji podivame:

Glukokortikoidovy receptor (GR)

Nachdzi se v cytoplazmé. Po navdazani kortisolu se zméni jeho konformace a na povrchu se
vystavi signdl pro smérovani do jadra. Receptor s hormonem se translokuje do jadra, tam se
navaze na glukokortikoid-HRE (GRE) v regulaéni oblasti genu. Na aktivatorovou oblast receptoru
(tzv. transaktivacni doména) se vaze mediatorovy protein a tim vyvold transkripci prislusnych
genu a inhibici genu jinych.

Tento receptor je exprimovan prakticky ve vsech tkanich a gen(, které jsou pomoci GR fizeny, je
mnoho (nékteré jsou regulovany pozitivné, jiné negativné). Transkripcni aktivita GR zavisi i na:
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» pritomnosti mediatorovych proteinl (koaktivatord/korepresori)
> na fosforylaci pomoci kinaz
> na rychlosti odbouravani receptoru v komplexu ubikvitin-proteazom

Receptor thyroidnich hormonti

Tento receptor vytvari dimery s receptorem nasledujicim (retinoidnim). Vzniklé dimery se vazou
k thyroidnimu HRE a ke korepresoru, ¢imz inhibuji transkripci pfislusného genu.

Navazani thyroidniho hormonu vyvolda konformacni zménu v HRE a v korepresoru a dojde
k iniciaci transkripce.

Retinoidni receptor (RXR)

Retinoidni receptor RXR tvofi dimer sjiz zminénymi receptory thyroidnich hormond, ale i
s dalSimi asi 8 jadernymi receptory. Kazdy dimer ma jinou vazebnou specifitu k DNA.

RXR (vaze na sebe cis-retinovou kyselinu) se podili na regulaci exprese fady gen.

Nyni jiz vime, Ze existuji bazalni a specifické transkripéni faktory, a Ze roli specifickych
transkripcnich faktorl mohou hrat i jaderné receptory pro hormony. Vsechny uvedené faktory
maji néco spole¢ného — jednad se o bilkoviny, které jsou schopné se vazat na DNA. Tuto vazbu na
DNA jim umoziuji urcité strukturni motivy, které se objevuji u vétsiny z nich:

> helix-smycka-helix

» helix-otocka-helix

> zinkovy prst

> leucinovy zip

> ..
Transkripéni faktory jsou pomérné velké molekuly, avSak za kontakt s DNA je zodpovédna jen
mala ¢ast molekuly, reprezentovana nékterym vyse uvedenym strukturnim motivem (nejéastéji
kontakt zprostfedkovava a-helix). Zbytek molekuly, ktery se neucastni vazby na DNA, ma za
ukol udrZovat spravnou konformaci vazebného mista.
K napojeni na DNA dochazi nejcastéji v oblasti velkého Zlabku (major groove).

PF. Zinkovy prst

Zinkovy prst se nachazi vdoménach receptor( pro steroidni hormony. Zinek je ve formé zZn?*
nelatovan ve ctyfech pozicich bud' histidinem, nebo cysteinem a je zodpovédny za udrZovani
terciarni struktury domény.

V okoli Zn** se nachazi oblast NRS (nucleotide response singal), co? je a-helix obsahujici sekvenci
aminokyselin, ktera slouZzi k rozpoznani specifické regulacni sekvence v DNA (a tento a-helix se
do DNA nasledné zanofuje).
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Zavér k casti ,,Rozpoznani templatu a zahdjeni transkripce:

Transkripce je zahdjena az po té, co jsou navazany vsechny transkripéni faktory. RNA polymerasa
je napojena jak na né, tak na DNA. DNA se zacne rozvijet a RNAP je sunuta k mistu startu, ¢imz je
zahdjena transkripce. Po zahdjeni se vétsina transkripcnich faktort oddéli.

Elongace

RNAP byla v pfedchozim kroku napojena, nyni se sune po DNA a vytvafi k ni komplementarni
vldkno RNA. Oproti DNA-polymerase nevyzaduje RNAP primer a oproti DNA-polymerase ma
RNAP rozpléta aktivitu (rozplétd si DNA).

Stejné jako u replikace i pti transkripci dochazi k superstaceni, které je povolovano ucinkem
topoisomeras.

V pribéhu elongace by mohlo dojit ktomu, Ze by nékteré enzymy (5 exonukleasy) nové
syntetizovanou RNA mohly povaZovat za nepfatelskou a zacaly by ji odbouravat. Proto se na 5’
konci objevuje guaninova ,capka” (vytvofi se fosfoanhydridovd vazba mezi 5° koncem RNA a
methylovanym guaninem a navic dojde k metylaci predpoledniho nukleotidu). Na takto
vytvorenou ¢apku nasedaji proteiny, které RNA chrani a pomahaji s presunem pres jaderné pdly
do cytoplazmy. Tento proces se oznacuje jako capping.

Terminace
Terminace ukoncuje proces elongace. RNA polymerasa pfi svém sunuti po DNA narazi na
terminacni signal a transkripci prerusi.
U prokaryontU rozliSujeme dva druhy terminace:
» zavislou na p-faktoru
» nezavislou na p-faktoru
U eukaryontl neni proces terminace zatim podrobné prozkouman.

Béhem replikace déld RNA-polymerasa jednu chybu na 10* nukleotid, protoZe nemd
proofreading aktivitu. Chybéni této aktivity odrazi skutecnost, Ze transkripce nemusi byt tak
presna jako replikace DNA, jelikoZz RNA neni pouzivana jako trvala zasobni forma genetické
informace.

11.4 Uprava primarnich transkriptd

PFi transkripci vznika tzv. primarni transkript, ktery je pfesnou kopii transkripéni jednotky.
Primarni transkripty tRNA a rRNA u prokaryontld i eukaryontl jsou posttranskripcné
modifikovany pomaoci ribonukleas.
Avsak primarni transkripty pro mRNA:
> jsou u prokaryontl témér stejné s vyslednou mRNA a jiz primdrni transkript (ktery ani
neni dosyntetizovany) miZze slouZit k translaci
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» jsou u eukaryontl rozsahle posttranskripéné modifikovany, k nékterym modifikacim
dochazi jiz béhem transkripce (napf. capping)

Uprava eukaryontni mRNA
Primarnim transkriptem vedoucim k mRNA je hnRNA. Jednd se o prepis strukturniho genu, ve
kterém se nachézeji kédujici sekvence (exony)’, jeZ jsou stfidany sekvencemi nekddujicimi
(introny). Nekddujici sekvence musi byt odstranény!

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4

W W INTRON 3
V jadre dochazi k nasledujicim Upravam hnRNA:
> capping (viz vyse)
» sestfih (splicing; viz ddle)
> polyadenylace (na 3 konec vytvorené RNA se pripoji polyA-Cast, kterd chrani RNA pred
ucinkem 3 exonukleas)

Sestfih hnRNA (splicing)

Sesttihu se ucastni jaderné enzymové komplexy zvané splicesomy. Ty obsahuji ve své molekule
pét malych RNA (U1, U2, U4, U5, U6), které jsou asociovany s proteiny a tvofi snRNPs (small
nuclear ribonucleoprotein particles).

snRNPs rozpoznavaji sekvenci AGGU, ktera urcuje hranici mezi exonem a intronem:

EXON 1 INTRON 1 EXON 2

Pfesnému mechanismu RNA-splicing se vtomto textu vénovat nebudeme, byl probran
v podzimnim semestru v Lékarské chemii.

Alternativni sestfih

PFi typickém sestfihu dochazi k tomu, Ze jsou vSechny exony z hnRNA spojeny dohromady a
vznikd mRNA slouZici pro syntézu specifického proteinu.

Pri alternativnim sestfihu dochazi k tomu, Ze rtizné skupiny exonu tvofi rizné mRNA vedouci
k syntéze rtiznych proteini:

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4

INTRON 1 INTRON 2 INTRON 3
|

AI.TERNATI\»_"_NI' SESTRIH
EXON1  EXON2Z  EXON3 EXON1  EXON2 EXON 4

FPROTEIN A PROTEIN B

7 Pro lep$i zapamatovani: exony se dostanou ven z jadra (ex) a mohou plnit svou funkci; introny jsou
vystfizeny a z(stavaji nepoutzity v jadre (in).
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Poruchy sestfihu vedou ke genetickym chorobdm, napft. k B-thalasémii. Jedna se o onemocnéni,
kdy se B-podjednotka hemoglobinu netvofi v dostate¢ném mnoiZstvi (ddno tim, Ze G je na 5’
sekvenci sestfihu mutovan na A, a proto je transkript sestfizen nespravné).

Preskupovani exoni (exon shuffling)

Pritomnost velkého mnoiZstvi intronl v DNA zvysuje pravdépodobnsot genetické rekombinace
mezi exony rozdilnych genl. Mnoho proteind u soucasnych bunék pfipomina sloZeniny vzniklé
ze spolec¢nych sad kusu proteind, které se nazyvaji proteinové domény.

Preskupovani exonl je evoluéni proces, pfi némz vznikaji nové geny (a tim i proteiny) spojenim
dfive oddélenych gen, z nichz kazdy kdédoval jinou proteinovou doménu.

Syntéza a tprava rRNA a tRNA
VysSe popsané déje se tykaly predevsim mRNA. Nyni se ve struc¢nosti zamérime na syntézu
ostatnich druhlG RNA.

Eukaryontni rRNA
Je syntetizovdna v jadérku i mimo jadérko.
Mimo jadérko je syntetizovana 5SRNA (vySe popsanym zplsobem transkripce). Po své syntéze
putuje do jadérka a pfipojuje s k ostatni RNA.
Vjadérku je podle templatu DNA vytvorena pred5S-RNA, kterd se nasledné komplexuje
s proteiny a 5S RNA a vytvofi ribonukleoproteiny. Ty jsou nasledné methylovany a zkraceny na
41S RNA, kterd je rozStépena na 20S RNA a 32S RNA. Z téchto dvou jsou odstranény introny a
vznikd findIni 18S RNA, 5,85 RNA a 28S RNA.
Tyto jsou nasledné transportovany z jadérka do jadra a z jadra ptes jaderné pory do cytoplazmy,
kde tvofi ribozomy.

45s

ZKRACENI

205 | | | | | 325

ODSTRANENIINTRONU

185 [ 585 285

Eukaryontni tRNA

Je syntetizovana v jadre.

Nejprve je vytvorena pre-tRNA, ze které jsou nasledné vystfizeny introny.

Upravy vzniklé tRNA pak pokracuji rozsahlymi modifikacemi bazi. napf.:
» methylaci uracilu na thymin

dehydrogenaci uracilu

vznikem pseudouridinu

deaminaci adenosinu na inosin

YV V V
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V zavéru je na 3’ konec pripojena sekvence CCA a hotova tRNA je transportovana do cytoplazmy.
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11.5 Syntéza proteinQ

Syntéza proteinl je déj, vice méné navazuji na syntézu mRNA. Probiha ve vsech burikach, které
maji jadernou DNA (tedy napf. ne v erytrocytech), konkrétné na ribozomech (volnych
v cytoplasmé nebo vazanych na endoplazmatickém retikulu) a v mitochondriich.
Probihd odlisné u prokaryont a eukaryont:
» u prokaryont probihd transkripce, Upravy transkriptu i translace na jednom misté a
dokonce soubézné
» U eukaryot probiha translace aZ po té, co je primarni transkript upraven do podoby zralé
mMRNA, kterd musi byt dopravena do cytoplazmy z jadra (transkripce a translace jsou od
sebe tedy Casové i prostorové oddéleny)

Pro zdarny priibéh translace potfebujeme:

» aminokyseliny (pro vystavbu retézce bilkoviny)
fadu enzymu
bilkovinné faktory (pomahaji pribéhu syntézy)
ATP a GTP
anorganické ionty (Mg?* a K*)

Y V VYV VY

Geneticky kéd

Informace o strukture proteind je v DNA uchovavana pomoci tzv. genetického kédu.

DNA je slozena ze C¢tyr bazi, které vytvareji trojice (triplety/kodony), podle nichz se do
bilkovinného fetézce zarazuji kédované aminokyseliny, kterych je 20 (resp. 21).

Celkem existuje 64 kodont, z nichZ 61 koduje aminokyseliny a 3 kodony jsou tzv. STOP-kodony
(UAA, UAG, UGA).

Obecné o genetickém kodu mizZeme fici, Ze ma tyto vlastnosti:

> je degenerovany (jedna aminokyselina mlze byt kédovéana vice nez jednim kodonem)

je jednoznacny (jeden kodon vzdy specifikuje pouze jednu danou aminokyselinu)

je kolisavy (treti baze v tripletu miZe byt casto zménéna; pf. UUU i UUC kéduji fenylalanin)

VYV V VY

je témérF universalni (vSechny organismy maji stejny geneticky kdd, az na par vyjimek;
napf. v lidské mitochodrinialni mRNA kdduje triplet UGA tryptofan misto STOP-kodonu a
triplet AUA kdduje methionin misto leucinu)

Y

je neprekryvajici se (kazdy kodon je vzdy ¢ten jen jedenkrat)
> je neprerusovany (kodony od sebe nejsou nikterak oddéleny, triplety na sebe navazuji)

Sekvence bazi v mRNA je (jak bylo feceno) rozdélena do kodonu. Startovaci kodon zahajuje ¢teni
useku. Poradi kodon(l urcuje poradi, ve kterém se do bilkovinného fetézce pripojuji jednotlivé
AK. Cteni je dano étecim ramcem (proteosynteticky aparat se jednoznaéné napoji na triplet AUG
a dale cte kazdy triplet tak jak nasleduje, nemuze precist AUG, jeden nukleotid preskocit a zacit
Cist aZ po té).

e /AUGICACAGUGGAGUU e vee v e
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Se Ctecim rdmcem Uzce souvisi tematika mutaci. Mutace jsou vysledkem poskozeni nebo
zamény nukleotidd v DNA nebo neopravenych chyb v pribéhu replikace. Mohou se snadno
prepsat do RNA, cozZ se promitne do struktury proteinu napf. tak, Ze je zafazena nespravna AK.
Mutace mlzZeme rozdélit:
1. Bodové® (dochdazi k vyméné jedné béze)
1.1.Mirné (mutace neovlivni sekvenci AK v proteinu; napf. mutace CGA->CGG je mirn3,
nebot oba triplety kdduji arginin)
1.2.Ménici smysl (mutace ovlivni sekvenci AK — jedna AK je zaménéna za jinou, coZz mlZe ve
vysledku zménit vlastnosti proteinu; napt. CGA->CCA vyméni arginin za prolin)
1.3.Nesmyslné (mutace ovlivni ukonceni ¢teni — dojde k predcasnému ukonceni fetézce,
protoZe vznikl STOP-kodon; napf. CGA->UGA)
2. Inserce (vloZeni jednoho nebo vice nukleotidi)
Delece (vypusténi jednoho nebo vice nukleotid)

U inzerci a deleci zalezi na tom, kolik nukleotidi se prida, resp. ztrati:
» pfidaji-li se (ztrati-li se) tfi nukleotidy nebo vice trojic nukleotid(, je zachovan éteci
ramec, akorat se v proteinu vyskytnou navic nebo ubudou nékteré AK
> pridaji-li se (ztrati-li se) jeden nebo dva nukleotidy, dochazi ke zméné éteciho ramce, coz
vede ke vzniku tzv. zkomolenych sekvenci AK

tRNA

Kazdy kodon v mRNA m3d k sobé kompatibilni antikodon, ktery se nachazi v molekule tRNA. tRNA
slouzi jako jakysi adaptér mezi bazemi v mRNA a aminokyselinami.

Kazda tRNA obsahuje pouze jeden antikodon a k danému antikodonu pfislusi vidy jen jedna
aminokyselina, kterd je navazana na 3’ konci ptislusné tRNA.

3 KONEC

5 KONEC AKCEPTOROVA STOPKA

D-SMYCKA T-SMYCKA (TWC)

VARIABILNi SMYCKA

ANTIKODON

8 Pfikladem bodové mutace mohou byt mutace v genech pro hemoglobin — je zndmo asi 800 strukturnich
variant lidského hemoglobinu, vétSina z nich nevyvoldva mutace a Hb plni svou funkci. O nékterych
opacnych pripadech (kdy zménéna AK neumozniuje funkci) jsme se bavili v kapitole 2 o hemoglobinu.
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Ribozomy
Ribozomy jsou ribonukleoproteinové castice slozené z rRNA a proteinl. Skladaji se z velké a
malé podjednotky, pricemz tyto podjednotky jsou od sebe v inaktivnim stavu oddéleny a spojuji
se aZ pfi zahajeni syntézy.
Na vétsi z podjednotek miZeme rozlisit tfi vazebna mista:

» A (pro vazbu aminoacyl-tRNA)

» P (pro vazbu peptidyl-tRNA)

» E (pro vazbu volné tRNA; misto pro exit)

E P A

Ribosomy u prokaryontnich a eukaryontnich organisma se trochu odlisuji, zasadni rozdily
vystihuje nasledujici tabulka:

Tabulka 7 - Eukaryotické vs. prokaryotické ribosomy

Vlastnost Prokaryotické organismy Eukaryotické organismy
Sedimentacni konstanty
kompletni ribozom 70S 80S
mensi podjednotka 30S 40S
vétsi podjednotka 50S 60S
Obsah RNA 65% 50%
RNA-mensi podjednotka 16S 18S
RNA-vétsi podjednotka 5S; 23S 5S; 5,8S; 28S
volné v cytoplazmé nebo . .
fax s . s . volné v cytoplazmé nebo
Umisténi v bunce vazané na cytoplazmatickou

} vazana na membranu ER
membranu

Prlibéh translace
Translace je pomérné sloZity proces, ve kterém mulzZeme rozlisit (jako u replikace a transkripce)

tri faze:
1. Iniciace
2. Elongace

3. Terminace
Vsechny tfi faze se odehrdvaji v cytoplazmé ve vazbé na ribozomy.
Jesté pred probéhnutim téchto tfi fazi, je ale potreba, aby byly vytvofeny aminoacyl-tRNA
molekuly (tedy molekuly tRNa s navdazanou aminokyselinou).

A) TVORBA AMINOACYL-tRNA

Aminokyselina je nejprve aktivovana reakci s ATP na aminoacyl-AMP. Aktivovand AK je pak
prenesena na 2‘ nebo 3 —OH skupinu ribosy nachazejici se na 3 konci tRNA. tRNA s navazanou
AK (tzn. aminoacyl-tRNA) oznacujeme jako nabitou tRNA (charged tRNA).
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Reakci katalyzuji specifické enzymy, obecné nazyvané aminoacyl-tRNA synthetasy.

Aktivace aminokyseliny:

(e}
aminokyselina /
R—CH—C

NH, . OH INH
e NH, 2 ’
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p N R—CH—C </ N
0 o a \ A P
l I = PP o—F—0
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B) INICIACE
Ve fazi iniciace se vytvafi tzv. inicia€ni komplex. Pfesnéji dochazi k:

vazbé iniciacnich faktort na mensi ribozomalni podjednotku

a)
b) vazbé iniciacniho faktoru elF2 na nabitou tRNA (elF2 je predtim potieba napojit na GTP)
c) vazbé iniciacnich faktor(i na 5 konec mRNA (na ,¢apku”)

d) vazbé tRNA k mensi ribozomalni podjednotce
vazbé mRNA k mensi ribozomalni podjednotce (na které je jiz pfipojena tRNA)

e)
pfipojeni velké ribozomalni podjednotky k doposud vytvofenému preiniacnimu komplexu,

f)
odpojeni iniciacnich faktor(

Vyse naznaceny pribéh odpovida tvorbé iniciacniho komplexu u eukaryontd, u prokaryontd se

vyskytuji jisté odliSnosti:

> Inicia¢ni faktory se nevazi na ¢apku (bod c), protoZze prokaryonty c¢apku nemaji. Misto
toho dochazi k vazbé tzv. Shine-Dalgarnovy sekvence na 5 konci mRNA k 16S RNA
v ribozomu.
> Prvni aminokyselinou v fetézci je formyl-methionin

> Inicia¢ni faktory (IFs) jsou pouze 3
Na jednotlivé kroky iniciace u eukaryont( se nyni podivdme podrobné&ji. Pro Gspésné dokonceni
tohoto procesu potfebujeme elFS (eukaryontni iniciacni faktory), obé podjednotky ribozomd,
tRNA™ethionin 3 mRNA.
35
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ADa) Vazba iniciaénich faktorti na mensi podjednotku
Na mensi ribozomalni podjednotku (40S) se navazi iniciacni faktory elF3 a elF1A:

MALA PODJEDNOTKA RIBOZOMU

c N —_— =

— _— R a0s

elF1A
e'.\q5

elF1A MALA PODJEDNOTKA RIBOZOMU §

NAVAZANYMIINICIACNIMI FAKTORY

ADDb) Vazba iniciaénich faktorti na tRNA™ethionin
Na tRNAMethionin sa specificky vaze faktor elF2 (vaze se pouze na tRNA nesouci methionin!).
Predtim, nez se na ni napoji, je potfeba jej aktivovat reakci s GTP.

elF2

Met Met
wlF2
GTP
GTP
TRNATnin LR Amthnin
elF2
GTP
Ul A C ul allc

Povsimnéme si, Ze tRNA™ethionin m@ antikodon UAC, komplementdrni s kodonem AUG pro methionin.

ADc) Vazba iniciaéni faktor na 5‘ konec mRNA
Na 5 konec mRNA, ktery obsahuje ¢apku, se vaze CBP (cap binding protein), jehoZ soucasti je
nékolik dalSich iniciacnich faktor(.

Cap binding protein

G 66 AUNG VU GCCGACGGUW
sos-pers I

usek mRNA

GGG AUG VUMW 6 CCG6 ACGG UL

ADd) Vazba tRNA™ethionin k mensi ribozomalni podjednotce
tRNA™ethionin spolu s GTP a vdemi svymi iniciaénimi faktory se napoji na mensi ribozomalni
podjednotku (na které jsou rovnéz navazany iniciacni faktory) a vytvofi preiniciacni komplex.
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TRNAm ki

elF2
TRNAmethscnin

elF2
GTP
Fi . a0s

elF14
&2 = a0s

PREINICIACNI KOMPLEX
elF1A

ADe) Vazba mRNA k preiniciacnimu komplexu
Preiniciacni komplex skenuje mRNA od 5‘ konce tak dlouho, dokud nenarazi na kodon pro
methionin.

ANTIKODON NEPASUJE S KODONEM, ANTIKODON PASUJE S KODONEM,
POKRACUIE SKENOVANI SKENOVANI JE U KONCE.

IRNAmshsin T

G"GG-’\UGUUGCCGJ\CGGUU

elF1A elF1A

Pfi skenovani je spotfebovdvano ATP, které slouzi k rozvijeni vlasenkovité struktury mRNA
(mRNA sice netvofi dvousroubovici, ale ob¢as se muzZe lokalné spojit sama se sebou vodikovymi
mstky).

ADf) Pripojeni velké ribozomalni podjednotky, uvolnéni iniciacnich faktord.

V okamziku, kdy neiniciacni komplex narazi na kodon pro methionin, odpoji se GTP (je
hydrolyzovano) a jednotlivé elF a pFipoji se vétsi ribozomalni podjednotka, ¢imzZz se vytvori
iniciaCni komplex.

elF2

- TRNAm#hisain VETSI
GDP . RIBOZOMALNI
+P, PODJEDNOTKA
T . U A c

( T e

G GG Alulg uluiGeigcGialce Gy

® saspers. I

eIF1A

V nové vzniklém iniciaénim komplexu se tRNA pro methionin nachazi v misté P vétsi ribozomalni
podjednotky.
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Par slov na zavér k iniciaci
U eukaryontl ma pro zahajeni translace velky vyznam iniciacni faktor elF2. Je komplementarni
pouze s tRNA pro methionin, pfi elongaci se uplatiuji jiné iniciac¢ni faktory, které opét pasuji jen
k tRNA pro urcitou aminokyselinu.
Faktor elF2 je aktivni v nefosforylované formé — jeho fosforylace a defosforylace jsou jednim ze
zpUsobU regulace jeho Cinnosti.
PF1l. Nachazi-li se v retikulocytech (které syntetizuji globin) dostatek hemu, tak hem inhibuje
kinasu, ¢imzZ ji zabrani ve fosforylaci elF2 a syntéza globinu muiZe probihat. Pokud v burice hem
neni, je kinasa aktivni a elF2 je fosforylovan, tudiz se globin zbytecné nesyntetizuje.
Pr2. Fosforylace elF2 je jednim ze zpUsobl obrany proti virovym onemocnénim (v pripadé
virového onemocnéni dojde k aktivaci kinasy, kterd fosforyluje faktor elF2 a ten je proto
neaktivni, tudiZ neprobiha translace).
C) ELONGACE
Elongace navazuje na iniciaci. Na iniciaénim komplexu je jiz navdzany tRNA™eoMM y mistd P vétsi
ribozomalni podjednotky.
Aby mohla probihat elognace, musi se vytvofit tRNAZmnokyselina ktard nese aminokyselinu, je? je
kéddovana v mRNA. V nasem pfipadé se jedna o leucin, tudiz je potieba vytvoFit tRNA'",
To v sobé obsahuje jiz popsané reakce:

» aktivaci leucinu na leucinyl-AMP (leucinyladenylat)

leucin + ATP - leucinyl-AMP + PP; spotfeba energie: 2 ATP
> tvorba tRNA'eucn
leucinyl-AMP + tRNA - tRNA'eucn
» vazba GPT a iniciaéniho faktoru (v tomto pfipadé EF1a) na tRNA'eucn
spotfeba energie: 1 ATP

Vznikld tRNA"™" (spolu s GTP a iniciaénim faktorem) se véZe do A mista vétsi ribozomalni
podjednotky. Po navdzani se GTP hydrolyzuje a oddéli, oddéli se i iniciacni faktor.

Leu
Met %,
% GTP Met Leu
tRNAl £
%
A AL
bianin
RNA Ay tRNA

e 48

EPA

- ullaljc)alalle

6 6 eualulls ulluEeTd/clelaic 6 6 ullu 6 6 Guallule ullullec/c6iaic6 6 v
51.G-5P-P-P-5-

5G5"PuPupL

Nasleduje vytvoreni peptidové vazby mezi methioninem a leucinem, které katalyzuje enzym
transpeptidasa. Ta vytvofi peptidovou vazbu nasledovné:

» odstépi methionin od tRNA

> prenese ho na leucin

> vytvoFi mezi nimi peptidovou vazbu
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4

tRNAlue

EPA

ulalc A la cl
_ Bond i R EVEVEY L S

GGG\AUGUUG/CCGjACGGUU

5G-5"-P-P-P-5*

Methionin je tedy prvni AK ve vznikajicim fetézci, dllezité je zminit, Ze ma volny N-konec.
Syntéza proteini tedy zacina od jejich N-konce.

Po vytvoreni peptidové vazby dojde k uvolnéni volné tRNA, kterd predtim nesla methionin —
presune se do mista E (¢imz uvolni misto P) a odpadne.

Reakce se ucastni EF2 a GTP (po presunu a odpadnuti se oba uvolni, GTP hydrolyzuje).

Met Met

~ Leu . Leu
tRNAMsthionn RNAws tRNAwon
—TEVHA Al A C_,f,f,, . Allalfcl
G G GLA| V.G U VEG6 C C G/ACGG U GGG <AV G VU ULGC CG/ACG G UL
5G5"-P-P-P-5" 5'-G-5"-p-P-P-5"-

Po odpadnuti tRNA, kterd nesla methionin, dojde k translokaci tRNA, na které je navazan nové
vznikly dipeptid do mista P a soucasné dochazi k posunu ribozomu o jeden kodon.

Met
Leu
TRANSLOKACE tRNA Z MISTA A DO MISTA P
tRNAleven
E P A POSUN RIBOZOMU
R, " P I
e b ) TN el m— » ™

gy 2
66 G |allucHulul|eclcHcHal[c| 6 6 ullu

5.G-5'-P-p-p-5"-

Nasleduje vytvofeni dal$i tRNAZMnokyselina (y nagem pripadé tRNAP™®M), ke které se pfipoji GTP a
pfislusny iniciacni faktor. Vznikly komplex tRNA-GTP-iniciacni faktor se navaze do mista A, vytvofri
se peptidova vazba... atd.

D) TERMINACE
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Elongace pokracuje tak dlouho, dokud se ribozom nedostane k terminac¢nimu kodonu (ten se
octne na misté A vétsi ribozomalni podjednotky). Pro STOP-kodon neexistuje Zadnd tRNA, ktera
by na sobé nesla ptislusny antikodon, proto se k ribozomu napoji uvoliiovaci faktory (releasing
factors).

Vznikly peptid (protein) je pomoci peptidyltransferasy oddélen od tRNA (hydrolyza) a nasledné
od ribozomu.

Ribozom disociuje na podjednotky, mRNA se uvolni.

Energeticka bilance

Proces Reakce Ekvivalent ATP
Vznik aminoacyl-tRNA ATP - AMP + PP; 2

Vazba aminoacyl-tRNA do mista A  GTP > GDP + Pi 1

Presun peptidyl-tRNA na misto P GTP - GDP + Pi 1

CELKEM 4 ATP

Jak vidime, je na vznik jedné peptidové vazby potieba 4 ATP! Aviak uvédomme si, Ze dalsi ATP
je potfeba pro iniciaci a syntézu nukleotidd.
Rychlost proteosyntézy
Proteosyntéza probiha:
» u prokaryontu rychlosti cca 100 peptidovych vazeb za sekundu
» U eukaryontl rychlosti cca 100 peptidovych vazeb za minutu

Aby se efektivita translace zvysila, vytvareji se polysomy (polyribosomy). V podstaté se jedna o
to, Ze na jednu mRNA nasedne ribosom a zaCne vytvaret protein. Po té, co cast vytvori a
dostate¢né se posune od mista startu, se na misto startu napoji dalsi ribosom a zacne
produkovat ten stejny protein a tak dale...

Rozestup mezi jednotlivymi ribosomy je asi 80 nukleotidd.

11.6 Syntéza proteind v mitochondriich

Mitochondrie obsahuji 2-10 kopii uzaviené kruznicové dvouvlaknové DNA, jejiz velikost kolisa
v zavislosti na druhu (u Zivoéichd ma mitDNA cca M,=107).

mitDNA kéduje rRNA, tRNA a mRNA pro nékolik proteinu. Proteiny, které jsou v mitochondriich
kdédovany, jsou jen nepatrnou frakci proteinl vniténi mitochondrialni membrany, avsak jsou
esencialni pro prabéh oxidativni fosforylace!l! (kdduji napfr. ¢ast komplext I, Il a IV a
ATP-synthasy).

Syntéza proteinll v mitochondriich ma podobné rysy jako syntéza u prokaryont( (iniciace pomoci
formylmethioninu, citlivost k antibiotikiim apod.)

Kdyz uZ mluvime o podobnosti s prokaryonty, méli bychom zminit, Ze mRNA bakterii je Casto
polycistronicka, tzn. jedna molekula mRNA kéduje vice proteind. Tyto proteiny jsou casto
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metabolicky sprazené (napf. mRNA kdduje 10 protein(, pricemz vSech 10 je potieba pro syntézu
histidinu).

V polycistronické mRNA se nachazeji useky, které se neprekladaji na zacatku, na konci a mezi
kazdym usekem pro urcitou bilkovinu. S timto jevem se u eukaryontd nesetkame.

11.7 Uéinky antibiotik na proteosyntézu

Proteosyntéza eukaryontl a prokaryont( je natolik rozdilna, Ze je mozné tyto rozdily vyuZit pfi
vyrobé antibiotik. Nékterd antibiotika mohou specifiky reagovat s proteiny bakteridlnich
ribozomd, jind mohou pUlsobit na eukaryontni mitochondrialni proteosyntézu.

Princip Ucinku je jasny: zastavend proteosyntézy neumozni bakterii syntetizovat strukturni ani
signalni proteiny, coz brzy vede k jejimu zaniku.

Tabulka na nasledujici strance uvadi nékteré pfiklady antibiotik a jejich vliv na proteosyntézu u
prokaryontd.

Tabulka 8 - Antibiotika plisobici na syntézu prokaryontu

Antibiotikum Ucinek

Streptomycin Vaze se k30S ribozomalni podjedtnoce, inhibuje tvorbu iniciacniho
komplexu a vyvola chyby ve ¢teni mRNA.

Tetracyklin Vaze se k 30S ribozomalni podjednotce a inhibuje vazbu aminoacyl-tRNA
do mista A

Chloramfenikol Vaze se k 50S ribozomalni podjednotce a inhibuje peptidyltransferasu

Erytromycin Vaze se k 50S ribozomalni pojednotce a inhibuje translokaci

Puromycin Obsazuje A-misto ribozomu a vyvolava predcasnou terminaci

11.8 Upravy proteini

Proteiny béhem a predevsim po své syntéze prochazeji celou fadou rGznych uprav.

A) Skladani proteini

Bé&hem syntézy nejprve prostupuje nové vznikajici polypeptidovy retézec skrze ribozom, po té jej
vSak opusti a dostane se do kontaktu s vnéjsim prostfedim. Stava se tak nechranénym a nastava
jeho prostorové skladani (folding).

Tohoto skladani se ucastni proteiny chaperony (heat shock proteiny) a jeho vysledkem je
vytvoreni spravné terciarni struktury.

Poruchy ve skladani se projevi jako nékteré choroby, napf. Alzheimerova choroba, BSE, cystickd
fibréza ad.

B) Posttranslacni Gpravy proteinti a jejich transport

Posttranslacni Upravy probihaji predevsim na ER nebo v GA. Obsahuji predevsim:
> odstranéni methinového zbytku
» zménu délky molekuly (odstépeni Casti retézce)
> glykosylaci
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Dal$imi upravami, kterymi mohou proteiny posttranslacné prochazet, jsou napf. acetylace,
karboxylace, methylace, prenylace, hydroxylace, sulfatace ad. Témto Upravam se vsak
podrobnéji vénovat nebudeme.

Na uvedend mista (ER, GA) je potifeba proteiny dopravit. Proto se v této ¢asti jedenacté kapitoly
budeme vénovat nejen uvedenym Upravam, ale i transportu a tfidéni proteina.

Transport bilkovin do subcelularnich a extracelularnich prostor (targeting)
Je-li protein syntetizovan na volném ribozomu, jedna se o protein pro vlastni potifebu buriky
(néjcastéji). Ztstava proto v cytoplazmé, nebo je translokovan do nékteré z bunécénych organel.

Je-li protein syntetizovan na ribozomu pfipoutanému k ER, jednd se o protein ,urCeny na
export”. Je transportovan do ER, GA, lysozom(, do membran nebo je sekretovan z buriky.

To, Ze jsou proteiny poslany tam, kam patti, zajiStuje sekvence AK, kterd je jejich soucasti
(mUzZeme ji povaZzovat za jakousi adresu).

Nyni se zaméfime na druhy pfipad, tedy na transport protein(, které jsou syntetizovany na
ribozomech pfipojenych k ER.

Translace téchto proteinl zacina v cytosolu. Syntetizovay peptid obsahuje na zacatku tzv. vodici
sekvenci (téZ signalni peptid), na kterou se navaze SRP (signdl rozpoznavajici Castice; signal
recognizing particle). SRP se navaZze nejen na peptid, ale i na ribozom a docasné inhibuje syntézu
proteinu.

SRP ¢astice dopravi ribozom i s peptidem k membrané ER, kde se navaze na sv(j receptor. Po
navazani na receptor dojde k navazani ribozomu na membranu ER. Nasledné se SRP uvolni, coz
umozni pokracovani proteosyntézy.

Signalni peptid se prodluzuje a pronika dovnitf ER. Zde je odstranén signalni peptidasou. Syntéza
proteinu pak pokracuje az do konce — pfi terminaci dochazi k jeho uvolnéni do ER.

1. 2. 3. a. 5. 6.
VYTVORIL SE ROZPOZNALA SRP SE NAVAZALA  SRP SE ODSTEPILA. SIGNALNI SYNTEZA PROTEINU
SIGNALNI JEJSRP. NA RECEPTORNA POKRACUJE PEPTIDASA POKRACUJEDO
PEPTID ZASTAVILA MEMBRANE ER SYNTEZA ODSTEPILA NITRAER.
SYNTEZU PROTEINU SIGNALNI PEPTID
(’- IERT n'fi .IE; Jilina ,3’1’ [iilan < i f“’ [ a0 :\ d f'v af ,\\\!f’ )rff A =
MEMBANA ER

RECEPTOR

Proteiny, které se vySe popsanym zpUsobem nesyntetizovaly na ER, jsou nasledné ve formé
vesikll prenaseny na cis-stranu Golgiho aparatu.
V Golgiho aparatu se nachazi tfidici centrum — strukturni rysy proteina urcuji, kam bude protein
nadale smérovan (tzv. sorting):

> nékteré proteiny zGstanou v GA

> nékteré proteiny se vrati do ER

> nékteré proteiny projdou pres GA aZ jeho trans-strané, kde jsou oddéleny ve formé

lysozom(l nebo sekrec¢nich vacka vacki
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Ptiklady intracelularniho tfidéni (sorting):

Pf. 1: Proteinym, které jsou urcené pro lysozomy, jsou oznaceny N-vazanymi oligosacharidy
zakon¢enymi mannosa-6-P.

Tuto ,adresu” poznaji membrdnové proteiny na GA a ten se pak postara o to, aby byl protein
zabudovan do klathrinem pokrytého veziklu.

PFf. 2: Proteiny, uréené pro vraceni se do ER, maji na karboxylovém konci proteind sekvenci
Lys-Asp-Glu-Leu.

Glykosylace proteint

Glykosylaci protein( (pfipojenim cukerné slozky) vznikaji glykoproteiny. RozliSujeme dva typy:
» N-glykosidové (oligosacharid se pfipojuje na amidovou skupinu asparaginu)
» O-glykosidové (oligosacharid se pfipojuje na —OH skupinu serinu nebo threoninu)

Tyto dvé skupiny se od sebe lisi jak obsahem sacharid(, tak zplisobem vzniku.

N-glykoproteiny

Nejprve dojde mimo bilkovinu k syntéze cukerné slozky, ktera se az po té napoji na —NH,
skupinu argininu.

Vyznamnou roli hraje polyisopren dolichol (zname jej napf. ze syntézy cholesterolu).

CHg CH, dolichol
H——CH,—C—=CH—CH,1—CH,—CH—CH,—CH,—OH
16-19

Dolichol se v podobé dolicholdifosfatu vyskytuje na membrané ER. Na jeho koncovy fosfat se
mohou pfipojovat aktivované monosacharidy (UDP-sacharidy), pfipojovani sacharidd katalyzuji
pfislusné glykosyltransferasy.

Hotovy oligosacharid je pak pfenesen na bilkovinu (na jiZ zminény asparagin).

Oligosacharid je slozeny predevsSim z N-acetylglukosaminu, manosy a glukosy (dale pak
z galaktosy a N-acetylneuraminové kyseliny). Pfesny postup jeho syntézy zde uvadét nebudeme,

vysledek vypada tak, jak je zndzornéno na obrazku nize:
Gle

|

Glc

|

Glc

I

Man Man |  Man

| 1

Man Man |  Man

I ~"
Man Man
\ /

Man

GleNAc

GlcNAC

DOLICHOLDIFOSFAT

Tento oligosacharid je nasledné prenesen na protein, kde dochazi k jeho finadlnim Upravam. Ve
vysledku rozliSujeme tfi hlavni typy N-glykoprotein(:
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» vysoce manosovy typ

> hybridni typ (jednoanténovy)

» komplexni typ (trojanténovy)

[NeuNAc|  [NeuNAc|

Gal
Man Man Man GlcNAc GlcNAc Gal Gal
Man Man Man Man Man Man GlcMNAC GlcNAC
Man Man Man Man Man Man
Man GlcNAc — Man GlcNAc =— Man
GlcNAC GlcNAc GlcNAc
GlcNAc GlcNAC Fuc = GlcNAc
I 1 |
PROTEIN PROTEIN PROTEIN
VYSOCEV MANOSOVY TYP HYDRIDNI TYP KOMPLEXNI TYP
(JEDNOANTENOVY) (TRIANTENOVY)

O-glykoproteiny
Probihd v ER a v GA. Na —OH skupinu serinu nebo threoninu se rovnou navazuji aktivované

monosacharidy a na ty se nasledné napojuji dalsi, dokud nevytvofi potfebny oligosacharid.

Uprava proteint odstépenim ¢asti jejich struktury
typickym prikladem jsou proteiny nachazejici se v GIT (napf. zména pepsinogen = pepsin). My si

uvedeme jako pfiklad syntézu inzulinu.
Inzulin ihned po své syntéze vypada nasledovné (jednd se o preproinsuin):

PREPROINZULIN
C-PEPTID

VODICi PEPTID
(23 AK)

SH
SH

\.ﬂ S

Z preproinzulinu je odstépen vodici peptid, ¢imzZ vznikne proinzulin:

PROINZULIN
C-PEPTID

SH
SH

N S
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Nasledné je v GA pomoci karboxypeptidas vystépen C-protein a jsou vytvoreny disulfidické
mustky. Tim ziskame finalni podobu inzulinu.

INZULIN

Vznikly inzulin v GA ukldddn do sekrecnich granul, ktera z GA putuji k cytoplazmatické

membrané. Po stimulaci s membranou fuzuji a inzulin se vyléva do extraceluldrniho prostoru.
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11.9 Regulace genové exprese

Genova exprese v sobé zahrnuje tvorbu proteind nebo RNA produktl. Obvykle je v daném case
exprimovano v burice jen malé mnozstvi gen(.

Regulace je opét rozdilnd u prokaryontl a eukaryontll. Nejprve se zamérime na regulaci u
prokaryont(, pak u eukaryont(.

Prokaryonti

Prokaryotické organismy obsahuji jedinou kruznicovou molekulu DNA, kterd neni nikterak
komplexovany s proteiny (dokonce jadro neni oddéleno od cytoplazmy).

VysSe uvedena fakta, spolu stim, Ze transkripty mRNA neobsahuji introny, umoznuji to, zZe
transkripce i translace probihaji simultanné.

KRUHOVA
MOLEKULA
DNA

vvs

Regulace genové exprese je tedy (v souvislosti s uvedenymi skute¢nostmi) jednodussi nez u
eukaryontt a probiha predevsim na urovni regulace transkripce.

Operonova teorie

V bakteridlni DNA jsou strukturni geny casto sdruzovany do skupin, které nazyvame operony
(pod pojmem operon rozumime nejen skupinu gend, ale i promotor, ktery této skupiné
predchazi).

OPERON
J

PROMOTOR GEN1 GEN 2 GEN3
| | I J

DNA |

RNA

PROTEIN 1 PROTEIN 2 PROTEIN 3
V jedné molekule mRNA z operonu vytvorené se proto vyskytuje informace o vice proteinech
(fikdme, Ze je polycistronicka; viz drive). Jednotlivé Useky pro rdzné proteiny jsou od sebe
oddéleny sekvencemi AGGU.
Geny jednoho operonu byvaji exprimovany soucasné (jsou vSechny zapnuty, nebo vSechny
vypnuty) a jejich regulace je fizena jedinym promotorem!
Regulovana je predevsim RNA polymerasa a to jak pozitivné (zvyseni transkripce), tak negativné
(snizeni transkripce).
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Negativni kontrola RNA-polymerasy prokaryont

Na regulacnim genu je nesyntetizovdna mRNA a podle ni represor. Represor difunduje
k promotoru a vaZe se v oblasti nazyvané operator (nejcastéji se operator nachazi pravé v oblasti
promotoru). Navazany represor pak blokuje vazbu RNA-polymerasy a syntéza mRNA pro urcité

proteiny neprobiha.
\,‘_‘Q_‘{\_},‘ﬂQ— ) OPERAENIGEN

“_:_.ff\\\__:;,’-"‘\j-‘.;__\»:_.;:\'_,_,__f/-:;:_\\jf"‘.;::h mRNA

REPRESOR

apeniTon aen aenz aens
Cinnost represoru je mozné kontrolovat dvéma zpdsoby:

» indukci

> korepresi
Indukce vyuzivd malou molekulu jménem induktor (vétSinou mald molekula nékteré ze
zékladnich Zivin, ¢i jejich metabolitll). Jeho navazanim na represor vede ke zméné konformace a
represor se tak odpoji od operatoru a transkripce muze zacit.

INDUKTOR INDUKTOR ZMENIL KONFORMACI REPRESORL,

o TEN 5E DDPOJIL OD OPERATORL
(o]
NNNANNN
FaVaVaVaVaVa¥l
PRESOR p — - mRNA_
= VAVAVAVAVAVAN
OPERATOR GEM1 GENZ GEN3 OPERATOR GEN1 GENZ GEN3
PRED NAVAZANIM (transkripce neprobihd) PO NAVAZANI (transkripce probihd)

Pfiklad indukce: Indukce lac operonu laktosou u E. Coli

Enzymy pro metabolismus glukosy glykolyzou jsou u E. Coli produkovany konstitutivné (tedy
porad). Chybi-li ale glukosa a je-li pfidana laktosy, bunky se adaptuji a zacnou produkovat dalsi
enzymy kddované lac operonem.

Jako induktor slouzi allolaktosa (isomer laktosy vznikajici spontanné), ktera se vaze na represor a
tim jej inaktivuje. Inaktivace represoru zpuUsobi, Ze se RNA-polymerasa muiZe navazat
k promotoru a zahajit transkripci, pficemz prepisuje strukturni geny v lac operonu a produkuje
polycistronickou mRNAm, ktera kéduje enzymy jako B-galaktosidasu, permeasu a transacetylasu.
Déj probiha pouze tehdy, je-li v bunce nedostatek glukosy!

V pripadé koreprese vypada situace nasledovné: i pres to, Ze je represor navazany, dochazi
k transkripci. AZ po vazbé korepresoru (vytvori se komplex represor-korepresor) je transkripce
zastaveny. Korepresory jsou stejné jako induktory malé molekuly pochazejici z metabolismu
Zivin.
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.mnwkuon

KOREPRESOR SE NAVAZALK REPRESORU,
TRANSKRIPCE BYLA ZASTAVENA.
REPRESOR

OPERATOR GEN1 GENZ GENZ OPERATOR GEN 1 GENZ GEN 3

PRED NAVAZANIM (transkripce probiha) PO NAVAZANI (transkripce neprobihd)
Pr¥iklad koreprese: koreprese trp operonu (syntéza tryptofanu u E. Coli)
Geny pro enzymy syntézy tryptofanu (celkem 5 enzym) jsou soustfedény v trp operonu.
Tryptofan samotny je korepresorem — vdaze se kinaktivhimu represoru a vytvari komplex
represor-tryptofan. Tento komplex inhibuje transkripci operonu.

Pozitivni kontrola RNA-polymerasy prokaryont

Stimulacni (regulacni) proteiny pozitivni kontroly se vaZzou k promotoru a stimuluji navazani
RNA-polymerasy.

Regulaéni protein je sdm o sobé aktivovan na zakladé pfitomnosti nebo nedostatku molekuly
urcité Ziviny (nebo jejiho metabolitu) v burice.

P¥iklad pozitivni kontroly: vliv pfitomnosti glukosy na lac operon u E. Coli

Transkripce lac operonu mulze byt indukovana allolaktosou (viz vySe) pouze v nepfitomnosti
glukosy.

Pokles hladiny glukosy v burice vyvold zvySeni hladiny cAMP (neni znamo proc). cAMP se
navaze na svuj receptor v burice (CRP — cAMP-receptor protein). Komplex cAMP-CRP se navaze
do regulacni oblasti lac operonu, stimuluje vazbu RNA polymerasy k promotoru a transkripci
genl pro metabolismus laktosy.

Burika tedy metabolizuje laktosu, pouze pokud nema k dispozici glukosu.

Atenuace transkripce

Atenuace znamena predcasné ukonceni (preruseni) transkripce zménou sekundarni struktury
mRNA. Dochazi k ni v pfipadé, Ze burika nepotiebuje produkt trasnrkipce. Soucdsti operonu je
oblast zvand atenuator (zpomalovac).

Pfiklad si uvedeme na trp operonu, ktery vytvari tryptofan:

U prokaryont probihda transkripce i translace najednou. Pfedstavme si, Ze za RNA-polymerasou,
ktera vytvari mRNA pro proteiny syntézy tryptofanu, se uz pohybuje ribozom a vytvafi tyto
proteiny. Jak se RNA-polymerasa blizi k 5‘ konci transkriptu, objevuje se mnoho kodonl pro
tryptofan.

Je-li tryptofanu (a tRNA™P®™f") v burice dostatek, ribozom jej mGZe do vznikajiciho proteinu
zarazovat bez vétsich problémU a pohybuje se po mRNA velmi rychle. Avsak tento rychly pohyb
ribozcomu vede ktomu, Ze se na mRNA vytvofi smycka. Tato smycka ddva pokyn
RNA-polymerase, Ze ma prestat transkribovat. Transkripce je tak zastavena, protoZe burika ma
tryptofanu dostatek.

Pokud je ale hladina tryptofanu nizkd (a tim jsou nizké i hladiny tRNA™P®@") ribozom se
pohybuje pomalu a smycky na mRNA se netvofi — RNA-polymerasa tedy nemd divod zastavit
transkripci a dokonci prepis operonu. Tim padem dochazi k syntéze tryptofanu.
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Uroven rychlosti transkripce je tedy nastavena podle hladiny tryptofanu v burice (p¥i vysoké
hladiné tryptofanu se operon nadale neptepisuje, pfi hladiné nizké, kdy je tryptofan potreba,
neni jeho transkripce zastavena).

Pozndmka autora: Doufdam, Ze jsem atenuaci pochopil spravné, pokud mdte jakékoliv pochybnosti, napiste mi.

Eukaryonti

Rozdil oproti prokaryontiim:

Oproti prokaryontim je DNA organizovand v nukleosomech, geny je tedy potfebné nejprve
dostat do jejich aktivni formy (zména heterochromatinu na euchromatin). Geny nejsou v DNA
usporadany v operonech a dokonce geny, které kéduji proteiny Ucastnici se jedné metabolické
drahy, byvaji rozmistény na rozdilnych chromozomech. Z toho vyplyva, Ze kazdy gen ma svij
vlastni promotor.

Navic je DNA umisténa v jadie a ribosomy v cytoplazmé, neni tedy mozné, aby transkripce a
translace probihaly simultanné.

Genovou expresi je mozné ovliviiovat na kazdé Urovni vedouci od DNA k proteinu:
» na urovni DNA a chromozoml
» na Urovni transkripce
> na urovni Upravy transkriptt
> na uUrovni iniciace translace

Ovlivnéni genové exprese na urovni DNA a chromosomu
Remodelace chromatinu
Jak bylo feceno, je DNA v jadfe umisténa v podobé chromatinu. Chromatin m{ze byt:
a) kondenzovany (heterochromatin; geny jsou neaktivni)
b) difuzni (euchromatin; geny jsou aktivni)
Zména stavu chromatinu vede k aktivaci (preména heterochromatin - euchromatin) nebo
inhibici (pfeména euchromatin - heterochromatin) transkripce.
Tyto zmény je moZné provadét:
» rozvinutim (stoCenim) urcitého Useku DNA (energii dodava stépeni ATP)
> kovalentni modifikaci histoni pomoci acetylace a deacetylace na e-aminoskupinach
v postranich fetézcich lysinu (napf. u histonu H2A, H2B, H3 a H4)

Methylace DNA

DNA je moZné methylovat na jejich cytosinovych zbytcich, ¢cimZ vznikne 5-methylcytosin.
Methylace probihd casto v oblastech bohatych na GC-sekvence v pfitomnosti promotorové
oblasti genu (reakci katalyzuje enzym methylasa a hovofime o tzv. postsyntetické modifikaci
DNA).

Geny, které jsou vysSe popsanym zplsobem methylovany jsou hire transkribovany.
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Pfiklad: Geny pro globin jsou methylovany v neerythroidnich burikach (v téch neprobiha syntéza
hemoglobinu, tak neni potifeba aby byly aktivni). Naopak v erytroblastech a retikulocytech (tedy
prekursorech erytrocytd, v nichZ syntéza hemoglobin probiha) tyto geny methylovany nejsou.

Preskupovani gen(
Segmenty DNA se mohou v rdmci genomu preskupovat a asociovat s jinymi segmenty (tedy
s jinymi geny). Toto se odehrava pouze v nékterych burkach, napr. vimunoglobulinech.

Amplifikace genu

Pfi genové amplifikaci dochazi k tomu, Ze urcita oblast DNA (urcitd oblast chromozomu) podléha
opakovanym cyklim replikace DNA. Nové syntetizovand DNA je vystfizena a tvofi malé,
nestabilni chromozomy zvané double minutes. Tyto se pak integruji do jinych chromosomu a
prislusny gen je tak amplifikovan.

Normadlni amplifikace je vyvolana chybami pfi replikaci DNA a pfi bunécném déleni.

Pfiklad: U pacientld lé¢enych methotrexatem (inhibitor (dihydro)folatreduktasy) se vyvinula
resistence na lék — tzn., Ze prestal byt Ucdinny. Pficinou je zvySeni poctu genl pro
(dihydro)folatreduktasuv disledku amplifikace.

Delece genu
Vznika jako dUsledek mutace, gen je pfti ni zcela ztracen.

Regulace genové exprese na urovni transkripce

Geny, jejichz transkripce probihd konstitutivné, jsou regulovany slozkami tzv. bazalniho
transkripcniho komplexu (tj. RNA-polymerasou a bazalnimi transkripcnimi faktory, které se vazi
k TATA-boxu do oblasti promotoru). Pokud neni tento komplex Uplny (chybi byt jen jediny
transkripcni faktor), transkripce neprobiha.

Expresi genl je dale mozné ovlivnit pomoci specifickych transkripcnich faktort, které se vazi
mimo promotor. Tyto transkripcni faktory mohou transkripci aktivovat nebo inhibovat, samotné
transkripéni faktory je mozné ovliviiovat pomoci fosforylace, defosforylace, cytosiny a dalSimi
zpUsoby.

(Pro vice informaci viz Transkripce DNA).

Regulace genové exprese na urovni Upravy transkripta

Do téchto Uprav zafazujeme:
> alternativni sestfih (jediny gen mlze produkovat rizné proteiny; viz vyse)
> editaci RNA (viz ddle)

Editaci RNA rozumime jeji posttranskripéni Upravu (primarni transkript hnRNA je tedy stale
stejny, aZz po jeho syntéze dojde ke zméné). Touto zménou mulze byt pfidani nebo odebrani
nukleotidu, ¢i zaména bazi.
Priklad: Syntéza apoB v hepatocytech a enterocytech
Protein, ktery je syntetizovan podle genu apoB je soucasti chylomikron( a VLDL.

> v hepatocytech koduje gen apoB protein, ktery obsahuje 4563 AK

> v enterocytech kdduje tentyZ gen protein, ktery obsahuje pouze 2152 AK
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Gen je vobou pfipadech prepsdn do primarniho transkriptu, avsak v ném dojde v pfipadé
enterocytd k deaminaci cytosinu na uracil a tim vznikne STOP-kodon. Proto je protein kddovany
v enterocytu kratsi — tvofi pouze 48% délky proteinu hepatalniho.

GEN FRO apoB
I o -
{jeho souddsti je kodon CAA)

PRIMARNI TRANSKRIPT

I /o, —
{jeho soucasti je koden CAA)

HEPATOCYT ENTEROCYT
Venterocytu dodlo k editaci RNA,
I o, — | p
TRANSLACE TRANSLACE
JATERNI apoB PROTEIN - 4563 AK INTESTINALNI apoB PROTEIN - 2152 AK

Regulace genové exprese na urovni translace

Na drovni translace je moZné ovliviiovat aktivitu eukaryotickych iniciacnich faktort (elF).

P¥iklad: Syntéza globinu v retikulocytech

Faktor elF2 je aktivni v pfipadé, ze je defosforylovany. Je-li v burice dostatek hemu, je inhibovana
kinasa, ktera by mohla elF2 fosforylovat, elF2 je tak aktivni a syntéza globinu probiha.

Je-li vbunce pfitomno malo hemu, je kinasa aktivni, elF2 je proto fosforylovany a je tudiz
neaktivni (nedochazi k syntéze globinu, protoZze neni hem, ktery by do néj patfil)
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