Seznam pouzitych zkratek (v abecednim po  radi)

A Adenin

ADH Alkoholdehydrogenasa

ADP Adenosindifosféat

AMP Adenosinmonofosfat

ATP Adenosintrifosfat

BM Bazalni metabolismus

C Cytosin

CAM Crassulacean Acid Metabolism (metabolismusekgsu twnolistych)
CoA Koenzym A

CoQ Ubichinon (koenzym Q)

CoQH Ubisemichinon

CoQH2 Ubichinol

CTP Cytidintrifosfat

cyt Cytochrom

dAMP Deoxyadenosinmonofosféat

dATP Deoxyadenosintrifosfat

dCMP Deoxycytidinmonofosfat

dCTP Deoxycytidintrifosfat

dGMP Deoxyguanosinmonofosfat

dGTP Deoxyguanosintrifosfat

DNA Deoxyribonukleové kyselina

dTMP Deoxythymidinmonofosfat

dTTP Deoxythymidintrifosfat

ER Endoplasmatické retikulum

FAD Oxidovany flavinadenindinukleotid

FADH, Redukovany flavinadenindinukleotid

Fd Ferredoxin

FMN Oxidovany flavinmononukleotid

FMNH, Redukovany flavinmononukleotid

G Guanin

GA Golgiho aparat

GTP Guanosintrifosfat

HDL Lipoproteinov&astice o vysoké hustoséathigh density lipoprotein)
hnRNA Heterogenni jaderna ribonukleova kyselina

IDL Intermedialni lipoproteinovéastice (intermediate density lipoprotein)
LDH Laktatdehydrogenasa

LDL Lipoproteinovatastice o nizké hustostoflow density lipoprotein)
MRNA Mediatorova ribonukleova kyselina

NA Nukleova kyselina

NAD" Oxidovany nikotinamidadenindinukleotid

NADH Redukovany nikotinamidadenindinukleotid
NADP* Oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADPH Redukovany nikotinamidadenindinukleotidfdsfa
NTP Nukleosidtrifosfat

P (R) Anorganicky fosfat (HPE, H.POy)

Psso Pigment reakniho centra fotosystému |l

P00 Pigment reakniho centra fotosystému |



pC Plastocyanin

PCR Polymerase chain reaction

PR Anorganicky difosfat (J0/*)

pQ Plastochinon

pre-mRNA  Primarni transkript

PS Fotosystém

RNA Ribonukleova kyselina

rRNA Ribosomalni ribonukleova kyselina

RuBisCo Rubilosabisfosfatkarboxylasa

SSB Sviraci protein (single-strand binding protein
T Thymin

tRNA Transferova ribonukleova kyselina

U Uracil

UTP Uridintrifosfat

vit. Vitamin

VLDL Lipoproteinovécéstice o velmi nizké hustostdivery low density lipoprotein)



2 Nukleové kyseliny a syntéza bilkovin

2.1 Struktura DNA a RNA

Existuji dva typy nukleovych kyselin (NA, z angligh slov nucleic acid):
deoxyribonukleova(DNA) aribonukleova (RNA).
DNA je lokalizovana v bugtném jade, RNA v cytoplasr

Jaka je primarni struktura DNA a RNA?

DNA a RNA jsou tvéeny znukleotidi. Nukleotidy se skladaji:
-z dusikaté heterocyklické baze #reninu, cytosinu, guaninu, thyminu a
uracilu);
-z pentosy (zleoxyribosyv DNA, zribosy v RNA);
- ze zbytku kyseliny fosfotmé.

NH, NH, O 0 r
HsC
/ XN /N NH : NH NH
N N0 NH N NH; NFE NN
Adenin Cytosin Guanin Thymin Uracil

Adenin a guanin p#t mezi derivaty purinu; thymin, cytosin a uraciltipamezi
pyrimidinové derivaty. Thymin, adenin, guanin aasrh jsou slozky DNA, kdezto RNA tvio
adenin, guanin, cytosin a uracil;

NF NN XN
Al »

N N
Purin Pyrimidin
HO\ HO\
|/ \l |/ \l
\, |/| \l |/I
b b
D-Ribosa 2-deoxp-ribosa

HO—P—OH

OH
Kyselina fosforéna (ve vodnych roztocich ve fafiontu — viz kap. 4.1)
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Jaky je rozdil mezi nukleotidem a nukleosidem?

Nukleosid se sklada pouze z dusikaté baze a pentosy.

NH, NH,
= N = N
LD LD
\N N \N N
0
5 . 5
HO—C\:HZ o O—P—O—(|:H2 o
HC/ \CHl o HC/ \CHl
4\ 4
CHummCH, CHummCH,
3 2 3] 2
OH OH
Nukleosid (pentosa + baze) Nulide(pentosa + baze + zbytek od kyseliny fosfoé

V uvedenych vzorcich jsou uhliky pentosy f®dislovany (viz dale).

Jak jsou jednotlivé nukleotidy mezi sebou vazany?

Mezi fosfatovou skupinou na 5. uhliku pentosy pinenhukleotidu a hydroxylovou
skupinou na 3. uhliku pentosy druhého nukleotichiké tzv.fosfodiesterova vazba

NH,
N
D)
K
N N
---o—lcw2 |
o CHs
He” ew HN

bt 1]
o CHmmmCH,
o N

Obr. 20. Fosfodiesterova vazba
Na jednom konci DNA je hydroxylova skupina -OH pesyt @' koneq. Na druhém

konci DNA je fosfatova skupina od zbytku kyselimgfor&gné &' koneg.
Na povrchu je NA velmi sizapori nabita.
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NH,

5' konec DNA ~ N\
0

0 N

-ofl‘v—o—CH2 o ‘
CHs
- HC\/ Sen HN
CHomm CH, )\ ‘
o

| 3 Kkonec DNA
Obr. 21. Usekietezce DNA

Co je komplementarita bazi?

Dusikaté baze se mohou mezi sebou pomoci vodikoxgmbb parovat. To, které baze
se budou mezi sebou parovat, neni dano n&hainto dano jejickomplementaritou, tj.
adenin se paruje dus thyminem (v DNA) nebo s uracilem (v RNA), guasimtytosinem a
naopak. Toto komplementarni parovani bazi umg patim bazi zaujmout energeticky
nejvyhodrgjSi konformaci v rdmailvousroubovice

\N—H ----------- H
ﬁ” "
NH\/Z_<N ----------- H—N \
Nﬁ NH
adenin O thymin

0 .
/ cytosin

Obr. 22. Parovani bazi

Jaka je sekundarni struktura DNA?

DNA je staena do pravotodivé dvousroubovice ktera je stéena ze dvou
komplementarnich vlaken DNA.

Retézce v dvousroubovici DNA jsouivi sobs antiparalelni, tzn. Ze polarita jednoho
fetézce je opana k polari¢ druhéharettzce DNA.
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H T
g AR T
Obr. 23. Polarita pravotdve Obr. 24. P@itacovy model DNA
dvousSroubovice

Vodikové vazby a tato zdvojena Sroubovic@Eisgivaji k co nejutSi stabilizaci
molekuly DNA.

Typy DNA:

B DNA (negastjsi) — jedna se o pravatwou dvouSroubovici majici zhruba 10 bazi
na zavit; baze tudci par lezi vzdy v jedné rowndvouSroubovice DNA ma na svém povrchu
dva typy ZIabk (maly a velky);

A DNA - opt se jedna o pravotovou dvousSroubovici; ma 11 pabazi na zavit;

Z DNA - jedna se o levotovou dvousSroubovici; vytvid se, pokud se ve Sroubovici
objevi pravidelné opakovani bazi adeninu a thyminu;

cirkularni DNA (kruhova DNA) — prokaryotni DNA i DNA semiautonoioh
organel (nap mitochondrii) jsou kruhove.

Jaka je sekundarni struktura RNA?

RNA je sloZena pouze z jednohézn¢ staieného vidkna. Pokud se blizko sebe
ocitnou dva komplementarni Uuseky vlidkna RNA, moBeumezi bazemi vyttd vodikové
vazby.

Typy RNA:

MRNA (informaé¢ni, mediatorovd - vznika pepisem getn kddujicich
aminokyselinovou sekvenci protéia jeji zakladni funkci jéidit vznik proteinu;

rRNA (ribosomalni) — tvari jadro ribosoni, na kterych je mRNA igkladana do
proteinu;

tRNA (transferova) — vybird spravné aminokyseliny a urig je do spravného
mista na ribosomu, aby mohly by&leény do rostouciho aminokyselinovétezce.
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rRNA a tRNA vznikaji pepisem gel nekodujicich aminokyselinovou sekvenci
proteinu a jedna se o tzv. neinfokmaRNA.

iR )

®
==

b&A

A

b e
& MINTATH
¢ S

G A

Obr. 25. Molekula tRNA

2.2 Chromosom
Jakou podobu zaujima molekula DNA v lidském buice?

DNA kazdeho organismu kéduje veSkerou RNA a prgtekteré jsou pdaebné pro
vznik jeho bugk.

Jadro typické lidské hiky ma pamér priblizné 5-8 um a obsahuje DNA o délce asi 2
metii,Y proto v eukaryotnich hikach jsou enormindlouhé molekuly DNA asociovany se
specifickymi proteiny a sbaleny atiromosomi. U eukaryotnich organisinje DNA v jade
roz&klena mezi saduienych chromosoin Kazdy chromosom se sklada z jedné molekuly
DNA a komplexu bilkovin -histonii, které jsou navazané na DNA, aby umoznily svinuti
DNA do kompaktsjsi struktury. Komplex DNA a proteinse nazyv&hromatin.

Chromosomy se vyskytuji v kondenzovaném stavu ¢sigah) jen v mal&asti
burg¢ného cyklu, a to v dabburé¢ného dleni (jedna se o tzvmitotické chromosomy).
Jinak jsou obvykle chromosomy zim& rozvolrené a vypadaji jako jedna dlouha, tenka,
vzajemr propletend vldkna (tzvnterfazové chromosomy.

Pred kazdym denim buiky se kazdy chromosom musi samostatreplikovat (viz
kap. 2.4) a jeho kopie musi byt rékehy do obou ddénnych burk.

V mitotickych chromosomech se nachazi jiz zreplé&a& DNA a transkripce (viz kap.
2.5) je Bhem mitosy zastavena.

Jaka je struktura interfazového chromosomu?

Zjistilo se, Ze DNA je obttena okolo histonového komplexuiolem histonovéeho
komplexu, jenZ je tvien 8 monomery histdna ma tvar nizkého vélce ovpnéru 8 nm, je
molekula DNA obtdena necelymi dsma zavity - vznika taklO nm vlakno. Komplex
histon a dvoutetézcové DNA, ktera ho obtg se nazyvaukleosom

Histonovy komplex

Spojnikovd DNA
10 nm
f_H
Kordlkovd forma
chromatinu Q ) ™\ Nukleosom

Obr. 26. 10 nm vldkno
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Jednotlivé nukleosomy spolu souviseji kratSimi gs&€dNA. Histony jsou malé
proteiny s vysokym obsahem kladnabitych aminokyselin (lysin a arginin). Tyto pibani
naboje umoituji pevné navazani histbma negativé nabitou molekulu DNA (viz kap. 2.1).

Jaka je struktura mitotického chromosomu?

Pred vstupem do mitosy (jedno ze stadii &umeého aleni) dochazi k postupnému
sbalovani chromatinuChromatin se dale sttza vzniku tzv.solenoidu Na jeden zavit
solenoidu pipada giblizné 6 nukleosom. Vznika tak30 nm viakno.,

30 nm vlakno je dale organizovano do selyripojenych k centralni ose — tzv. leSeni
(scaffold), které je bilkovinové povahy (nehistonové proggin

Jak se stavaji chromosomy kompaidn (vznikaji tzv. mitotické chromosomy),
transkripce je zablokovana, negbRNA-polymerasa (viz kap. 2.5) a ostatni proteioyné pro
transkripci se nemohou vazat na DNA. Proto v nutadifazi jsou jiz vSechny chromosomy
zreplikovany (viz kap. 2.4).

Solenoid se dale sthaz nachromatidu. Mitoticky chromosom je sloZzeny ze dvou
dcdinnych chromatid.

Molekula DNA je stéena do chromatid pouzehem jadernéhodeni (v mitose).

1: ) Usek
M dvousroubovice

W ’/ Kordlkova forma

10 nm chromatinu

30 nm 30 nm vidkno

Rozvinuty dsek
300 chromosomu

Kondenzovany
700 gsek

chromosomu

I\II—/J

Uplny mitotocky
1400  chromosom

Obr. 27. Struktura mitotického chromosomu

2.3 Geneticka informace
Co je nositelem genetické informace?

Pri buné¢ném dleni dochazi kfenosu ddicné informace z matské buky do
dcainné. Tato informace je v kazdé tme uloZzena v pod@bgeni (nositeli genetické
informace), coZ jsou Usekkettzce molekuly DNA, ve kterych je zakdédovana komgletn
informace o ufitétm polypeptidovémretézci (bilkovirg). Molekula DNA je pro kazdého
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¢loveéka univerzalni (s vyjimkou jednovajeych dvogat). Najdeme ji v kazdé iae lidského
téla. DNA nag. urcuje jakou barvu & ¢i vlasi bude mit ten kterglovek. Zpiisobuje to pra
ten strukturni gen, jenz je zndimym Usekem DNA zodpovidajici za barwti,ovladi pogr. za
jiné vlastnosti.

Kompletni soubor genetické informace uloZzené v DééMazyvagenom

Informace kddovana ve struk&iDNA je dana pi@dim nukleotid v fetzci (linearni
sekvence nukleotidv DNA je prekladana pomoci genetického kédu do linearni sedeven
aminokyselin — viz kap. 2.5 a 2.6).

2.4 Replikace DNA
K éemu dochazi Bhem procesu replikace DNA?

Pred kazdym denim buiky se kazdy chromosom musi samostateplikovat a jeho
kopie musi byt rozgleny do obou daénnych burk. F¥i tomto procesu dochézi kenosu
dédicné informace z matské butky do dcéinné. Obarettzce DNA obsahuji navzajem
komplementarni sekvence nukledtidproto oba mohou slouzit jaktemplat (matrice,
piedloha) pro syntézu nového komplementarrétxzce.

Replikace DNA jesemikonzervativni, protoZe vysledkem replikace jsou¢ciceinné
dvousroubovice, z nichz kazdda ma jedno vlaknavopni (matéské) a jedno nayv
nasyntetizované.

Jak zatina replikace?

Cely proces replikace Zimaji inicia¢ni proteiny, které se vazou na DNA a rozvijeji
jeji dvousSroubovicovou strukturugrusovanim vodikovych vazeb. Mist, kde je struktura
dvousroubovice nejive naruSena, séika replikaéni pocatky a jsou ukeny specialni
nukleotidovou sekvenci.

Bakterialni genom, ktery je obvykle ttem jednou kruhovou DNA o délcekolika
miliéni bazi ma jediny replikmi posatek. Lidsky genom, ktery mafiplizng 3x10
nukleotich ma zhruba 10 000 takovychtogaki.™ Jejich velky poet umouje lidské bice
zreplikovat veSkerou DNAdmem relatives kratké doby.

Co jsou replikaéni vidli ¢ky?

Pro za&atky replikace jsou typické uUtvary ve tvaru pismenakteré se nazyvaji
replikaéni vidli¢ky. V replikatnich vidlickdch jsou navazany proteiny repkkého aparatu
(viz dale), které se pohybuji ve 8m replikace a rozvijeji dvouSroubovicovou strukitza
souasné syntézy novéhetizce. V jednom replikenim paétku se vytvé dwe replikani
vidli¢ky, které se pohybuji sirem od sebe, proto je tato replikace nazyv@tmausnerna.

Jakou funkci ma enzym DNA-polymerasa?

e

NejdulezitejSim replik&nim enzymem jeDNA-polymerasa (viz tab. 1), ktera
syntetizuje nové vlakno DNA podleipodnihoietzce. Tento enzym katalyzujetfipojovani
nukleotidi na 3' konec rostoucihtettzce DNA za vzniku fosfodiesterové vazby mezi
hydroxylovou skupinou na 3. uhliku pentosy rostbodetzce a fosfatovou skupinou na 5.
uhliku pentosy fiddvaného nukleotiduDNA je syntetizovana ve siéru 5'° — 3' (tzn., Ze
nariista na 3' konci).

20



Replikace na vedoucim retézci

5"
Vedouci Fetézec )/y
\ W

3 y\\/ Nukleosidtrifosfaty

(ATP, 6TP, TTP a CTP)

Enzym: DNA-polymerasa IIT

Obr. 28. Replikace na vedoucietezci

Tab. 1. Funkce enzymu DNA-polymerasy | resp. Il

DNA-polymerasa |

vypliuje vzniklé mezery vettzci DNA

opravova chyb v parovani bazi v DNA (3> 5' exonukleasov
aktivita, hydrolyzuje DNA od 3' konce); viz koreksétd schopnos
DNA-polymerasy

— N

odbourava primery (5— 3' exonukleasova aktivita, hydrolyzuje

DNA od 5 ' konce)

DNA-polymerasa Il

funkce neni zcela objasa, fFedpoklada se, Ze je fué¢ podobnd
DNA-polymerase {2

DNA-polymerasa lli

syntetizuje DNA

opravova chyb v parovani bazi v DNA (3> 5' exonukleasov
aktivita, hydrolyzuje DNA od 3' konce); viz korekstxa schopnos
DNA-polymerasy

—+ DY

Nukleotidy vstupuji do reakce jakenergeticky bohaté deoxynukleosidtrifosfaty
(dATP, dTTP, dGTP a dCTP) a dodavaji energii polynaéni reakci. Energie uvoima
hydrolyzou jedné fosfodiesterové vazby v deoxynosgidtrifosfatu je dostatea pro
kondenzani reakci, pi které se vaze deoxynukleotidovy monomer (AAMPM&T dGMP  a
dCMP) do no¥ syntetizovanéheetézce za sotasného uvokni difosfatu. DNA-polymerasa
se neoddluje od DNA po kazdemimlani nukleotidu, aletstava navazana na DNA ahem
polymerace se podél ni pohybuje.
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5' konec 3' konec 5' konec 3' konec

L. Templatovy Il Templatovy
\ retézec | retézec

NI
0O—
H
H
T
O—
—
>

L~ 27 0]
HS HC™  CH
C » 4
‘ CHm=CH,

o
o) ||
0O—P—0O-

synfe'l'j zo:/an)" syntetizovany H 2C|: o |
retézec retézec HC - CH
N 4
CH=CH,
‘ 0
(H) Il
0—p—0— O—T—O'
_ o}
° 6 F c 0 ., [MERR ¢
-0—P—0—P—0- CH. o B8
| | HC™  CH
. o- o- N 4
5' konec CH=CH,
5' konec
OH
3' konec

Obr. 29. a 30. Vznik fosfodiesterové vazby

Pro¢ jsou replikaéni vidli ¢&ky asymetrické?

DNA-polymerasa je schopna syntetizovat nové vigkooze prodluzovanim 3' konce
DNA. V replikatni vidlicce nastava problém, protoZévpdni dvouSroubovice se sklada ze
dvou antiparalelniclrettzci (je asymetrickd). Jeden novgtezec je v replikani vidlicce
syntetizovan podle templatu ve &m 3'— 5'. (Vznik4d 5— 3'fetézec). Druhy novyetézec
je v replika&ni vidlicce syntetizovan podle templatu vegsm5'— 3'. AvSak neexistuje DNA-
polymerasa, ktera by dokazala prodluZzovat 5 kobB®&RA. TudiZz v tomto srru roste
diskontinualné tzn., Ze jsou ve sénu 5' — 3' syntetizovany kratké Useky DNA (tzv.
Okazakiho fragmenty), které jsou nasledrspojovany v kontinualietzec.

Retzec, ktery je tvien kontinuald, se nazyvaedouci fetézec Retzec, ktery je
tvoren diskontinual®, se nazyvépozd’ujici senebo téx/aznouciretézec
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Vedouci Fetézec Vdznouci Fetézec

<«
: 5\35 5_/3' °

S35 3

€= 5mér pohybu replikaéni vidlicky TP

Temldt pro syntézu nového retézce DNA

~

S

nejnovéji nasyntetizovand DNA

Obr. 31. Asymetenost replikani vidlicky

@

o

Co znamend korektorskd schopnost DNA-polymerasy?

DNA-polymerasa katalyzuje reakci:
(DNA), + dNTP = (DNA), . 1 + difosfat (RO,* neboli PR).

DNA-polymerasa je schopna hydrolyzovat DNA od 3é® (3'— 5' exonukleasova
aktivita). Ripoji-li se chybny nukleotid, vznikne nestabilniodukt (nukleotid se chykn
paruje s nukleotidem v templatwimz dojde k posunuti rovnovahy ve &m vychozich
latek. Proto DNA-polymerasa je velicgegré parujici enzym, ktery wdh primérné jednu
chybu na 10zreplikovanych pdrbazi. Proto taky DNA-polymerasa neuméizayntetizovat
nové vlakno (nehbpiidava dalsi nukleotid po kontrole spravného paroyéedchazejicich
bazi).

Jaka je funkce enzymu primasy?

Protoze DNA-polymerasa neumicttasyntetizovat nové vlakno, musi existovat jiny
enzym, ktery by dokézal spojit dva volné nukleotadg&al syntetizovat nové vidkno podle
jednaetzcové DNA. Tento enzym se nazypémasa. Primasa ale nesyntetizuje DNA, ale
kratké useky RNA majici cca 10 nukledtid'yto Useky se paruji na zaktaklbmplementarity
s templatovyniettzcem a poskytuji 3' konec pro DNA-polymerasu. Siaedy jakoprimery
pro syntézu DNA. R syntéze vedoucihtetzce je teba pouze jeden RNA-primer. Syntéza
opoal'ujiciho sefetézce je vSak diskontinualni a vyZzaduje neustalebiy@NA-primet.

Jak vznika souvislé vlakno DNA z Okazakiho fragmeni?

Opo#fujici rettzec je tvden mnoha oddenymi Useky DNA tzv.Okazakiho
fragmenty. Na vytvaeni souvislého vlakna DNA z Okazakiho fragniefgou teba tyto
enzymy:DNA-polymerasa | — odstrauje RNA-primery (exonukleasova funkce) a nahrazuje
RNA-primery DNA aDNA-ligasa— pospojuje vSechny Uuseky dohromady.

Primasa nema schopnost prostallorekce, proto v primerech vznikd mnoho chyb.
Primery jsou vSak deny k degradaci a DNA-polymerasa | ma obdolako replik&ni
DNA-polymerasa |ll korektorskou schopnost, protplileac¢ni aparat zajidlje presnost
kopirovani templatu.
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Replikace na vaznoucim retézci (1. éast) Replikace na vaznoucim retézci (2. éast)

Vedouci \ Vedouci

Fetézec Fetézec
1. Primasa
2. DNA-pol IIT
polymerasa ‘ 3. DNA-polymerasa I
/ (exonukleasovd funkce)

5' ~ : Odstratiuje RNA-primery
ik L/
Okazakiho !% . r~r

fragmenty 7\ 3

Véznouci
Fetézec

Véznouci
Fetézec

Replikace na vaznoucim retézci (3. édst) Replikace na vaznoucim retézci (4. édst)

‘ Vedouci ‘ Vedouci

Fetézec Fetézec

4. DNA-polymerasa I

5. DNA-ligasa
5' Bagtall]s BIA-FPIREF) OMA 5' Pospaji viechny tseky DNA dohromady
&
F i 4 3"
Véznouci Véznouci

Fetézec

Fetézec

Obr. 32-35. Replikace na vaznouoietrzci
Nejprve enzym primasa nasyntetizuje kratky usek @NARNA-primer, na obrazku
znazorwno fialow). Poté enzym DNA-polymerasa lll nahradi primasaadne syntetizovat
nove vlakno DNA napojenim na nasyntetizovany RNAepr Vznika tzv. Okazakiho
fragment (viz 1¢ast). V. momeat kdy jiz neni volné misto pro pokowani syntézy DNA,
naseda enzym DNA-polymerasa |, ktera odaty@a RNA-primery (viz 2:ast) a nahrazuje je
vlaknem DNA (viz 3:ast). Nakonec enzym DNA-ligasa spoji vSechny 3Bk (resp.
Okazakiho fragmenty) dohromady (viz‘4st).

Jaka je funkce replikaéniho aparatu?

Replikace DNA vyZaduje spolupraciékolika druhi enzymi. Replika&ni aparat
umoziuje vznik a posun replikai vidlicky a syntézu nové DNA.

Hlavni slozky replikaniho aparatu:

DNA-polymerasa (viz vyse);

primasa (viz vyse);

helikasa —vyuziva energii z hydrolyzy ATP k pohybu podél DNAsodasnému
rozvijeni dvousroubovicové struktury;

SSB-proteiny (single-strand binding poteins) — ociwd jedndetzcovou DNA
uvolnénou helikasou f&d znovusparovanim;
sviraci protein (sliding camp) — pevnvaze DNA-polymerasu na templat. Ma tvar

prstence, ktery obemyka DNA a pohybuje se podélsnhavazanou DNA-polymerasou ve
sneru replikace.
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Obr. 36. Replikani aparat

Takto popsany pmbéh procesu replikace probiha u prokaryotnich orgaiisU
eukaryotnich organisinprobiha obdobnym Zigobem. U eukaryotnich organigrexistuje 5
druhi DNA-polymerasu, B, v, 6 as.

2.5 Transkripce
K éemu dochazi Bhem procesu transkripce?

Jestlize biika potebuje ®jaky konkrétni protein, je nukleotidova sekvenceaticné
oblasti dlouhé molekuly DNA v chromosomu nejprveaikovana danRNA (mediatorova,
informani RNA). Tato RNA je pimo vyuzivana jakeemplat (predloha, matrice) pro tvorbu
proteini. Geneticka informace je tedyigu@avana z DNA do RNA procesem zvanym
transkripce a nasledrz RNA do proteinu procesem zvanym translace.

Prvnim krokem pro uplatmi genetické informace v hoe je pepsani ¢asti
nukleotidové sekvence DNA — genu — do nukleotidge&vence RNA. Tento proces se
nazyvatranskripce a je v mnoha krocich podobny replikaci DNAfepis celého genu
ozna&ujeme jakoexpresi(vyjadieni)genu

VesSkera RNA v biice vznika transkripci.

Jak zafina transkripce?

Transkripce zaina rozvohovanim kratkého uUseku dvousroubovice DNA, jeden z
fetzca pak slouzi jako templat pro syntézu RNA. Ribonokilova sekvence RNA je égna
komplementarnim parovanim bazi. Jestlize se volnponokleotid paruje s
deoxyribonukleotidem v templatové DNA, je tento omiokleotid kovalent® pripojen
fosfodiesterovou vazbou k rostoucitmitzci RNA v enzymov katalyzované reakci.

U eukaryotnich organisin nejprve musi dojit ke vzniku pammé slozZitého
transkrigniho inici&niho komplexu za iftomnosti ®kolika transkrignich faktofi (=
regul&ni proteiny).
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Co vznika b&hem transkripce a pro€ je RNA jednovlaknova?

Retézec RNA vznikajici transkripci se nazywranskript . Transkript je prodluzovan a
ma stejnou sekvenci jako vlakno DNA, které je kosnpéntarni k templatovéemietzci
DNA. RNA neZistava spojena s templatovou DNA vodikovymi vazbavisto toho dochazi
za mistem, kde byliman ribonukleotid, k obnoveni dvousSroubovicovéulstury DNA a
vytésreni vidkna RNA. Proto jsou molekuly RNA jednovldkméov

Vzhledem k tomu, Ze dochéazi kepisu pouze mal&asti DNA, jsou molekuly RNA
mnohem kratSi (ccatkolik 1000 ribonukleotid).

Jaka je funkce enzymu RNA-polymerasy?

Enzymy, které fepisuji DNA do RNA, se nazyvaRNA-polymerasy. Katalyzuji
vznik fosfodiesterové vazby, ktera spojuje jedweétliribonukleotidy a vytva tak cukr-
fosfatovou kostru RNA. RNA-polymerasa se pohybujekkpo kroku po DNA, rozviji jeji
dvouSroubovicovou strukturu a uvioje tak vlakno pro komplementarni parovani s volnym
ribonukleotidy. RNA je syntetizovana ve &m 5'— 3'. Pro jeji syntézu je vyuZivana energie
vznikajici hydrolyzou ribonukleosidtrifosfatu (ATRTP, GTP a CTP) — viz kap. 2.4.

U prokaryotnich organisinexistuje pouze jeden typ RNA-polymerasy, u eukamriph
organisnii exituji tfi typy RNA-polymeras: I, 1l a lll.

Ribonukleosidtrifosfaty
RNA-polymerasa NTP
5' mRNA v ¥
-

Rozvijeci misto
>
Smeér transkripce

Obr. 37. Transkripce a RNA-polymerasa

Pro¢ transkripce neni tak presna jako replikace?

RNA-polymerasgoostrada korektorskou schopnost tzn., Ze ped gidanim dalSiho
ribonukleotidu dofettzce RNA nekontroluje, zda seeglchazejici ribonukleotid spravn
paruje, a proto fite RNA-polymerasa zé& syntetizovat novy RNAfettzec bez pdeby
primeru.

Transkripce (1 chyba na 4Mukleotich) neni a ani nemusi byt takigsna jako
replikace (1 chyba na ithukleotidi), protoze RNA neni @ena k trvalému uchovavani
genetické informace v lakach.

Co jsou posttranskripéni Upravy?

U eukaryotnich organisinje DNA uzavena v jade, ale ribosomy se nachazeji v
cytoplasné. mMRNA musi byt transportovana z jadra do cytoplasmalymi jadernymi pory.
Pred opu&tnim z jadra vSak mRNA podlélmdsttranskrip ¢nim apravam.

Transkripci vznika nejprverimarni transkript (pre-mRNA) neboliheterogenni
jadernd RNA (hnRNA), ktera se dale upravuje. Upravena mRNAtrgmsportovana do
cytoplasmy a tamigkladana na proteiny (translace).
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U prokaryotnich organisinse vznikla mRNA posttranskipé neupravuje, slouzi
ihned jako matrice pro tvorbu proteinu.
Co jsou exony a introny?

Eukaryotni DNA obsahuje kroinkddujicich sekvenci (tzvexony) i nekodujici
sekvence (tzvintrony). Celd DNA \etrg introni je transkribovana do mRNA ig@srEji do
Pre-mRNA). Introny jsou odstiavany enzymy a exony jsou spojeny dohromady. Tlkrtk
se nazyva sesh (anglicky splicing).

2.6 Translace

Jakmile vznikne funéni mRNA, informace v ni obsazenaibe byt ihned pouZzita pro
syntézu proteinu. Genetickd informace fegavana z mRNA do proteinu procesem zvanym
translace

Jak je zprava o patadi aminokyselin v peptidovém¥etézci zakdédovana wetézci
DNA?

Paadi aminokyselin je v peptidovéietzci kddovano pomociripleta (kodonii)
nukleotidi. Dohromady Ize vytvit 64 (4) kombinaci trojic nukleotitl Z toho plyne, Ze
n¢které aminokyseli& prislusi i rekolik tripletd, ale naopak jednomu tripletufiglusi
nanejvys jedna aminokyselina. Triplety UAA, UAG, BGekdduji Zadnou aminokyselinu,
jedna se o tzverminaéni kodony (stop kodony), které signalizuji konec kédujici sekvence.
Kodon AUG slouzi jako tzviniciaéni kodon (signalizuje z#atek translace) a také jako
kodon, ke kterému jefifazen methionin.

Pravidla, kterymi seéidi prostednictvim mRNA penos z nukleotidové sekvence DNA
do aminokyselinové sekvence, jsou definovana gkeeticky kdd V genetickém koédu plati
konvence, Ze 5' konec nukleotidové sekvence mRNAGy zapisovan vievo! Geneticky kéd
je univerzalni pro vSechny dnes Zijici organismy.

V principu miZze byt mRNA pekladana ve vSecliechétecich ramcich podle toho, u
kterého nukleotidu translace cree, avSak jen v jednoritecim ramci vznika pozadovany
protein.

Tab. 2. Geneticky kod

Druhy nukleotid
U C A G
UUU fenyalanin | UCU serin UAU tyrosin UGU cystein U
U UUC fenyalanin | UCC serin UAC tyrosin UGC cystein Cc
UUA leucin UCA serin  [UAA stop kodon UGA stop kodorp A
UUG leucin UCG serin  [UAG stop kodon UGG tryptofan G
CUU leucin CCU prolin | CAU histidin CGU arginin y
T | c CUC leucin CCC prolin CAC histidin CGC arginin C s
E CUA leucin CCA prolin | CAA glutamin CGA arginin Al §
= CUG leucin CCG prolin | CAG glutamin CGG arginin 5 X
; AUU isoleucin | ACU threonin| AAU asparagin AGU serin U g
E A IAUC isoleucin | ACC threonin| AAC asparagin AGC serin C §
AUA isoleucin | ACA threonin| AAA lysin AGA arginin A
AUG methionin |ACG threonin | AAG lysin AGG arginin G
GUU valin GCU alanin | GAU kyselina asparagova GGyt U
G GUC valin GCC alanin | GAC kyselina asparagova GQigl C
GUA valin GCA alanin | GAA kyselina glutamova| GGA glp A
GUG valin GCG alanin | GAG kyselina glutamova GGGcyhy G
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Jaka je struktura tRNA a jaka je jeji funkce b&hem translace?

Kodony v mRNA nerozpoznavajitipno aminokyseliny, které specifikujiTranslace
MRNA do proteinu zavisi naRNA (transferova RNA), ktera je schopna jedn&asti
molekuly rozpoznat a sparovat se s kodonem v mRoa ¢asti vazat aminokyselinu.

VSechny molekuly tRNA jsou fjplizn¢ 80 nukleotid dlouhé. Jejich struktura
piipomind jetelovy listek, ktery podléha jesialSimu sbaleni a vytiidkonenou strukturu ve
tvaru pismene L.

Jedna zasti tRNA se nazyvantikodon, coz jsou it nukleotidy komplementarni ke
kodonu v mRNA. DalSiiezitou oblasti je 3' konec, na ktery je esterovambou navazana
piislusnd aminokyselina. Esterova vazba vznikd madidxylovou skupinou aminokyseliny
a hydroxylovou skupinou na &i. 3. uhliku pentosy na 3' konci tRNA.

Pro rekteré aminokyseliny existuje i vice tRNA, na ktee® mohou vazat. dkterym
tRNA umoziuje jejich struktura vazat se na vice kodlon

T-smyéka \/\/
D-smyc ka A s | \J
DG A S ' N
I i . # "= Skuteéna struktura ve tvaru

b
&
& pismene L

G4

smycka

Obr. 38. tRNA

Jaka je funkce enzymu aminoacyl-tRNA-synthetasy?

Rozpoznani a fipojeni spravné aminokyseliny je funkci enZymazyvanych
aminoacyl-tRNA-synthetasy Kazda biika ma 20 iznych synthetas, pro kazdou
aminokyselinu jednu. Specifické nukleotidy v ob@menech, antikodonovém i vazajicim
aminokyselinu, umaiji rozpoznani kazdé tRNA vlastni aminoacyl-tRNAwhetasou.
Reakce katalyzovana aminoacyl-tRNA-synthetasou dyjea dodani energie hydrolyzou
ATP. Hi této reakci vznikd vysokoenergeticka vazba m&hA a aminokyselinou. Tato
energie je poziji vyuZzita pro tvorbu kovalentni vazby mezi rostoucpolypeptidovym
fetézcem a no¥ navazanou aminokyselinou.
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Obr. 39. Aminoacyl-tRNA-synthetasa

Jak probihd iniciace translace?

Translace probiha nabosomu (viz. kap. 1). Proces &méa na inici&nim kodonu
AUG a pro iniciaci je fieba iniciaéni tRNA, kterA& ma na s@bvazany methionin (u
prokaryotnich organistnformyl-methionin). U eukaryotnich organiéne iniciatni tRNA s
navazanym methioninemiipojena k malé ribosomalni jednotce za asistence ékolika
proteini tzv. inicianich faktofi. Po navazani inicéai tRNA se maléd podjednotka vaze na 5'
konec mMRMA a zéne se pohybovat podél mRNA ve &m 5' — 3' a hledat prvni kodon
AUG, ktery je rozpoznan antikodonem iniaié tRNA. Jakmile ho nalezne, odpouta se od
malé ribosomalni podjednotkyékolik iniciaénich faktofi, coZz umozni Ppojeni velké
ribosomalni podjednotky. Protoze se inictai tRNA vaze rovnou d®-mistana ribosomu,
muze prodluzovantettzce (elongace) ihned &a navazanim druhé tRNA s aminokyselinou
do A-mista na ribosomu.

E-misto A-misto

P-misto

Velka
ribosomalni
Jjednotka

Mala
ribosomalni
Jjednotka
Vazebné misto pro mRNA

Obr. 40. Struktura ribosomu

Jak probiha elongace translace?

Ribosom se pohybuje podél mRNA,feglada nukleotidovou sekvenci do
aminokyselinové za pouZiti tRNA a po dosyntetizavémoteinu se ab podjednotky
ribosomu opt odckli.

Ribosom obsahujétyti vazebnd mista pro molekuly RNA: jedno pro mRNA&igro
tRNA (E-misto, A-misto, P-mistg). P¥i proteosyntéze je neustale opakovdikrokovy
cyklus:

v prvnim kroku je aminoacyl-tRNA navazana do A-mjst

ve druhém kroku vznika nova peptidova vazba mémhpzejici aminokyselinou a
prodluzujicim se peptidovyiettzcem;

29



ve tretim kroku se ribosom posune o 3 nukleotidy pod@NA, ¢imZ se uvolni tRNA
bez navazané aminokyseliny z E-mista a tRNA z Atargs penese do P-mista; do volného
A-mista se mize okamzit vazat dalSi tRNA sifpojenou aminokyselinou.

MRNA je pekladana ve sénu 5'— 3' a nejprve vznika N-konec proteinu¢ehoz
vyplyva, zZe polypeptidovietzec roste skrem od N-konce k C-konci.

Cely cyklus vSechit kroka je opakovan $ kazdém pedavani nové aminokyseliny do
polypeptidovéhdetézce, dokud ribosom nenarazi na stop-kodon.

Jak probiha terminace translace?

Konec proteinu je signalizovartitpmnosti jednoho ze&itterminaénich neboli stop
kodoni (UAA, UAG, UGA). Témto kodorm neni pifazena Zzadna aminokyselina. Misto
tRNA se na stop kodon v A-méstvazou tzv.terminaéni (uvoliovaci faktory. Misto
aminokyseliny se vaze molekula vodyimZz se uvolni karboxylovy konec hotového
polypeptidovéhaetézce z tRNA v P-mist Protein se uvdlje do cytoplasmy. Po skéeni
proteosyntézy je mRNA odpojena od ribosomu a ddidéisociaci obou podjednotek
ribosomu, které se mohou navazat na jinou moleRlRNA a z&it novou translaci.

iniciace elongace terminace
Malé ribosomdlni Rostouci peptidovy Fetézec @
podjednotka
' s navdzanymi
A \/ iniciaénimi faktory
5' ave 3’ 3
Vazba na mRNA mRNA
' NHz ”
Uvolfiovaci
—> faktor
=
5 AUG 3 3 5' 3

mRN

)
‘ ‘gAP!A.
Velkd

ribosomdlni
podjednotka

3

Posun o tFi
nukleotidy

5'

Vznik peptidové v
vazby

Obr. 41. Iniciace, elongace a terminace translace
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