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Byl slunny letni den — takovy, jaky by
vétSina déti travila nejradéji na plazi.
Vsichni Nathanovi kamarddi méli na sobé
kratka tricka nebo jen plavky. Kdyz se

k nim Nathan chystal pfipojit, oblékl si
dlouhé kalhoty, kosili s dlouhymi rukavy,
na hlavu si pevné nasadil Siroky klobouk

a na tvare a ruce si nanesl silnou vrstvu
opalovaciho krému. Zatimco si jeho
kamaradi uZivali zabavu ve slunecnich
paprscich, Nathan Zil s neustdlym strachem
ze slunec¢niho svétla; narodil se totiz

s dédi¢nou chorobou Xeroderma
pigmentosum, autozomoveé recesivnim
onemocnénim, které postihuje primérné
1z 250 000 narozenych déti. Kozni bunky
lidi postizenych touto chorobou jsou
extrémné citlivé k ultrafialovému zafeni —

Skupina déti hrajicich si venku. Dité v bilé kombinéze je postizeno chorobou
Xeroderma pigmentosum, tj. autozomové recesivnim onemocnénim, které je
charakterizovano hypersenzitivitou ke slune¢nimu svétlu. Nesmi se vystavovat
slunci, aby nedoslo ke vzniku koznich nador(.

sloZce slunec¢niho svétla s vysokou energii.
To zpUsobuje chemické zmény v DNA,
které vedou nejenom ke vzniku
intenzivnich pih, ale mohou zpUsobovat

i rakovinu kdZze.

Nathanovi kamaradi nemuseji mit ze
hry na slunci strach; nejhorsi, co jim hrozi,
je spaleni. Jejich kozni buriky obsahuiji
enzymy, které opravuji chyby v DNA
zpUsobené ultrafialovym zafenim. Nathan
takové Stésti nema — jeho koznim burikam
jeden z téchto reparacnich enzym
potfebnych k opravé zmén ve strukture
DNA chybi. Xeroderma pigmentosum
mUZze vzniknout v disledku dédi¢nych
poruch v nékterém z deviti lidskych gen.
V soucasné dobé je znamo vice chorob,
které jsou zpUsobené selhdnim opravnych
mechanizmd DNA po poskozeni jinymi
fyzikaInimi faktory a chemickymi latkami.

Zivotu nebezpecné nasledky téchto
dédi¢nych poruch enzymd, které opravuji
DNA, dramaticky zvysuji jejich duleZitost.
Klicova role DNA v Zivych organizmech si
béhem evoluce vynutila tvorbu
rozmanitych mechanizm, které zajistujf
jeji integritu. Jak uvidime v této kapitole,
Zivé buriky skutecné obsahuji obrovské
mnozstvi enzymd, které neustale
vyhledavaji poskozené anebo nespravné
sparované nukleotidy. Pokud je takovy par
bazi ¢i usek DNA nalezen, okamZzité je
opraven malou armadou enzym(, z nichz
kazdy se vyvinul pro boj se specifickym
typem poskozeni. V této kapitole se
podrobnéji seznamime s typy zmén, které
se vyskytuji v DNA, s mechanizmy, které
tyto chyby opravuji, a se souvisejicimi
procesy rekombinace mezi homologickymi
molekulami DNA.
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nezbytny pro evoluci

varianty, které umoznuji evoluci organizm.

V piedchozich kapitolach jsme ukazali, Ze podstatou
dédiénosti jsou geny, které se béhem rozmnoZovani
pfenddeji z rodi¢d na potomky, a Ze dédiénd informace je
vgenech uloZenav podobé sekvenci, které jsou tvoteny pary
nukleotid v DNA nebo RNA. Vysvétlili jsme si, jak je gene-
tickd informace pfesné duplikovina béhem semikonzerva-
tivni replikace DNA. Ukazali jsme také, Ze tato pfesni
replikace ¢asteéné zavisi na korekéni funkci DNA-poly-
merazy, kterd katalyzuje syntézu DNA. Je tedy patrné, Ze
v minulosti se vyvinuly mechanizmy, které zajistuji spoleh-
livy pfenos genetické informace nejen z buriky do burniky, ale
nakonec i z generace na generaci. Nicméné pres velké
mnozstvi kontrol a oprav dochazi pfi tomto prenosu k chy-
bim. Takové dédi¢né zmény v genetickém materidlu se
nazyvaji mutace.

Terminem mutace se¢ oznacuje jak (1) zména genetic-
kého materidlu, tak i (2) proces, béhem kterého tato zména
vznikd. Organizmus, ktery ma v disledku mutace zménény
genotyp, se nazyva mutant. Pivodnf{ historicky $irs$i viznam
slova mutace oznacoval jakoukoliv ndhlou dédi¢nou zménu
genotypu buriky nebo organizmu. Nicméné musime peéliveé
odli$ovat zmény v genotypu, a tim i ve fenotypu organizmu,
které jsou vysledkem rekombinaénich procest vytvaiejicich
nové genetické kombinace jiz difve existujicich genetickych
variant, od zmén zptsobenych mutacemi vzniklymi de novo.
Oba procesy obdas vedou ke vzniku novych fenotypa ve
velmi nizkych &etnostech. Mutaéni zmény v genotypu
organizmu zahrnuji zmény struktury nebo poctu
chromozom? (kapitola 6), stejné jako zmény na Grovni jed-
notlivych gent@. Mutace ovliviiujici jednotlivé geny na

Mutace jako zdroj genetické variability

Mutace — dédi¢né zmény genetického materialu — poskytuji nové genetické

Grovni part bazi se nazyvaji bodové mutace. Pati{ k nim
zaména jednoho paru bazi za jiny nebo inzerce ¢i delece
jednoho nebo vice part bazi ve specifickém misté genu.
V soulasné dobé¢ se termin mzutace nékdy pouziva v uzsim
slova smyslu — oznacuje pouze zmény ve struktuie jednot-
livych gent. V této kapitole se budeme zabyvat mutacemi
v pojeti pravé této uzsi definice.

Mutace jsou hlavnim zdrojem veskeré genetické varia-
bility; poskytuji prvotni materil pro evoluci. Rekombinaéni
mechanizmy pietvareji genetickou variabilitu do novych
kombinaci a pfirodni nebo uméla selekce zachovava kom-
binace nejlépe pfizpasobené stivajicim pfirodnim pod-
minkim nebo zidouci ve $lechténi rostlin a Zivolichd. Bez
mutaci by vSechny geny existovaly v jedné formé, alely by
neexistovaly a nebyla by mozna genetickd analyza. A co je
nejdtlezitéjsi, populace organizmd by nebyly schopny
evoluce a adaptace na zmény Zivotnfho prostiedi. Pokud
ov§em dochdzi k mutacim pfilis éasto, mohou takové zmény
narusit spravny pfenos genetické informace z generace na
generaci. Navic je vétSina mutaci se snadno detekovatelnymi
fenotypovymi Géinky pro organizmus $kodliva. Jak se da
predpoklidat, rychlost vzniku mutaci je ovlivnéna zejména
genetickymi faktory a mechanizmy, které reguluji Groven
mutaci vznikajicich vlivem r@znych podminek vnéjsiho
prostiedi.

NEJDULEZITEJSI POZNATEK

Mutace jsou dédi¢né zmény genetického materidlu, které poskytuj
prvotni material pro evoluci.

Zakladni charakteristiky vzniku mutaci

Mutace se vyskytuji u vSech organizma, od virl az po ¢lovéka. Mohou vznikat
spontdnné, nebo mohou byt indukovany mutagennimi [dtkami. Mutace je

obvykle ndhodny, neadaptivni proces.

Mutace se vyskytuji ve vdech genech a setkivime se
s nimi u v8ech Zivych organizma. Jsou zdrojem nové gene-
tické variability, kterd umoztiuje adaptaci organizml na
zmény Zivotniho prostfedi. Proto mutace byly a jsou ne-
zbytné pro evoluci. Pfedtim, neZ budeme probirat specifické
fenotypové projevy a mechanizmy, kterymi rdzné typy
mutaci vznikaji, ukiZeme si nékteré ze zakladnich vlastnosti
tohoto vyznamného procesu.

MUTACE SOMATICKE A GAMETICKE

Mutace se mtze vyskytnout v jakékoliv burice v jakémkoliv
stadiu vyvoje mnohobunééného organizmu. Bezprostiedni
Gcinky mutace a jeji schopnost zpisobovat zmény fenotypu
jsouuréenyjeji dominanci, typembunék, ve kterych vznikne,
a dobé, ve které se uskuteéni v prabéhu zivotniho cyklu
organizmu. U vyssich zivolich@ jsou bunky germinilni
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Obr. 13.1
mutaci. Nasledné byla modifikovana vybérem z dalSich somatickych
mutaci.

Pavodni odrada jabloné Delicious vznikla somatickou

(zarodeéné) linie, ze kterych vznikaji gamety, béhem
pocateénych fazi vyvoje oddéleny od ostatnich typd bun¢k
(kapitola 2). Viechny ostatni, tj. nezirodeéné, typy bunck se
pak nazyvaji somatické. Gametické mutace jsou takové
mutace, které se vyskytuji pouze u bunck zarodeéné linie,
zatimco mutace somatické se vyskytuji u bunék somatic-
kych. Pokud tedy mutace vznikne v somatické burice, bude
vysledny mutantni fenotyp pifitomny pouze u nislednika
této buniky, mutace se nebude preniset gametami do potom-
stva. Jablka odrtidy Delicious (obr. 13.1) a pomeranée typu
navel (pupikaté) jsou pifkladem mutantnfho fenotypu,
ktery je podminén vznikem mutaci v somatickych burikich.
Jablka odrtady Delicious byla poprvé objevena v roce 1881
farmafem Jessie Hiattem z Iowy. Od svého objeveni byly
vlastnosti této odrady dile modifikovany dal$simi somatic-
kymi mutacemi. Ovocné stromy, u nichz se ptivodn{ soma-
tickd mutace objevila, byly somatické mozaiky. Nastésti lze
odradu jabloni Delicious i pomeranéovnik typu navel
snadno mnozitvegetativné, a tak mnoho dnesnich potomka
(klont) ziskanych ze $tépl a roubt si originilni mutace
uchovalo.

Jestlize dominantni mutace vznikaji v zirodeéné linii,
jejich G¢inky se mohou projevit v potomstvu bezprostiedné.
Pokud jsou mutace recesivni, jejich efekt je Casto potladen
diky diploidnimu stavu. Gametické mutace mohou vznikat
vjakémkoliv stadiu reprodukéniho cyklu organizmu. Pokud
mutace vznikne v gameté, je pravdépodobné, Ze mutantni
alelu bude mit pouze jeden potomek. Jestlize v§ak mutace
vzniknevprimordidlni zirodeénéliniivarlat nebovajeénika,
muze se mutantni alela dostat i do nékolika gamet, ¢imZ se
zvys$i jeji potencidl pro pfetrvavani a prenos v dalsich gene-
racich. Diky tomu jsou dominance mutantnf alely a stadium
reprodukéniho cyklu, ve kterém mutace vznikla, hlavnimi
faktory pro uréeni pravdépodobnosti projevu takové mutace
v organizmu.

Prvni zaznamenany vyskyt gametické dominantn{
mutace u hospodifskych zvifat pochazi z roku 1791, kdy
farmar Seth Wright z Charles River v Doveru ve staté
Massachusetts objevil ve svém stidu ovci zvlastniho samce
s neobvykle kratkymi konéetinami. Napadlo ho, Ze by bylo
uzite¢né mit stddo takovychto kritkonohych ovci, které by
diky svému handicapu nemohly pfeskodit nizky kamenny
plot odd¢lujici jeho farmu od pozemkl souseda. Wright
tohoto berana pfipustil k nékolika ovcim ze svého stada,
a podafilo se mu zfskat dvé jehnata s kritkymi koncetinami.
Kratkonohé ovce pak zktizil mezi sebou a ziskal tak novou
linii, kde vSichni jedinci méli uvedeny znak.

MUTACE SPONTANNI A INDUKOVANE

Cim je zptisoben vznik nové mutace, napifklad takové, jako
u Wrightovych kratkonohych ovci? Néjakou mutagenni
latkou ve vnéjsim prostfedi, nebo vnitfnimi procesy
probfhajicimi v Zivych organizmech? Spontanni mutace
jsou takové mutace, které vznikajf bez zjevné vnéjsi priciny.
Mohou byt skuteéné spontinni, tj. vznikat v dasledku
malého mnozstvi metabolickych poruch v organizmu, nebo
mohou byt vyvoliny neznimou litkou pfitomnou ve
vnéj§im prostiedi. Indukované mutace jsou pak takové
mutace, které vznikaji v organizmech po plsobeni
fyzikalnich nebo chemickych latek s mutagennim G&inkem,
j. navozujicich zmény v DNA (nebo RNA, u nékterych
virth). Takové faktory & litky se oznalujf jako mutageny;
fadime k nim napftiklad ionizujici a ultrafialové zafeni
avelké mnozstvi chemickych latek.

Casto je nemozné prokizat, zdali jednotlivdi mutace
vznikla spontinné, nebo byla indukovina néjakou muta-
genni latkou. V tomto piipadé jsou genetici odkdzani na
rozliSeni na Grovni populace. Jestlize se v populaci vystavené
pasobeni mutagenu zvysi rychlost vzniku mutaci stoné-
sobné, pak v priméru 99 z kazdych 100 mutac{ pfitomnych
v populaci bude indukovino mutagenem. Védci pak mohou
provést statistické srovnavaci analyzy pro vyskyt spontan-
nich a indukovanych mutaci mezi populacemi vystavenymi
mutagenu a populacemi kontrolnimi, které mutagenu vy-
staveny nebyly.

Spontinni mutace se vyskytuji sporadicky, ackoliv se
pozorované Cetnosti lisf gen od genu i mezi jednotlivymi
organizmy. Zjisténé rychlosti vzniku spontinnich mutaci
pro riizné geny se u figh a bakterii pohybuji mezi 107 az
107! detekovatelnych mutaci na nukleotidovy par na gene-
raci. U eukaryot se odhady rychlosti vzniku mutaci pohybuji
mezi 1077 a2 10~ na nukleotidovy par na generaci (berou se
v Gvahu pouze geny s pfesné definovanou sckvenci). Pri
porovnavan{ rychlosti vzniku mutaci na nukleotid a na gen
se pro kédujici oblast pramérného genu obvykle pouziva
délka 1000 part bazi. Rychlost vzniku mutaci na gen pak
dosahuje hodnot 10~ a2 107" na generaci.

Psobeni mutagenni litkou muze zvySovat rychlost
vzniku mutaci o celé fady. Pokud budeme plisobit na bak-
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terie a viry silnym mutagenem, mdzeme zvysit Cetnost
mutaci na gen u téchto organizmi o vice nez jedno pro-
cento. To znamend, Ze vice nez jedno procento gend
ovlivnénych organizmt bude obsahovat mutaci, nebo jinak
feleno, vice nez jedno procento fagl nebo bakterii v popu-
laci bude mit mutaci vdaném genu.

MUTACE: OBVYKLE NAHODNY A NEADAPTIVNI
PROCES

Krysy v mnoha méstech nejsou citlivé jiz delsi dobu
k antikoagulantim, které se tradiéné pouzivaji jako krysi
jed. Mnoho populaci mouchy masarky je necitlivych
k chlordanu, jedu pouZivanému k jejich likvidaci od roku
1950. Také populace mouchy domaci jsou silné rezistentni
k mnoha insckticidim. Stile vice a vice patogennich
mikroorganizma se stavd rezistentni i k antibiotikim
vyvinutym k jejich potladeni. Zavidéni novych pesticidd
a antibiotik vytvadi{ pro tyto organizmy nové Zivotn{
podminky. Jsou znimy mutace, které jsou zodpovédné za
vznik rezistence vadi témto latkim; citlivé organizmy
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zahynou a Zivotaschopni mutanti se mnoZ{ a vytvareji nové
rezistentn{ populace. Mnoho takovych pfipadt evoluce, ke
které doslo diky mutacim a piirodni selekei, je dobfe
doloZeno. Z toho pak vyvstava zikladni otizka o pavodu
mutaci. Je mutace ¢isté ndhodny jev, pii kterém vlivy vnéjsiho
prostiedi jenom uchovavaji preexistujici mutace? Nebo
mutace vznikaji v dasledku plsobeni vlivi vnéjsiho
prostfedi? Budeme-li naptiklad odfezdvat my$im ocasy po
mnoho po sobé nisledujicich generaci, budou se nakonec
rodit v takové populaci pouze bezocasé mysi? Navzdory
domnénkim Jeana Lamarcka a Trofima Lysenka, kteff
prosazovali teorii ,zfskanych znakd® — tj. znakd vznikajicich
u organizm® vlivem faktort vnéjstho prostfedi —, zni
odpovéd ne; mysi se pofad budou rodit s ocasy.

Vdnesni dobé je téZké pochopit, jak mohl Lysenko pro-
sazovat lamarckizmus — dédi¢nost ziskanych znakd -
a presvédéovat o jeho opravnénosti predstavitele vykonné
moci v Sovétském svazu od roku 1937 az do roku 1964.
Nicméné prokazat neplatnost Lamarckovy teorie nebyl jed-
noduchy tkol, hlavné v pfipadé mikroorganizma, kde
i malé kultury obsahuji ¢asto miliardy organizmda. Jako

4\307,\

o Kolonie z plivodni misky
bez streptomycinu
jsou pouzity k naockovani
na tekuté médium
obsahujici streptomycin.

vyrostla jen
jedna kolonie

Obr. 13.2  Joshua a Ester
Lederbergovi pouzili razitkovaci
metodu k ddkazu nahodného ¢i
nefizeného vzniku mutaci. Pro
zjednoduseni jsou zobrazeny pouze
¢tyfi kolonie na kazdé misce a pouze
dvé jsou pouzity k testovani rezistence
vuci streptomycinu béhem kroku ¢. 5.
Ve skute¢nosti by méla kazda miska
obsahovat asi 200 kolonii a k nalezeni
dostate¢ného poctu mutantnich kolonii
by bylo zapotrebi velkého poctu misek.
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priklad si pfedstavme populaci bakterif E. coli rostouci
v prostiedi bez streptomycinu. Pokud budou bakterie vy-
staveny acinku streptomycinu, vétSina z nich bude timto
antibiotikem usmrcena. Pokud vSak bude populace
dostate¢né velkd, brzy vznikne kultura vadi streptomycinu
rezistentn{, tzn. v§echny bakterie v n{ budou proti tomuto
antibiotiku odolné. Selektuje streptomycin pouze vzacné
rezistentni mutanty, ktef{ se v pvodn{ populaci vyskytovali
vmalém procentu pfipadd, nebo maji v§echny buriky malou
pravdépodobnost vytvofit si rezistenci jako odpovéd na
pfitomnost streptomycinu? Jakym zplsobem lze tyto
moznosti od sebe rozli$it? Rezistenci ke streptomycinu
mutzeme detekovat pouze po plsobeni antibiotika na kul-
turu bakterif. Jak se tedy da rozlisit, zda rezistentn{ bakterie
jsou piitomny v kultufe jiz pfed plsobenim streptomycinu,
nebo jsou indukoviny jeho pfitomnosti?

Vroce 1952 Joshuaa Esther Lederbergovi vyvinuli novou
velmi dalezitou techniku dnes znidmou jako razitkovaci
metoda. Pomoci této techniky prokizali, Ze v bakteridln{
kultufe jsou pfitomn{ mutanti rezistentn{ vaci antibiotiku
jesté pied plsobenim antibiotika (obr. 13.2). Ledebergovi
nejdiive rozfedili bakteridln{ kultury, rozetfeli bakterie na
povrch Zivného polotuhého agarového média v Petriho
miskach a inkubovali je tak dlouho, dokud jednotlivé bak-
terie nevytvofily na povrchu agaru viditelné kolonie.
Nisledné kazdou misku obritili a pfitiskli ji na sterilnf
kousck latky pfipevnéné na dievéném $paliku. Z kazdé kolo-
nie se otisklo na latku nékolik bunék. Poté na latku jemné
pfitiskli sterilnf misku s Zivnym agarovym médiem se strep-
tomycinem. Tento razitkovaci postup mnohokrit opakovali
s miskami obsahujicimi asi 200 bakterialnich kolonii. Po
inkubaci pfes noc se na selekénich miskich (se streptomy-
cinem) vytvofily vzicné rezistentni kolonie bakterif.

Lederbergovi nisledné testovali schopnost kolonif vy-
rostlych na neselekénich miskich (bez streptomycinu) rist
v médiu obsahujicim streptomycin. Jejich zavéry byly
jednoznaéné. Kolonie, které na selekénich miskach vyrostly,
témér vzdy obsahovaly burniky rezistentni vaci streptomy-
cinu, zatimco kolonie, které na sclekénich miskich nevy-
rostly, obsahovaly rezistentni butiky ziidkakdy (obr.13.2).

Pokud se mutace navozujici u bakterie rezistenci vaci
streptomycinu objevi ndhodné v raném stadiu ristu kolo-
nie, rezistentn{ burika se bude dale délit a vytvoii dvé, potom
&eyfi, potom osm bunék, &{mz posléze vznikne velké
mnozstvi rezistentnich bakterii. Pokud tedy vznik mutace
pfedstavuje ndhodny, neadaptivni proces, pak mnoho kolo-
nif, které vyrostly na neselekénich miskich, bude obsahovat
vice neZ jednu bakterii rezistentn{ vidi antibiotiku, a z téch
pak mohou vzniknout rezistentn{ kultury, které vyrostou na
selekénim médiu obsahujicim streptomycin. Je-li v§ak vznik
mutace adaptivn{ proces a mutace na streptomycinovou
rezistenci vznikaji az po vystaveni bakterii antibiotiku,
potom neni pf{li§ pravdépodobné, Ze by kolonie na
neselekénim médiu, ze kterych vznikly rezistentni kolonie
na selekénim médiu po procesu ,razitkovini®, obsahovaly
burniky rezistentn{ vadi streptomycinu.

stacionarni
faze

log-faze

pocet bakterii ——

/\/fg-féze

fas —— >

Obr. 13.3 RUstova krivka bakterii. Po pfenosu nerostouci kultury
bakterii na nové Zzivné médium lze pozorovat tfi nasledujici stadia
rastu: lag-fazi, log-fazi a fazi stacionarni. Béhem lag-faze bakterie
upravuji svij metabolizmus pro podminky vyzivy na novém médiu.
Jakmile je metabolizmus pfizplsoben, zacinaji se bakterie
exponencialné délit a pokracuji do log-faze. Pokud jedna nebo vice
slozek vyzivy bakterii zacne byt limitni, rist se zpomaluje, az se ve
staciondrni fazi zastavi.

Pouzitim razitkovaci metody Lederbergovi prokazali
existenci mutantd rezistentnich ke streptomycinu v popu-
laci bakterif jesté pred tim, neZ doslo k pasoben{ antibiotika.
Jejichvysledky spoleénés mnoha dal$imi experimenty proka-
zaly, Ze podminky vnéjsiho prostiedi nefidi a nezplsobuji
genetické zmény, tak jak byl pfesvédéen Lysenko; prostedi
pouze vybird vzidcné preexistujici mutace, které vytvireji
fenotypy [épe adaptované na nové vnéjsi prostiedi.

ADAPTIVNIi MUTAGENEZE NEBOLI MUTAGENEZE
STACIONARNI FAZE U BAKTERII

Adaptivni mutace poskytuji selekéni vyhodu mutantnim
organizmim, pokud rostou v prostiedi, ve kterém vznikly.
Tvorbu adaptivnich mutaci u bakterif mozna lépe vystihuje
nidzev mutageneze stacionarni fize, protoze vyjadiuje stav,
kdy bakterie pfestavaji rist — vstupuji do stacionarni fize —
z davodi nedostatku Zivin nebo environmentilniho stresu,
tj. nepfiznivych Zivotnich podminek (obr. 13.3). Bakterie
se béhem stacionarni fize bud piestavaji délit, nebo umirajf
ve stejné mifte, jako vznikaji. Adaptivni mutace u bunék ve
staciondrni fizi vznikaji spolu s ostatnimi nihodnymi
mutacemi (neadaptivhi mutace); to znamend, Z¢ jsou
vysledkem zvy$eni rychlosti vzniku mutaci indukované
stresem. Tato zvy$end mutageneze je zpusobena indukci
mechanizm@ chybujici opravy DNA (tzv. error-prone DNA
repair) (viz oddil Mechanizmy opravy DNA déle v této
kapitole).

M¢li bychom zdaraznit, Ze pojem ,adaptivni® nezna-
mend specificky typ mutace, kterd zlep$uje rist za daného
environmentilnfho stresu a kterd by byla timto stresem
prednostné indukovina, to by byla ,fizend mutace®, pro
kterou nemime dtkaz. ,Adaptivhi“ znamena spise, Ze
nékteré mutace, které poskytujf selekéni vyhodu bakteriim
diky G¢inné odpovédi na stres, vznikaji spole¢né s mnoha
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dal§imi neadaptivnimi mutacemi. Skuteéné jsou popsiny
pfipady adaptivni mutageneze ¢i mutageneze stacionarni
faze u nékolika druhd bakterif. Nejlépe byl tento fenomén
popsan u druht Escherichia coli a Bacillus subtilis. Ani u téchto
dvou druht vSak neni mutageneze stacionarni fize uni-
verzalni, protoze se vyskytuje pouze u nékterych kment
téchto druhd. V jedné studii bylo zkoumino 787 kment
E. coli izolovanych z velmi rozdilnych pfirodnich podminek
po celém svété. Kdyz byly jednotlivé kmeny testovany na
mutagenezi stacionarni fize béhem sedmidenniho
hladovéni, urdity stupefl mutageneze stacionarni fize se
projevil u 80 % z nich. Nicméné Cetnosti indukovanych
mutaci se velice lisily kmen od kmene.

Pokud bakterie, jako napiiklad E. cli, z davodad
hladovéni nebo jinych nepfiznivych Zivotnich podminek
vstoupi do stacionarni fize, dochdzi k indukci mechanizmu
chybujici opravy DNA oznaované jako SOS odpovéd (viz
Mechanizmy opravy DNA). V rimci SOS odpovédi se akti-
vuji geny kodujici proteiny zapojené do procestt metabo-
lizmu DNA - replikace, rekombinace a opravy DNA.
Neékteré z indukovanych proteint se podileji na opravé
poskozené DNA pomoci rekombinace; jiné pasobi jako
chybujici (error-prone) DNA-polymerazy (IV a 'V u E. cli),
které umoznujf replikaci pres poskozené segmenty DNA,
a tim i vznik mutaci. Ac¢koliv mechanizmus SOS odpovédi
zjevné odpovidd za nékteré mutace staciondrni fize,
soucasné studie prokizaly pfitomnost takovychto mutaci
i u bakteridlnich kmeng, kterym zdkladni komponenty sys-
tému SOS odpovédi chybi. I jiné price prokazaly existenci
vicendsobnych drah mutageneze stacionarni fize.

V soucasnosti jiz mazeme udinit zavér, ze adaptivni
mutageneze nebo mutageneze staciondrni fize je u bakterif

Obr. 13.4 1+ Obnoveni plvodniho standardniho fenotypu organizmu
se muze uskutecnit pomoci (1) zpétné nebo (2) supresorové mutace
(pro jednoduchost zndzornéno na stejném chromozomu). Nékteré
mutace mohou revertovat na standardni fenotyp obéma mechanizmy.
Revertanti obou typUl se daji rozlisit zpétnym kiizenim

s pvodnim standardnim jedincem. Pokud vznikla zpétna mutace,
vsechno potomstvo zpétného kiizeni bude mit standardni fenotyp.
Pti vzniku supresorové mutace budou mit néktefi potomci zpétného
kFizeni mutantni fenotyp.

Siroce rozsifend a pfispiva k jejich schopnosti adaptace na
rizné zivotni podminky. Nicméné molekularni mechaniz-
mus, jakym mutageneze stacionarni fize vznikd, vyzaduje
dals$i vyzkumy, stejné jako otazka vyskytu tohoto fenoménu
u dalsich druhd. PfestoZe jiz existujf diikazy o vyskytu muta-
geneze stacionarn{ fize u kvasinek a o pfitomnosti chybu-
jict, tj. error-prone DNA-polymerizy u eukaryot, moznost
vyskytu podobnych procesd u vy$sich cukaryot zGstava
zatim neprozkoumana.

MUTACE: REVERZIBILNi PROCES

Jak jsmessi jiz dffve ukdzali, mutace standardnfho genu méze
zpusobit vznik mutantn{ alely, kterd vede k abnormalnimu
fenotypu. Mutantn{ alela v§ak miZze mutovat zpét na formu,
ktera obnovuje standardn{ fenotyp. To znamen4, Ze mutace
je reverzibilni proces.

Mutace standardniho genu do formy, ktera je pficinou
mutantniho fenotypu, se nazyva primd mutace. Rozliseni
mutantniho a standardniho fenotypu je n¢kdy dosti subjek-
tivni, jelikoZ oba mohou pfedstavovat dva sice odlisné, aviak
normalni fenotypy. Jako piiklad mtZe slouzit barva odi
u ¢lovéka: Genetici povazuji alely pro hnédou i modrou
barvu za standardni, pokud se v§ak populace bude sklddat
téméf vyhradné z hnédookych jedinct, pak je mozné alelu
pro modré zbarveni o&i povaZovat za mutantni. Pokud
druhi mutace obnovuje pavodn{ fenotyp, ktery byl
pfedchozi mutaci zménén, pak se takovy proces oznaluje
jako reverze neboli reverzni mutace. Reverze mize probihat
dvéma zptsoby: (1) pomoci zpétné mutace — tj. druhé
mutace vzniklé ve stejném misté genu jako pivodni mutace
—, kterd obnovuje ptvodni sckvenci nukleotidd, nebo
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(2) vznikem supresorové mutace, tj. druhé mutace, kterd se
nachiz{ v jiné oblasti genomu, ale svym plsobenim
vyrovnava cfekt prvni mutace (obr.13.4). Zpétnd mutace
obnovuje pivodn{ nukleotidovou sekvenci standardniho
genu, zatimco supresorova mutace ne. Supresorova mutace
se mlze nachdzet v rdznych oblastech stejného genu jako
mutace ptvodni, ale i v jinych genech nebo na jinych chro-
mozomech. Nékteré mutace primarné revertuji pomoci
zpétnych mutaci, zatimco jiné revertuji téméf vyhradné
prostifednictvim mutaci{ supresorovych. V genetickych
studiich se Casto rozlisuji tyto dvé moznosti na zikladé
zpétného kifZzeni mezi fenotypovym revertantem
a pivodnim standardnim organizmem. Pokud byl stan-
dardni fenotyp obnoven pomoci supresorové mutace,
pavodni mutace bude v potomstvu neustile pfitomna a lze
ji odlisit od supresorové mutace pomoci rekombinace
(obr.13.4). Jestlize byl standardni fenotyp obnoven
zpétnou mutaci, v§ichni potomci po zpétném kfizeni budou
mit standardnf{ fenotyp.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY

Mutace se vyskytuji jak v zarodecnych, tak i somatickych burikach,
avsak do potomstva se prenaSeji pouze mutace v burikach
zarodecnych.

Mutace mohou vznikat spontanné, nebo mohou byt indukovany
mutagennim latkami v prostredi.

Mutace je obvykle neadaptivni proces, pfi kterém jsou podminkami
prostfedi vybirani jednici s preexistujicimi, nahodné vzniklymi
mutacemi.

Adaptivni mutageneze neboli mutageneze staciondrni faze se
vyskytuje u bakterii, které byly vystaveny stresovym podminkam,
jako je naptiklad nedostatek Zivin.

Obnoveni standardniho fenotypu u mutantniho organizmu je
disledkem zpétné nebo supresorové mutace.

Fenotypové ucinky mutaci

Uc¢inky mutaci na fenotyp sahaji od nepozorovatelnych zmén aZ po letalitu.

Utinky mutaci na fenotyp sahajf od nepatrnych zmén
detekovatelnych pouze specidlnimi genetickymi nebo bio-
chemickymi metodami pfes vyrazné zmény v morfologii az
po letalitu. Gen je tvofen sekvenci nukleotidovych pard,
kterda obvykle koéduje specificky polypeptid. Jakikoliv
mutace vznikld uvniti’ daného genu vytvofi novou alelu
tohoto genu. Geny obsahujici mutace bez fenotypového
projevu nebo s minimalnimi G&inky, které mohou byt dete-
kovany pouze pomoci specidlnich technik, se nazyvaji izo-
alely. Jiné mutace vytvifeji nulové alely, coz znamena, Ze
produkty mutovanych gent nejsou funkéni, poptipadé se
vibec netvoif. Pokud se mutace tohoto typu vyskytnou
v genech potfebnych pro rlst a vyvoj organizmu, pak je-
dinci homozygotni pro tuto mutaci nepfeziji. Takové
mutace se pak oznadujf jako recesivné letalni.

X X XY
Obr. 13.5 * Zména v poméru pohlavi zptsobend X-vazanou recesivni

letalni mutaci. Samicky heterozygotni pro X-vazanou recesivni letalni
mutaci budou tvorit samici a samci potomstvo v poméru 2 : 1.

Mutace mohou byt recesivni nebo dominantni. U mono-
ploidnich organizmd, jako naptiklad u nékterych vira ¢i
bakterif, mohou byt jak recesivni, tak i dominantni mutace
rozpoznany podle vlivu na fenotyp organizmu, u kterého se
vyskytuji. U diploidnich organizm, jako napiiklad u dro-
zofily au ¢lovéka, povedou recesivni mutace ke zméné feno-

prekurzor ——— meziprodukt,

—— meziprodukt, ———= produkt

enzymA enzym B enzym C
genA gen B genC

standardni alela C

i mutace i mutace l mutace

mutantni alela a mutantni alela b mutantni alela ¢

: : :

inaktivni enzym a inaktivni enzym b inaktivni enzym ¢
v homozygotnim stavu v homozygotnim stavu v homozygotnim stavu

aa bb cc

prekurzor % meziprodukt, % meziprodukt, % produkt

Obr. 13.6 Recesivni mutantni alely ¢asto zpUsobuji zablokovani
metabolickych drah. Drahy se mohou sklddat pouze z nékolika krokda,
tak jako je vyobrazeno zde, mohou vsak byt i velmi komplikované.
Standardni alela kazdého genu obvykle kéduje funkéni enzym
katalyzujici pfisluSnou reakci. VétSina mutaci standardnich gent vede
k tvorbé pozménénych forem enzym se snizenou nebo vibec Zadnou
aktivitou. V homozygotnim stavu pak tyto mutantni alely zptsobuji

v dUsledku nedostatku enzymatické aktivity zablokovani (-»-)
prislusné metabolické drahy.

standardni alela A standardni alela B



354 Kapitola 13 Mutace, oprava DNA a rekombinace

mutace

Sstandardni* mutantni Y

alela genu ] alela genu |
.. mitoticky nebo meioticky chromozom ..

I T~ ! T~

1
1 T~
i GAG TUe. R0
DNA WM - MWM 0 Geneticka informace
cTC

je ulozena v sekvenci pari bazi.

1 \\\\‘\

! Tt~

: AG -
i TC;

i transkripce l transkripce

o

Geneticka informace se vyjadfuje

mRNA [ —— GAG [—— prostrednictvim sekvence Bac

kodony  kodon, kodon, tripletovych kodoni iran]
translace v mRNA jako meziproduktu. ransiace
Ro,
polypeptid aay -agy e [T aa, 0 Ucinek genu na fenotyp aay -agy e - """"""""" aa
(aktivni, ,standardni“ produkt genu) Je zprostredkovan specifickou (inaktivni mutantni produkt genu)

sekvenci aminokyselin (aa)
v polypeptidovém genovém produktu.

Obr. 13.7 Prehled mutacniho procesu a exprese standardni a mutantni alely. Mutace méni

sekvence nukleotidovych para v genech, které pak méni sekvence aminokyselin

v polypeptidovych fetézcich kddovanych témito geny. Par bazi G:C (vlevo nahore) byl mutaci
zménén na par A:T (vpravo nahofe). Tato mutace zméni jeden kodon v mRNA z CAG na AAG
a jednu aminokyselinu v polypeptidovém produktu z kyseliny glutamové (glu) na lyzin (lys).

Takovéd zdména casto vede k nefunkénim genovym produktim.

typu pouze tehdy, pokud budou pifitomny v homozygotnim
stavu. U diploidnich organizm@ proto vétSinu recesivnich
mutaci nem@Zzeme v okamziku jejich vzniku rozpoznat,
protoze budou pfitomny v heterozygotnim stavu. Vyjimku
tvoif X-vizané recesivni mutace; ty se projevuji v hemizy-
gotnim stavu u organizmi s heterogametickym pohlavim
(napfiklad u muzt & u samelkd drozofily nebo u samic
ptak). X-vizané recesivni letdlni{ mutace méni pomér
pohlavi potomkd, protoze hemizygotni jedinci s takovou
letdln{ mutaci nepfezivaji (obr. 13.5).

MUTACE S FENOTYPOVYMI UCINKY: OBVYKLE
SKODLIVE A RECESIVNI

Vétsina z tisicth mutaci, které genetici odhalili a prostudovali,
jsou Skodlivé mutace recesivntho typu. Tento zavér se da
olekavat, pokud vezmemevavahuznima fakta o genetickém
fizenf metabolizmu a technikich schopnych mutace
identifikovat. Jak jsme se dozvédéli v kapitole 11, podstatou
metabolizmu je kaskidda chemickych reakei, pfi niz je kazdy
krok katalyzovan specifickym enzymem kdédovanym jednim
nebo vice geny. Mutace v téchto genech &asto vedou
k blokidim rGznych metabolickych drah (obr.13.6). Tyto
blokady vznikaji diky tomu, Ze zmény v parovani baz{
v sekvencich gent dasto zplsobuji zmény v sekvencich
aminokyselin v polypetidovych fetézcich (obr.13.7), které
mohou vyUstit ve vznik nefunkénich produktt (obr. 13.6).
A pravé to jsou nejéastéji pozorované Géinky snadno

detekovatelnych mutaci. Jestlize mame standardn{ alelu,
kterd kdduje aktivni enzym, a mutantn{ alelu kddujicf méné
aktivni nebo nefunkéni enzym, je zjevné, prol vétsina
pozorovanych mutaci byvd recesivnich. Pokud burtika
obsahuje aktivni i neaktivni formu daného enzymu, bude
aktivn{ forma obvykle katalyzovat reakci dostate¢né. Proto
bude alela zodpovédni za aktivni produkt dominantni
a mutantn{ alela k6dujici neaktivn{ produkt bude recesivni
(kapitola 4).

Diky tomu, Ze geneticky kod je degenerovany (kapitola
12), mnoho mutac{ na fenotyp oragnizmu nema vliv. Takové
mutace se oznalujf jako mutace neutralni. Pro¢ tedy vétsina
mutaci s fenotypové rozpoznatelnymi Glinky vede ke
snizenf, nebo aZz zistavé aktivity genovych produktd?
Uvédomme si, Ze standardn{ alela genu kédujictho stan-
dardnf enzym nebo strukturn{ protein byla pro optimalni{
aktivitu vyselektovina v prabéhu evoluce. Proto se
v dasledku mutaci, zptasobenych nihodnymi zménami ve
vysoce adaptované sckvenci aminokyselin, budou tvofit
obvykle méné aktivni nebo zcela neaktivni produkty.
Analogii si mGZeme ptredstavit v néjakém slozitém, peclivé
navrzeném zafizeni, jako je naptiklad poditaé nebo auto.
Pokud nihodné modifikujeme zikladni komponenty,
pravdépodobné nebude stroj pracovat stejné efektivné jako
pted zménou. Tento pohled na mutace a na interakce mezi
standardnimi a mutantnimi alelami dobfe odpovida pozo-
rovani, Ze vét§ina mutaci s rozeznatelnym fenotypovymi
Glinky jsou mutace recesivni a $kodlivé.
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UCINKY MUTACI V GENECH KODUJICICH GLOBINY
U CLOVEKA

Mutace v genech zodpovédnych za tvorbu hemoglobinu
u ¢lovéka jsou nizornym piikladem skodlivych G&inkd
mutaci. V kapitolach 1 a 12 jsme se seznimili se strukturou
hemoglobinu a negativnimi dopady jedné z hemoglo-
binovych variant, srpkovité anémie. Pfipomeneme si, Ze
hlavn{ forma molekuly hemoglobinu u dospélych (hemo-
globin A) se skldda ze dvou identickych alfa (o) a dvou
identickych beta (3) fetézcli. Kazdy a-polypeptid je tvotfen
specifickou sekvenci 141 aminokyselin, zatimco strukturu
B-fetézch tvoif 146 aminokyselin. Podobnost mezi sckven-
cemi aminokyselin téchto fetézct (a tim i mezi strukturnimi
geny, které tyto fetézce koduji) je povazovina za dikaz
vyvoje obou fetézcl ze spoleéného predka.

V lidskych populacich bylo popsino mnoho variant
hemoglobinu dospélych, nékteré s raznymi fenotypovymi
projevy. Mnoho téchto variant bylo paivodné nalezeno diky
zméné jejich elektroforetického chovini (pohyb v elektric-
kém polivdisledku zmény naboje —viz kapitola 9). Varianty
hemoglobinu jsou vybornym pifkladem ptsobeni mutaci
na strukturu a funkci gent a jejich produktd a navic ukiz-
kou projevu takovych mutaci ve fenotypu postizenych
jedincd.

Kdyz byly popsiny a porovniny sckvence aminokyselin
B-fetézcl hemoglobinu A a hemoglobinu pacientd se srp-
kovitou anémif (hemoglobin S), uk4zalo se, Ze¢ hemoglobin
S se lisf od hemoglobinu A pouze jedinou aminokyselinou.
Sesta aminokyselina od N-konce B-fetézce hemoglobinu
A je negativné nabitd kyselina glutamova, zatimco u hemo-
globinu S je na tomto misté valin (v neutrdlnim pH bez
ndboje). a-fetézce jsou u hemoglobinu A i hemoglobinu
S identické. Zaména jedné aminokyseliny za jinou vjednom
polypeptidovém fetézci tak mize mit zdvazné Glinky na
fenotyp.

V piipadé hemoglobinu S substituce valinu za kyselinu
glutamovou na$esté pozici 3-fetézce umoznuje tvorbu nové
vazby, kterd mén{ konformaci proteinu a vede k agregaci
hemoglobinovych molekul. Tato zména zptsobuje velmi
abnormalni (srpkovity) tvar Cervenych krvinek. Mutaéni
zména alely HBB", ktera vedla ke vzniku alely HBB?, byla
substituce nukleotidového paru T:A za AT, s tyminem
v pfepisovaném fetézci v prvnim pfipadé a adeninem
ve druhém piipadé (viz obr.1.9). Tato substituce paru baz{
ve sméru A:T — T:A byla nejdfive pfedpovézena na zdkladé
Gdaji o sckvenci aminokyselin a informaci o kodonech
téchto aminokyselin, pozdéji byla ovéfena i pomoci sckve-
novanf alel HBB*a HBB®.

V soulasné dobé¢ je znimo vice nez 100 hemoglo-
binovych variant s riznymi zménami v sckvenci aminokyse-
linv{3-fetézci(viz Genomika nawebu nakonci této kapitoly).
VEtsina z nich se lisf od normalnfho 3-fetézce hemoglobinu
A ziménou jedné aminokyseliny, u nékterych jsou sub-
stituoviny aminokyseliny dvé. Bylo nalezeno také mnoho
variant a-fetézcul.

Priklady hemoglobinu dokazujf, Ze mutace je proces,
pfi kterém zmény ve struktufe genu, ¢asto pouze v jednom
nebo nékolika parech bazi, mohou zptisobovat zmény v sek-
venci aminokyselin polypeptidového genového produktu.
Tyto modifikace ve struktufe proteinu nisledné zptsobuji
zmény ve fenotypu, které rozezniavime jako mutace.

MUTACE U CLOVEKA: BLOKADY METABOLICKYCH
DRAH

Vkapitole 4 jsme fesili genetické fizenf metabolickych drah,
ve kterych je kazdy krok katalyzovin enzymem kédovanym
jednim nebo vice geny. Pokud v téchto genech vzniknou
mutace, ¢asto zpusobuji zablokoviani metabolickych drah
(viz obr. 13.6), cozvede kabnormalnim fenotyptim. Model
takto fizeného metabolizmu je stejny pro vSechny zivé
organizmy véetné ¢lovéka (viz Zaostieno na: Tay-Sachsova
choroba, détska tragédie).

Utinky mutaci na lidsky metabolizmus si méZeme
demonstrovat na jakékoli virtudlni metabolické draze.
Obzvlasté dobrym piikladem je metabolizmus aromatic-
kych aminokyselin fenylalaninu a tyrozinu, nebot nékteré
diivéjsi studie odhalily mutace zpuasobujici zablokovani
téchto metabolickych drah (viz Milnfky genetiky: Garro-
dovy vyzkumy vrozenych poruch metabolizmu, kapitola 4).
Fenylalanin a tyrozin jsou esencidlni aminokyseliny potfe-
bné pro syntézu proteint. U ¢lovéka se tyto aminokyseliny
nesyntetizuji de novo, tak jako napiiklad u mikroorganizmd,
a proto se musi ob¢ tyto aminokyseliny ziskavat z bilkovin
obsazenych v potravé.

Nejlépe prozkoumanou dédiénou poruchou fenyl-
alanin-tyrozinového metabolizmu je fenylketonurie, auto-
zomove recesivni onemocnéni, jehoz pfi¢inou je nepfii-
tomnost enzymu fenylalaninhydroxylazy, ktery pfeménuje
fenylalanin na tyrozin. U novorozencl postizenych
fenylketonurif musi byt dodrzovina pfisnd dieta s mi-
nimilnim obsahem fenylalaninu, jinak se u nich mtze
vyvinout zivazna mentaln{ retardace (viz Milniky genetiky,
kapitola 4). Prvn{ dédi¢nd porucha fenylalanin-tyrozinové
metabolické drihy studovand u lidif byla alkaptonurie, ktera
je zpusobena autozomové recesivni mutaci inaktivujici
enzym homogentizatoxidazu. Alkaptonurie hraje dlezitou
roli v evoluci pojeti genu (viz Milniky genetiky, kapitola 4).

Mutace v genech kédujicich enzymy pro katabolizmus
tyrozinu jsou pfic¢inou dvou dal$ich autozomové recesivnich
chorob. Tyrozindza je zplsobena nedostatkem enzymu
tyrozintransaminazy, u tyrozinémie chybi enzym 4-hydroxy-
fenylpyruvitoxidiaza. Oba enzymy rozklddaji tyrozin na
CO, a H,0O. Tyrozindza je velmi vzacna, zatim bylo prostu-
dovano pouze nékolik pfipadd. Jedinci postizeni touto
chorobou maji zvy$enou hladinu tyrozinu v krvi a modi
a projevuje se u nich i Siroké spektrum vrozenych abnor-
malit. Charakteristickymi znaky tyrozinémie jsou zvySené
hladiny jak tyrozinu, tak i 4-hydroxyfenylpyruvitoxidizy
v krvi 2 modi. VétSina novorozencl s tyrozinémii umird
v prabéhu Sesti mésict od porodu na selhinf{ jater.
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ZAOSTRENO NA:Tay-Sachsova choroba, détska tragédie

Tay-Sachsova choroba je mezi viemi lidskymi dédi¢nymi chorobami
povazovana za jednu z nejtragictéjsich. Novorozenci homozygotni
v mutantnim genu zodpovédném za toto onemocnéni jsou pfi porodu
normalni. Avsak béhem nékolika mésict zacnou hypersenzitivné
reagovat na hlasité zvuky a na sitnici oka se vytvori cervend skvrna.
Tyto rané symptomy onemocnéni casto uniknou rodic¢tim i lékartim.
Ve véku Sesti mésicll aZ jednoho roku dochazi u déti postizenych
Tay-Sachsovou chorobou k postupné neurologické degeneraci, kterd
se rychle rozvine v mentalni retardaci. DalSimi prlvodnimi jevy pak
byva slepota, hluchota a celkova ztrata kontroly télesnych funkci.
Béhem dvou let jsou déti zcela neschopny pohybu a rozvijeji se u nich
chronické infekce dychacich cest. Obvykle umiraji béhem tretiho az
Ctvrtého roku Zivota.

Prestoze je znam molekularni defekt zodpovédny za Tay-Sachsovu
chorobu, v soucasnosti zadna efektivni Iécba tohoto onemocnéni
neexistuje. Jedinym pozitivem Tay-Sachsovy choroby je jeji vzacny
vyskyt ve vétsiné populaci. Vyjimku vsak tvori stfedoevropska vétev
Zida, tzv. Askenazové a jejich potomci. Tay-Sachsova choroba v této
populaci postihuje v praméru 1 z 3600 narozenych déti a kazdy 30.
dospély v této populaci je heterozygotnim prenasecem mutantni alely.
Pokud dva jedinci z této populace uzaviou sfiatek, je pravdépodobnost,
Ze oba dva ponesou mutantni alelu, asi 1 : 1000 (0,033 x 0,033),
a pokud jsou oba dva prenaseci této mutace, pak v priméru jedna
Ctvrtina jejich potomkd budou homozygoti v mutovaném genu
a rozvine se u nich Tay-Sachsova choroba.

Za mutace zpusobuijici Tay-Sachsovu chorobu je zodpovédny gen
HEXA, ktery koduje enzym hexozaminiddzu-A. Tento enzym Stépi
komplex lipid& zvany gangliozid Gy;, na mensi gangliozid (Gy;s)
a N-acetyl-D-galaktozamin, jak je zndzornéno na obr. 1.

Funkci komplexu gangliozid Gy, je chranit nervové bunky,
izolovat je od vzruchl v okolnich burikach, a tim urychlovat prenos
nervovych impulzt. Absence enzymu Stépiciho gangliozid Gy,
zpusobuje akumulaci tohoto komplexu na povrchu nervovych bunék,
takZe tyto buriky jsou pak doslova uduseny. Nahromadéni komplexu
lipidd na neuronech blokuje jejich funkce, coz vede k poskozeni
nervového systému a nasledné paralyze.

Prestoze Tay-Sachsova choroba byla popsana Warrenem Tayem
uz v roce 1881 a jeji biochemicka podstata je znama vice nez 20 let,
efektivni léc¢ba tohoto tragického onemocnéni stale neexistuje.
Zatimco nékteré dédicné poruchy se daji 1é¢it pomoci enzymové

gangliozid Gy,: N-acetyl-D-galaktozamin—
(3-1,4,-galakt6zo-3-1,4-gluk6zo-3-1,1-ceramid
|
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]

N-acetylneuraminova kyselina
hexozaminidaza A ’F Tay-Sachsova choroba

N-acetyl-D-galaktozamin
+
gangliozid Gy3:
galaktlézo-B-1 ,4-glukdzo-3-1,1-ceramid
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N-acetylneuraminova kyselina

Obr. 1 Metabolicky defekt zptsobujici u lidi Tay-Sachsovu chorobu.

terapie (= doddvanim chybéjictho enzymu pacientlim), tento postup
neni pro Tay-Sachsovu chorobu Gcinny, protoze enzym nepronikne
bariérou oddélujici mozkové buriky od obéhového systému.
V soucasnosti neni mozné pouzit ani techniku genové terapie
somatickych bunék, kterd poskytuje pacientdm funkcni kopie
poskozenych genl (kapitola 16), protoZe zatim neexistuje vhodna
metoda pro vnaseni gent do neurond. Dodnes nebylo presné
popsano, které nervové buriky jsou zodpovédné za neurologickou
degeneraci vyskytujici se u déti s touto chorobou.

Prenatélné mzeme Tay-Sachsovu chorobu odhalovat pomoci
amniocentézy (kapitola 6) a tato technika se také Siroce vyuziva.
Neddvno byl vyvinut citlivy test DNA, ktery védcim umozniuje
detekovat mutantni gen zpUsobujici Tay-Sachsovu chorobu na
zakladé DNA izolované z jediné burky (kapitola 17). Tento test se
provadi pfi oplozeni in vitro a je zaloZzen na screeningu embrya
tvoreného osmi burikami. Pro test DNA se pouZije pouze jedna burika,
zbylych sedm se normalné vyviji v embryo, které je pak implantovano
do délohy matky. Implantovana jsou pouze takova embrya, ktera jsou
v testu normalni, tj. nejsou homozygotni pro smrtelny gen Tay-Sachsovy
choroby. Tato metoda (nazyvana preimplantacni geneticka diagnostika
— pozn. prekl.) umoZnuje rodi¢tim, ktefi jsou oba pfenaseci mutantni
alely, mit déti, aniz by se museli obavat, Ze se narodi s Tay-Sachsovou
chorobou.

Albinizmus, porucha zplsobena absenci pigmentace
ktze, vlast a o&i, je disledkem mutaci blokujicich pfeménu
tyrozinu na tmavy pigment melanin (viz Milnfky genetiky,
kapitola 4). Jedna z variant albinizmu je zptsobena absenci
enzymu tyrozinazy, ktery katalyzuje prvnf krok syntézy me-
laninu z tyrozinu. Ostatn{ typy albinizmu jsou zptsobeny
zablokovanim nékterého z dalsich krok pfemény tyrozinu
na melanin. Albinizmus se dédf jako autozomové recesivni

znak; heterozygoti maji obvykle normaln{ Groven pigmen-
tace. Proto dva jednici postizeni albinizmem, kteff majf
mutace v riznych genech, budou mit déti s normélni pig-
mentaci.

Studium jedné metabolické drihy, fenylalanin-tyro-
zinového metabolizmu, tak odhalilo pét raznych dédi¢nych
chorob, které jsou zplsobeny mutacemi v genech fidicich
jednotlivé kroky této drihy. Podobné piiklady genetické
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Obr. 13.8

Zjednodusené schéma morfogeneze bakteriofaga T4. Hlavicka, bicik a vlakna

bi¢iku jsou utvareny oddélenymi drahami a poté jsou ve findlnich stadiich morfogeneze
spojeny. Sekvence pocatecnich fazi tvorby hlavi¢ky a biciku jsou jiz zndmy, avsak zde jsou kvali

stru¢nosti a prehlednosti vynechény.

kontroly metabolizmu mutzeme ziskat zkoumanim jakéko-
liv jiné metabolické drihy u ¢lovéka.

PODMINENE LETALNI MUTACE JAKO EFEKTIVNI
NASTROJ GENETICKYCH STUDII

Ze viech mutaci — od izoalel a7 k letdlnim mutacim — jsou
z hlediska genetickych studif nejuziteénéjsi podminéné
letalni mutace. Tyto mutace jsou (1) letdln{ v jednom, tzv.
restriktivnim prostiedi, ale jsou (2) sluéitelné se Zivotem
v jiném, tzv. permisivnin prostiedi. Podminéné letdlnf mutace
umoziuji genetikim identifikovat a studovat mutace
esencidlnich (Zivotné diilezitych) gend, které vedou k Gplné
ztraté aktivity genového produktu i u haploidnich
organizmt. Mutanti nesouci podminéné letidlni mutace se
mohou mnozit v permisivhich podminkach a informace
o funkénich produktech genu lze odvodit z nasledkd
neschopnosti jejich rastu v restriktivnim prostiedi.
Podminéné letdlni mutace byly a jsou vyuziviny k analyzam
Sirokého spektra biologickych procest od embryonalniho
vyvoje az po fotosyntézu.

Podminéné letdlni mutanty m@zeme rozdélit podle
fentypovych projevi do t¥f hlavnich skupin na (1) auxo-
trofni mutanty, (2) teplotné senzitivni mutanty a (3) supre-
sor-senzitivni mutanty. Auxotrofni mutanti jsou takovi,
ktet{ nemohou syntetizovat nékteré zikladni metabolity
(aminokyseliny, puriny, pyrimidiny, vitaminy atd.), na rozdil
od standardnich neboli prototrofnich organizma stejného
druhu. Auxotrofn{ mutanti rostou a rozmnoZzuji se jen
tehdy, pokud je v rstovém médiu obsaZzen uréity metabolit
(permisivni prosted(); kdyZz metabolit v médiu chybf, tyto
organizmy nebudou rist (restriktivni prostfedi). Teplotné
senzitivni mutanti se budou mnozita rist pouze za uréitych
teplotnich podminek, a ne za jinych. Vétina teplotné sen-
zitivnich mutantd je citlivd na teplo, nicméné je znimo
i nékolik mutantd citlivych na chlad. Citlivost na teplotu
obvyklevznikdvdasledkuzvysené teplotninebo chladové ne-
stability produktu mutantniho genu — napiiklad enzymu —,

ktery je aktivni pfi nizké teploté, ale ¢asteéné nebo Gplné
neaktivni pfi teplotich vyssich. Obdas je citliva k teploté
pouze syntéza produktu, jakmile je produkt mutantniho
genu nasyntetizovan, muaze byt stejné stabiln{ jako produkt
genu standardniho. Supresor-senzitivhi mutanti jsou
Zivotaschopni, pokud je pfitomen dalsi geneticky faktor —
supresor, ale nepfezivajf, pokud supresor chybi. Supresorovy
gen mize kompenzovat nebo napravovat poruchu ve feno-
typu zpuisobenou supresor-senzitivn{ mutaci, nebo mize
zpusobit, Ze genovy produkt zménény mutaci nebude ne-
zbytny. S jednou skupinou supresor-senzitivnich mutacf,
mutacemi amber, jsme se jiz setkali v kapitole 12.

Pojdme se nyn{ bliZe sezndmit s tim, jak 1ze podminéné
letalni mutace vyuZzit pro zkoumani biologickych procest
—Iépe feceno pro analyzu jejich jednotlivych &asti ¢i krokd.
Predstavme si jednoduchou biosyntetickou drihu:

gen A gen B
enzym A enzym B

prekurzor X —— meziproduktY —» produkt Z

Meziprodukt Yvznikd z prekurzoru X reakef katalyzovanou
enzymem A kédovanym genem A. Meziprodukt Y vSak
muze byt rychle pfeménén enzymem B, produktem genu B,
na vysledny produkt Z. Pokud se tak stane, meziprodukt Y
je pfitomen jen v malém mnozstvi a v kratkém Casovém
Gseku, a je proto té€zké ho izolovat a charakterizovat. Avsak
jestlize u mutantniho organizmu vznikla mutace v genu B,
a enzym B je diky takové mutaci neaktivni nebo se viibec
nevytvafi, miZe se meziprodukt Y hromadit v mnohem
vyssich koncentracich, coz usnadiiuje jeho izolaci a dals{
charakterizaci. Podobnym zpisobem nim miZe pomoci
mutace genu A pfi identifikaci prekurzoru X. Timto
zplsobem se Casto analyzuji kaskidy jednotlivych kroku
dané metabolické drahy.

Morfogeneze u Zivych organizmt probiha po &istech
postupnym pfidivinim proteind k makromolekuldrnim
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strukturdm, které tvoif findlni trojrozmérné konformace.
Posloupnost pfidivani proteinG se da ¢asto uréit diky
mutantnim organizmm, které maji poruchy v genech
kédujicich proteiny zapojené do procest morfogeneze.
Protoze vhodn4 mutace mize eliminovat aktivitu jednoho
polypeptidu, poskytuji mutace Géinny néstroj, kterym lze
provést analyzu komplexnich biologickych procest — tj.
rozdélit procesy na jejich jednotlivé ¢asti, a usnadnit tak
jejich dal$f vyzkum.

Védecky potencidl mutaéni analyzy biologickych
procest lze elegantné dokumentovat na vyzkumu Roberta
Edgara, Jonathana Kinga, Williama Wooda a kolegt, ktef{
vytesili kompletni morfogenetickou drahu bakteriofiga T4.
Tohoto sloZitého procesu se Glastni produkty asi 50 gent
z celkového poctu zhruba 200 gent tvoficich genom figa
T4.Kazdy z gent kdéduje strukturni protein viru nebo enzym
katalyzujici jeden nebo vice krok v morfogenetické draze.
Kompletn{ morfogenetickou drihu figa T4 popsali Edgar,
King, Wood a spolupracovnici tak, Ze (1) izolovali mutantn{
kmeny figa T4 s teplotné senzitivhimi a supresor-senzi-
tivnimi podminénéletdlnimi mutacemivkazdém z ptiblizné
50 genti a (2) uzili elektronovou mikroskopii a biochemické
techniky pro analyzu struktur, které se hromadily pfi
péstovaini mutantnich kmen® v restriktivnim prostfedi
(obr.13.8).

Pomoci mutaénich studif bylo Gspésné analyzovino
mnoho dalsich biologickych procesi. U rostlin byla
napiiklad timto zplGsobem vysvétlena kaskida pfenosu
clektron béhem fotosyntézy a u bakterii draha fixace
dusiku. V soucasné dobé vnasi mutaéni analyzy nové
pohledy do procest diferenciace a vyvoje u vyssich rostlin
a u zivolicht (kapitola 21). V&dci také pouZivaji mutace
kanalyze chovaniauéeniu drozofily. Vpodstaté Ize mutaéni
analyzu pouzit k prozkoumani jakéhokoliv biologického
procesu. JelikoZ u kazdého genu miiZe byt mutaci navozen
nefunkéni stav, je pouziti mutaéni analyzy biologickych
procest limitovano pouze schopnosti védcl najit vhodné
typy mutaci pro konkrétni Géely.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY

Ucinky mutaci na fenotyp Zivych organizm( sahaji od minimalnich
zmén az po letalitu.

Vétsina mutaci plsobi na fenotyp prostiednictvim zmény sekvence
aminokyselin v polypeptidech, primarnich produktech gend.

Mutantni polypeptidy zptsobuji zablokovani metabolickych drah.

Podminéné letdlni mutace jsou Uc¢innym ndstrojem pro analyzu
biologickych procest.

- Molekularni podstata mutaci

Mutace méni nukleotidovou sekvenci genl rlznymi zpGsoby, naptiklad zaménou
jednoho paru bazi za jiny nebo deleci ¢i inzerci jednoho ¢i nékolika pard bazi.

Kdyz Watson a Crick popsali dvousroubovicovou struk-
turu DNA a navrhli semikonzervativni zptsob jeji replikace,
ktery je zaloZen na specifickém parovani baz{ zajistujicim
pfesny prenos genetické informace z generace na generaci,
navrhli také mechanizmus, ktery vysvétluje vznik spontan-
nich mutaci. Watson a Crick poukizali na to, Ze struktury
bazi v DNA nejsou statické. Vodikové atomy mohou
pfechizet z jedné pozice purinu nebo pyrimidinu na jinou
pozici — napfifklad z aminoskupiny na dusfkaty kruh.
Takovéto chemické zmény se oznaluji jako tautomerni
presmyky. Ackoliv jsou tautomerni pfesmyky vzicné,
mohou mit daleZity vyznam v metabolizmu DNA, protoze
nékteré z nich méni zplsob pirovani bazi. Struktury
nukleotidd, které byly uvedeny v kapitole 9, pfedstavuji
bézné, stabilni formy, pii nichZ se adenin vzdy paruje s tymi-
nem a guanin vzdy s cytozinem. Tyto stabilni ketoformy
tyminu a guaninu a aminoformy adeninu a cytozinu mohou
obcas prodélat tautomerni pfesmyky, které vedou k méné
stabilnim enol- a iminoformim a naopak (obr.13.9).
Piedpokladi se, Ze baze existuji v jejich méné stabilnich tau-
tomernich formich pouze kritkou dobu. Nicméné pokud
bude bize existovat v této formé v okamziku replikace nebo
pti zalletiovini do nové vznikajictho fetézce DNA, mize

vzniknout mutace. Pokud se baze vyskytuji v jejich nestabil-
nich imino- nebo enolformich, vytvafi pary bazi adenin-
-cytozin a guanin-tymin (obr.13.10a). Toto pirovini{
povede po dalsim cyklu replikace, pfi némz dojde k oddélent
chybné sparovanych bazi, k ziméné part bazi A:T za G:C
nebo G:C za A:T (obr. 13.10b).

Mutace vznikajici v disledku tautomernich presmyka
bazi v DNA zptsobuji ziménu purinového nukleotidu
vjednom fetézci za jiny purinovy a zaménu pyrimidinového
nukleotidu v protilehlém fetézci za jiny pyrimidinovy.
Takova ziména paru bazi se oznaduje jako tranzice. Ziména
purinového nukleotidu za pyrimidinovy a naopak pyrimidi-
nového za purinovy se oznacuje jako transverze. Pro kazdy
par baz{ existuji tfi mozné typy substituci — jedna tranzice
a dv¢ transverze. Celkové jsou tedy mozné Ctyfi razné tran-
zice a osm rlznych transverzi (obr. 13.11a). Dal$im typem
bodovych mutaci jsou inzerce nebo delece jednoho nebo
vice part bazi. Mutace zptsobené inzercemi nebo delecemi
se souhrnné oznacujf jako posunové mutace, protoze ménfi
Etecl ramec viech tripletd v genu (triplety DNA uréuji
kodony v mRNA a aminokyseliny v polypeptidovém
produktu gentl) od mista, ve kterém mutace vznikla
(obr.13.11b).
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Vsechny tfi typy bodovych mutaci — tranzice, transverze
a posunové mutace — nachdzime u mutaci, které vznikaji
spontanné. Je prekvapivé, ze velky podil spontinnich
mutaci, které byly prostudovany, tvofi spise inzerce a delece
jednoho péaru bdzi nez zimény part bazi. Tyto posunové
mutace vedou totiz témét vZdy k syntéze nefunkénich geno-
vych produktd.

Aclkoliv zbyvi jesté spousta véci, které je tfeba objasnit
z hlediska pii¢in, molekulirnich mechanizm@ a etnosti
spontannich mutaci, tfi hlavni faktory ovliviiujici vznik
téchto mutaci jsou znidmy: (1) pfesnost mechanizmu rep-
likace DNA, (2) Géinnost mechanizmt podilejicich se na
opravé poskozené DNA a (3) mira expozice mutagennim
latkam pfitomnym v prostedi. Bylo prokazano, ze poruchy
v replikaénim aparitu nebo v opravnych mechanizmech,
které jsou pod genetickou kontrolou, vedou vzdy k velkému
zvy$en{ rychlosti vzniku mutaci.

INDUKOVANE MUTACE

Mnoho pfirozené sevyskytujicich mutaci odhaliliastudovali
genetici jiz davno. AvSak teprve v roce 1927, kdyz Hermann
J. Muller objevil schopnost paprskt X indukovat mutace
u drozofily, se genetika dramaticky zménila. MozZnost
vyvolavat mutace oteviela dvefe zcela novému pifstupu
v genetické analyze. Genetici nynf mohli indukovat mutace
v genech, které je zajimaji, a pak studovat G¢inky chybéjicich
genovych produkti. MullerGv promysleny dikaz indukce
mutaci na chromozomu X u drozofily pomoci paprskd X
popisujeme v Casti Milniky genetiky: Mullerav dikaz, ze
paprsky Xjsou mutagenni. Za sviij objev ziskal Muller v roce
1946 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. Nésledny
vyzkum prokazal, Ze paprsky Xjsou mutagenni také u jinych
organizmt a ze mutagenn{ Géinky majf i dal$i &initelé —
fyzikaln{ faktory, chemické slouéeniny a transponovatelné
genetické elementy.

Paprsky X vyvolavaji v zivych tkanich celou fadu zmén.
Z téchto davodi poskytuji mutace indukované X-zarenim
jen milo informaci{ o molekulirnim mechanizmu, ktery je
odpovédny za jejich vznik. K lep§imu pochopeni vzniku
mutac{ na molekuldrni Grovni vedl az objev chemickych
mutagend se specifickymi G¢inky na DNA.

Prvni chemickou litkou, u které byl prokdzin muta-
genni Gcinek, byl hof¢iény plyn (oznacovany také jako
yperit). Mutagenni G&inky hof¢i¢ného plynu objevila
Charlotte Auerbachové se svymi spolupracovniky v pribéhu
druhé svétové vilky. Z obavy, aby nebyl hoi¢iény plyn vyuzit
jako chemicka zbran, byly tyto vysledky britskou vlidou
zatajeny. Do konce valky tak Auerbachovi a jejf spolupra-
covnici nemohli své vysledky ani publikovat, ani o nich
hovofit s jinymi genetiky. Latky, které tehdy studovala, jsou
ptikladem velké tfidy chemickych mutagend, které mohou
pfenddet své alkylové skupiny (CH;™, CH;CH,; atd.) nabize
v DNA, a nazyvaji se proto alkylaén{ latky. Obdobn¢ jako
paprsky X, i hoif¢iény plyn vsak vyvolivi v DNA mnoho

bézna tautomerni
I T
C ~C
e C — CH, No 4 > C—CH,
o < P
_>
4C\N/CH /C\N/CH
0 < 0 ~
cukr cukr
ketoforma enolforma
tymin
THZ ll\llH
_~C C
Ny 4 cH HNG 4 cH
N Z O
~ ~
cukr cukr
aminoforma iminoforma
cytozin
T|H
C
SN N
HNy G\
~ | [ e
HC C—y/
\N/ N
\
cukr
) iminoforma
adenin
l T
/(53\ _N = %\ _N
HN; G\ Ny G\
| = o ——— | | cH
Oy C \N/ —— G /C\N/
H,N N \ HN™ SN
cukr cukr
ketoforma enolforma
guanin

Obr. 13.9 I Tautomerni formy ¢ty béznych bazi v DNA. Presmyky
vodikovych atomU mezi pozicemi ¢islo 3 a 4 u pyrimidint a mezi
pozicemi ¢islo 1 a 6 u purinti méni jejich parovaci schopnosti.

zmén. V 50. letech byly objeveny chemické mutageny se spe-
cifickymi G¢inky na DNA (obr.13.12).

MUTACE INDUKOVANE CHEMICKYMI LATKAMI

Chemické mutageny mizZeme rozdélit na dvé skupiny:
(1) latky, které vyvolavaji mutace jak pfi replikaci, tak
i v nereplikujici se DNA, mezi néZ patf{ naptiklad alkylaéni
litky nebo kyselina dusitd; (2) latky, které vyvoldvaji mutace
pouze pfi replikaci DNA, kam fadime napftiklad analogy
purinovych nebo pyrimidinovych bazi, jejichZ struktura je
podobni normilnim bizim v DNA. Tyto analogy baz{ mus{
byt v prabéhu replikace zaclenény do fetézct DNA namisto
normalnich bazi, aby se projevil jejich mutagenni Géinek.
Do druhéskupiny mutagent fadime také akridinova barviva,
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vodikové vazby mezi pary A:C a G:T, které se vytvareji, pokud je cytozin
a guanin ve svych tautomernich imino- a enolformach

parovani A:C v tautomerni formé parovani G:T v tautomerni formé

Cle
H H 0
C N.. Har O 20
Hcé }Cé “H /H (,; (,: H\o
| 3 N
N N NI |
NGRS G X C
cukr (ﬁ H cukr l(') .TfG\C/N\\
¢} Il CH
cytozin tymin N '
(tautomerni iminoforma) (b&2né ketoforma) T "
cukr
H guanin

(b&Zna aminoforma) (tautomerni enolforma)

(a)
mechanizmus vzniku mutaci v DNA v disledku tautomernich presmyk
5 — 3
A C: e, standardni
vzécna tautomerni 5 g—— 3 T G CEA G
forma guaninu (G¥) ACGTC 3 - 5
S T 2 s
) ¥ 5 ACATC
5 - replikace Te ¥ A Mutantni
AgiGiTC ﬂ» replikace 3 5
T GIC EA G DNA o
3 5 5 3
rodiéovska DNA ACIGITC tandardni
(1) 5 = 3 TGICIA g  Sandardnt
ACiGITC 3 =t 5
> TGRS T -
5 . 5 5 . 3
- A CG,T C .
potgmstvo . TG CIA G standardni
vV prvni generaci . ! 5
©) potomstvo )
(b) v druhé generaci
Obr. 13.10 Ucinky tautomernich pfesmyk( v nukleotidech DNA na (a) parovani a (b) vznik

mutaci. Neobvyklé parovani bazi typu A:C a G:T znazornéné na obrazku (a) vznika také

v pfipadé, Ze tymin a adenin jsou ve svych nestabilnich enol- a iminoformach. (b) Guanin (1)
prodélava tautomerni presmyk za vzniku nestabilni enolformy (G") v priibéhu replikace DNA
(2). V enolformé se guanin paruje s tyminem (2). Béhem nasledujici replikace (3 az 4) se guanin
vraci do své stabilnéjsi ketoformy. Tymin zarazeny oproti enolformé guaninu (2) vede v dalSim
cyklu replikace k zac¢lenéni adeninu (3 az 4). Vysledkem téchto déju je zaména paru bazi z G:C

na A:T.

kterd se vmezefujf do DNA, ¢imz zvy$uji pravdépodobnost
replikaénich chyb.

Mutagenni analogy bazi jsou strukturné podobné
normalnim bazim a jsou zallefioviny do DNA béhem rep-
likace. Jejich struktura se vSak dostate¢né odliSuje od
normalnich bazi v DNA, coZ pfi replikaci zvySuje Eetnost
chybného parovani, a tim i vzniku mutaci. Dva nejbéznéji
pouzfvané analogy jsou 5-bromuracil a 2-aminopurin.
Pyrimidin 5-bromuracil je analogem tyminu; umistén{
bromu v pozici 5 je podobné umisténi metylové (CH;")
skupiny v pozici 5 u tyminu. Brom v této pozici v§ak mize
ménit rozloZzenf naboje, coz zvySuje Eetnost tautomernich
pfesmykd (viz obr.13.9). Ve stabilnéj$i ketoformé se
5-bromuracil paruje s adeninem. Pokud dojde k tautomer-
nimu pfesmyku do enolformy, piruje se 5-bromuracil

s guaninem (obr. 13.13). Mutagenn{ Géinek S-bromuracilu
je tedy stejny, jako je tomu v pfipadé tautomernich presmykd
u normalnich bazi (viz obr. 13.10b), jmenovité u tranzici.
Pokud se 5-bromuracil vyskytuje v okamziku jeho
véletiovani do vznikajictho fetézce DNA ve vzicnéjsi
enolform¢ jako nukleozidtrifosfat, zaclefiuje se oproti
guaninu pfitomnému v matricovém fetézci, ¢imz indukuje
tranzici ve sméru G:C — A:T (obr.13.14a). Jestlize sc
S-bromuracil zallefiuje ve stabilnéj$i ketoformé oproti
adeninu (misto tyminu) a potom dojde pfi nésledujici rep-
likaci k tautomernimu pfesmyku na enolformu, indukuje
tranzici ve sméru A:T — G:C (obr.13.14b). MZeme tedy
fici, Ze 5-bromuracil indukuje tranzice obéma sméry A:T «
G:C. Vyznamnym dasledkem téchto obousmérnych tran-
zici vyvolanych 5-bromuracilem je to, Ze mutace induko-
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v DNA muize vzniknout dvanact riznych zamén bazi

Legenda:

|:| purin
Q pyrimidin
—® franzice
- - - fransverze

(a)

inzerce nebo delece jednoho nebo dvou pard bazi
méni éteci ramec v genu od mista mutace

Obr. 13.11 '~ Typy bodovych mutaci, které

inzerce paru bazi G:C
standardni \ mutantni

vznikaji v DNA: (a) zdména bazi a (b) posunové THUUO0 00 ORI F U U T
mutace. (a) Z&mény (substituce) bazi zahrnuji ctyfi ) ATGAAAGGGCCCTTT etc. ATGAAACGGGCCCTTT et
tranzice (vyménu purinu za jiny purin a pyrimidinu TACTTTCCCGGGAAA etc. TACTTTGCCCGGGAAA el
za jiny pyrimidin; zelené sipky) a osm transverzi oo oo anaang w
(vyménu purinu za pyrimidin a pyrimidinu za AR AN T e
purin; modré Sipky). (b) Mutantni gen (nahote pr?gg%iny

vpravo) vznikl v dusledku inzerce jednoho paru mRNA

bazi C:G mezi 3esty a sedmy par standardniho AUGAAAGGGCCCUUU etc AUGAAACGGGCCCUU etc.
genu (nahofe vlevo). Tato inzerce méni ¢teci ramec A et e Ve Ve Ve etc.
v ¢asti genu za mistem mutace ve vztahu ke sméru kodon kodon kodon kodon  kodon kodon kodon kodon kodon kodon
transkripce a translace (zleva doprava, jak je 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
znazornéno). Posun éteciho ramce zmlénl’ v§echny polypeptid Met —Lys— Gly— Pro— Phe —efc. Met— Lys —Arg—Ala— Leu— etc.
kodony v mRNA, a tudiz i viechny aminokyseliny

v polypeptidu kédovaném triplety bazi od mista

mutace. (b)

vané timto tyminovym analogem Ize pomoc{ 5-bromuracilu
pfevadét na mutace zpétné, tj. na standardnf typy. Podob-
nym zptisobem tinkuje i 2-aminopurin, pfi v¢letiovan{
do DNA v$ak nahrazuje adenin nebo guanin.

Kyselina dusita (HNO,) je silny mutagen, ktery psobi
jak pfireplikaci, tak na nereplikujici se DNA. Kyselina dusitd
zplUsobuje oxidativni deaminaci aminoskupin u adeninu,
guaninu a cytozinu. Tato reakce prevadi aminoskupiny na
ketoskupiny a ménf{ vlastnosti vodikové vazby modifiko-
vanych bazi (obr.13.15). Adenin se deaminaci méni na
hypoxantin, ktery se paruje s cytozinem misto s tyminem.
Cytozin se deaminuje na uracil, ktery se paruje s adeninem
namfsto guaninu. Deaminaci guaninu vznika xantin, av§ak
xantin — stejné jako guanin — se paruje s cytozinem.
Deaminace guaninu tedy neni mutagenn{. Protoze deami-
nace adeninu zplsobuje tranzice ve sméru A:T — G:C
a deaminace cytozinu zpusobuje tranzice ve sméru G:C —
AT, celkové mizeme fici, Ze kyselina dusitd indukuje tran-
zice vobou smérech, A:T+ G:C (viz Zaostfeno na problém:
Stanoven{ zmén v pofadi aminokyselin po G¢inku chemic-
kych mutagent). Dasledkem této skuteénosti je, Ze u mutaci
indukovanych kyselinou dusitou mtézeme stejnou kyselinou
indukovat také mutace zpétné, tj. standardnf typy.

Akridinova barviva, jako je proflavin (viz obr.13.12c),
akridinova oranz a celd fada ptibuznych sloudenin,
pfedstavuji silné mutageny, které vyvolavaji posunové

mutace (viz obr.13.11b). Pozitivné nabité akridiny se
vyznacuji schopnosti v¢lefiovat se mezi bize DNA
(obr.13.16). Toto vélenéni (oznadované nékdy jako
interkalace) zvy$uje pevnost a méni konformaci dvou-
§roubovice, coz zplsobuje jeji prohybani nebo zkrouceni.
Pokud se molekuly DNA s vmezefenymi akridiny replikujf,
dochazi k delecim ¢&i adicim jednoho ¢&i vice part bazi. Jak
lze oéekavat, tyto malé adice a delece obvykle o velikosti jed-
noho piaru bizi, zpasobuji zménu &tectho rimce, kterd
postihuje ¢4st genu za mutaénim mistem (obr.13.11b).
Mutace indukované akridinovymi barvivy proto obvykle
zpusobuji vznik nefunkénich genovych produktd.
Alkylaéni latky jsou chemické sloudeniny, které vnasi
do jinych molekul alkylovou skupinu. Piikladem maze byt
hot¢i¢ny plyn (yperit) nebo alkysulfity, jako jsou metyl-
a ctylmetansulfonit (MMS a EMS) (viz obr.13.12a),
chemické latky, které vyvolavaji v DNA celou fadu zmén.
Alkyla¢ni litky mohou indukovat vSechny typy mutaci,
véetné tranzici, transverzi, posunovych mutaci, a jsou
dokonce schopny indukovat i chromozomové aberace,
jejichZ relativnf Cetnost zavis{ na reaktivité pouzité latky.
Jeden mechanizmus mutageneze vyvolany alkylaénimi
litkami zahrnuje pfenos metylové i etylové skupiny na baze
v DNA, coz zplsobuje zménu v parovan{ baz{. Napftiklad
EMS zptsobuje etylaci baz{ v DNA na pozicich 7-N a 6-O.
Pokud takto vznikne 7-ctylguanin, paruje se s tyminem, coZ
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alkylagni latky

Cl—CHy—CHy—S—CHy—CHy,—Cl CH3—CHy—0—S0,—CHjs CH3—CHy—0—S0,—CHy—CHjs
di-(2-chloroetyl) sulfid etylmetansulfonat etyletansulfonat
(hof€icny plyn) (EMS) (EES)
(a)
analogy bazi akridiny
0 H H H
H /g\ B 4('3\ ~N H /(|3 é Cl) H
N e N e N NN TS TS
| Il | Il C—H | Il | |
07O HoN e |-|2N/C\C/C\K/C\C/C\Ku-i3
; ; Pob
5-bromuracil 2-aminopurin 2,8-diaminoakridin
(5-BU) (2-AP) (proflavin)
(b) (c)
deaminacni latky hydroxylaéni latky
HNO, NH,OH
kyselina dusita hydroxylamin
(d) (e)

Obr. 13.12 Nékteré silné chemické mutageny.

vede k tranzicim ve sméru G:C — A:T. Jiné produkty alky-
lace baz{ aktivuji mechanizmy chybujici opravy DNA (error-
-prone), jejichZ disledkem mohou byt tranzice, transverze 5-bromuracil: parovani s adeninem
nebo posunové mutace. Dalsi typy alkyla¢nich latek, zejmé-
na tzv. dvojfunkénf alkylaén{ latky (obsahujici dvé reaktivn{
alkylové skupiny) vytvafeji kifzové vazby mezi fetézci nebo
molckulami DNA a indukujf tak chromozomové zlomy, ze
kterych vznikaji rizné typy chromozomovych aberaci (kapi- N
tola 6). Celkové se viak u alkylainich latek setkdvime s méné
specifickymi mutagennimi G¢inky, nez tomu bylo u analogt

bazi, kyseliny dusité nebo u akridinovych barviv. cukr

Na rozdil od vétdiny alkylaénich litek ma vyrazné spe- 5-bromuracil adenin
cificky mutagenn{ &inck jind sloudenina, a to hydroxylaén{ (ketoforma)
latka hydroxylamin (NH,OH). Tato sloudenina indukuje (a)
tranzice pouze ve sméru G:C — A:T. Pokud je DNA vy-
stavena Géinku hydroxylaminu, doch4z{ u cytozinu k hydro- 5-bromuracil: parovani s guaninem
Xylagl ammogkupmy. Vznikly hydr.oxylamln.ocytozm se Br O—H-0 Nee _H
péaruje s adeninem, coz vede ke vzniku tranzici ve sméru N/ N/ C
G:C — AT. Vzhledem ke své specificité je hydroxylamin //C_C\\ /C_C\\ hll
velmi uziteény pfi klasifikaci jednotlivych typ tranzi¢nich N—C N--H—N CT\

PR . S p p \ \ / cukr

mutaci. P¥i reverzich tranziénich mutaci na standardn{ typ N—C cC—
pomoci kyseliny dusité nebo analogt bazi mézeme mutace / \ /
podle jejich schopnosti reverze hydroxylaminem rozdélit cuks O""H_N\
na dvé skupiny. (1) Mutace, které maji par baz{ A:T H
vmutovaném misté, nebudou revertovany hydroxylaminem. S-bromuracil guanin
(2) Mutace s piarem bazi G:C v mutovaném misté budou (enolforma)
revertoviny hydroxylaminem. Pomoci hydroxylaminu )

mﬁieme .tedy zjistit, zdali pfi vzniku specifické mutace $lo Obr. 13.13 » Parovani mezi 5-bromuracilem a (a) adeninem nebo
o tranzici ve sméru A:T — G:C, nebo G:C — A:T. (b) guaninem.
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ucinek enolformy 5-bromuracilu béhem:

zaclefiovani replikace po zaclenéni
] 1]
T f T :
i 1 i I
| |
: i : likace |
i replikace | : replikace
| |
| |
| |
I [ i [
: G:BU GiC : ABU AT
i A i A
| |
: replikace Il I replikace Il
i i
| |
i i
LT Lt
I GiC A BU 1 AT G:BU
A R
| |
: replikace Il : replikace Il
1
i i
| |
i i
i | Tl 1D i [ -
S| AT ABU Sep| G:iC ABU
P AN
| T | T | T | 1
. G:iC —= AT S~ AT — G:C
. . 1 .
(a) (b)
N
nebo celkové: AT --— G:C
.
Obr. 13.14 Mutagenni ucinky 5-bromuracilu. (a) Pokud se

5-bromuracil vyskytuje pfi zaclefiovani do DNA ve své vzacnéjsi
enolformé (oranzovad), indukuje tranzice G:C — A:T. (b) Pokud je
5-bromuracil zaclenén do DNA ve své béznéjsi ketoformé (modra)
a v prabéhu nasledujici replikace dojde k pfesmyku na enolformu,
vyvolava tranzice A:T — G:C. 5-bromuracil tedy m{ze indukovat
tranzice obéma sméry, A:T <> G:C.

MUTACE INDUKOVANE ZARENIM

Cist elektromagnetického spektra (obr.13.17), jehoz
vlnové délky jsou krat$f a energie je vétsi nez u svétla vidi-
telného, mizZzeme rozdélit na ionizujici zafeni (naptiklad
paprsky X, zafen{ gama a kosmické zafenf) a na neionizujici
zafeni (ultrafialové svétlo). lonizujici zafeni ma vysokou
energii, aje proto uziteéné pro 1ékatskou diagnostiku, nebot
je schopno pronikat Zivymi tkinémi do velké hloubky. Pfi
téchto interakcich s hmotou nardz{ zafenf o vysoké energii
do atomt a zpusobuje uvolnéni elektrond, ¢imz vznikajf

pozitivné nabité radikaly a ionty. Tyto ionty se postupné
srazeji s jingmi molekulami a zp@sobuji uvolnéni dalsich
elektront. Jak prostupuje zafeni zivymi tkanémi, vznika
podél drihy zafeni s vysokou energii kuzel iontd. Tento
proces ionizace muze byt vyvolin specidlnimi pfistroji,
které produkuji paprsky X, protony a neutrony, nebo mtize
vzniknoutGlinkemalfa, betaa gamazafent, které se uvoltiuje
z nékterych radioaktivnich izotopt, jako jsou napiiklad **P,
S nebo uran-238 pouzivany v jadernych reaktorech.

Ultrafialové zafeni ma niz$i energii nez zafen{ ionizujici
a u rostlin a Zivocicht pronikd pouze do svrchni vrstvy
bunékanezptisobujeionizace. Energic ultrafialového zaren{
je zachycovana atomy, ¢imz jejich elektrony prechizeji na
vys$si energetické hladiny, tj. do stavu oznadovaného jako
excitace. Molekuly obsahujici atomy ve form¢ iontd nebo
v excitovaném stavu jsou mnohem vice reaktivni, nez mole-
kuly s atomy v jejich normalnich stabilnich stavech. Tato
zvy$ena reaktivita atomd, jeZ se nachizeji v molekulich
DNA, je odpovédni za vétSinu mutagennich Géinkd ionizu-
jiciho a ultrafialového zafeni.

Expozice X-zifen{ a jinym typtm ionizujiciho zafeni
byly dfive uvddény v jednotkich rentgenech (r), které
vyjadiuji podet ionizaci na jednotku objemu za standard-
nich podminek. Jednotka jeden rentgen predstavuje ioni-
zujici zafeni, které produkuje v jednom c¢m’® vzduchu pfi
0 °C a tlaku 760 mm rtutového sloupce celkové 2,083 x 10’
iontovych part (pro absorbovanou davku zifeni D, tj.
mnozstvi energie pohlcené v jednotce hmoty, se dnes pou-
Ziva jednotka gray, Gy — pozn. piekl.). Je tfeba poznamenat,
ze davka zareni nezahrnuje ¢asové méfitko. Stejnou davku
mutzeme ziskat dlouhodobym ozafovani pfi nizké intenzité
nebo ozafenim provedenym v kratkém case, ale s vysokou
intenzitou. Tato skute¢nost je dilezitd, nebot ve vétsiné
praci je Cetnost indukovanych bodovych mutaci pfimo
umérna davce zifen{ (obr. 13.18). Tak napiiklad ozifen{
spermii drozofily paprsky X zplsobi pfiblizné 3procentni
zvySeni rychlosti vzniku mutaci na kazdé zvySeni davky
0 1000 r. Tato linedrn{ zavislost ukazuje, Ze indukce mutaci
po ozifeni paprsky X md jednozasahovou kinetiku, coZ zna-
mena, ze kazda mutace vznika z jednoho ioniza¢ntho jevu.
Jinymi slovy, za standardnich podminek povede kazda ioni-
zace s uréitou pravdépodobnosti ke vzniku mutace.

Jakd je bezpeéna davka ionizujiciho zafeni? Vyroba
a pouziti nukledrnich zbranf stejné jako nékteré havirie ja-
dernych zafizen{ vedly k obavim z expozice ionizujicimu
zareni. Linedrni zavislost mezi rychlosti vzniku mutaci
a davkou zafeni naznaluje, Ze neexistuje bezpednd Groveni
ozareni. Vyzkumy prokizaly, Ze ¢im je davka zafen{ vyssi,
tim vétsi je rychlost vzniku mutaci, ¢im je davka zareni nizsi,
tim je tato rychlost niz$i. I velmi malé davky zareni maji tedy
nizkou, av$ak urcitou schopnost vyvolavat mutace.

U drozofily bylo prokizano, Ze chronické ozatfovan{
spermif (nizké intenzity zifen{ aplikované po dlouhou
dobu) je z hlediska indukce mutaci stejné G¢inné jako
ozéatfen{ akutnf (stejnd divka zifeni aplikovani s vysokou
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H\
C—H
cukr
cukr
adenin hypoxantin cytozin
(a)
H H
N N—H H 0==H N/ N H
\ / \ Vi \ /4 C
C—GC C—C, C |
7N\ HNO, /o A\l
H—C N —_ H—C N—H--N C™ \
N/ N N AR
N—C N—C C—N
N\ \ /
cukr 0 cukr 0] H
cytozin uracil adenin
(b)
H
0 H_ N O-+H—N H
\?4 \C C// (|:/ \C C// \C C/
\ HNO \ /
N\c// N—H —2 /N\C// N—H""N/ \\C—H Obr. 13.15 I Kyselina dusita indukuje mutace
cukr \ _— / cukr \ / \ / prostfednictvim oxidativni deaminace bazi v DNA.
N_C\ N_C\\ //C_ N Kyselina dusitd deaminuje (a) adenin na hypoxantin,
N—H H o) 0 cukr tim zpUsobuje tranzice A:T — G:C; (b) cytozin na uracil,
| tim zpUsobuje tranzice G:C — A:T; a (c) guanin na
- H ) . xantin, ktery neni mutagenni. Spolecné ucinky kyseliny
guanin xantin cytozin ol . . ol e
© dusité na adenin a cytozin vysvétluji jeji schopnost
c

intenzitou b&¢hem kritké doby). Naproti tomu u mysi
indukuje chronické ozafovini mens$i podet mutaci nez
stejnd davka akutnfho ozafeni. Je zajimavé, Ze pokud byly
mysi ozafovany prerusovanymi divkamizaireni, byla mutaéni
Cetnost mirné niz$i, nez kdyz byly ozafeny stejnou davkou
'S4 7 . . / b / / v / Ve
zafeni aplikovanou v jedné souvislé davce. Pfedpoklada se,
Ze tyto rozd{lné odpovédi na Ginky chronického ozafovan{

molekuly
proflavinu

Obr. 13.16 I~ Interkalace proflavinu do dvousroubovice DNA.
Vyzkumy pomoci difrakce paprsky X prokazaly, Ze tato pozitivné
nabita akridinova barviva se vmezefuji mezi pary bazi.

vyvolavat tranzice v obou smérech A:T <» G:C.

pozorované u drozofily a savct vyplyvaji z rozdilnych schop-
nosti téchto druht opravovat poskozeni DNA indukované
zafenim. Ve spermatogoniich a oocytech savet mohou exis-
tovat opravné mechanizmy, které nemusi byt funkéni ve
spermiich u drozofily. Nicméné je nutné zdaraznit, Ze
v8echny tyto pokusy s ozafovinim indukovaly mutace jak
u drozofily, tak u savct, i kdyz s riznou Ginnosti.

Tonizujici zafeni také indukuje velké zmény ve struktuie
chromozomd, jako jsou delece, duplikace, inverze a trans-
lokace (kapitola 6). Tyto chromozomové aberace jsou
disledkem zlomt nachromozomech zptsobenych zafenim.
Ke svému vzniku vyZaduji vét§inou dva chromozomové
zlomy, proto tyto zmény vykazuji spiSe dvouzisahovou ki-
netiku nez jednozasahovou, se kterou se setkdvime u bodo-
vych mutaci.

Ultrafialové (UV) zafeni nem4 dostate¢nou energii, aby
indukovalo ionizace. Je vSak snadno pohlcovino mnoha
organickymi molekulami, napiiklad puriny a pyrimidiny
v DNA, které se tak dostavaji do reaktivnéjstho nebo exci-
tovaného stavu. UV zidfeni pronikd do tkini jen mailo.
U mnohobunéénych organizm je proto vystavena G¢inkam
UV zéfen{ pouze epidermilni vrstva bunck. Ultrafialové
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ZAOSTRENO NA PROBLEM

ZADANI

V tab. 12.1 jsou uvedeny zdkladni vlastnosti genetického kédu.
Jak je zndzornéno na obr. 13.15, chemicka latka kyselina dusita
deaminuje adenin, cytozin a guanin (adenin — hypoxantin, ktery
se paruje s cytozinem; cytozin — uracil, ktery se paruje s adeninem;
a guanin — xantin, ktery se paruje s cytozinem). Pokud budete
ptsobit kyselinou dusitou na populaci nereplikujicich se virQ
tabakové mozaiky (TMV), ocekavali byste, ze kyselina dusitd mize
vyvolat mutace, které mohou zpUsobit zaménu histidinu ve
standardnim polypeptidu za jiné aminokyseliny?

FAKTA A VYCHODISKA

1. Geneticka informace TMV je uloZena v jednoretézcové RNA,
kterd je ekvivalentni mRNA.

2. Genomova RNA TMV se replikuje podobné jako DNA, tj.
pomoci komplementarniho dvoufetézcového meziproduktu
vytvoreného na zakladé parovani bazi.

3. Ackoliv se viry tabdkové mozaiky v dobé pulsobeni kyselinou
dusitou nereplikuji, dojde po infekci tabakovych listd k jejich

ROZBOR A RESENI

Pokud kyselina dusitd deaminuje adenin a cytozin, vznika
hypoxantin a uracil. BEhem nasleduijici replikace modifikovanych
molekul RNA TMV se hypoxantin pdruje s cytozinem a uracil se
paruje s adeninem. V dusledku toho se nékteré z A a C v RNA
TMV zménina G a U. V. genomu TMV, vzniklém semikonzervativni

mechanizmus (poznamka: His kodon =— CAgA)

RNA TMV
_CA%A
| —UA—
HNO, c
A__
TN —AUA—
+C + -
—CHLCJA replikace _CHLCJ:A
+ rGCé—\
—UHLCJ:4 + ==
—UHlé—\
A
—ACA—

To znamena, polypeptid: amk,......histidin................cc.ooo. amk,,
? l kyselina dusita
amk;.... amk, (ne histidin)............. amk,

Pokud ano, o jaké aminokyseliny pljde a jakym(i) mechanizmem
(my) se zadména uskutec¢ni? Pokud ne, pro¢?

replikaci, coz umozni zjistit, zda byly, ¢i nebyly mutace uvedeného
typu plsobenim kyseliny dusité indukovany.

4. Histidinové kodony jsou CAU a CAC. Proto genom TMV (RNA)
obsahuje jednu z téchto sekvenci ve vSech mistech urcujicich
histidin v polypeptidech kédovanych TMV.

5. Potencialnimi cili mutace indukované kyselinou dusitou jsou
adeniny a cytoziny v.genomu TMV.

replikaci virové DNA vystavené pusobeni mutagenu, povedou
deaminace téchto bazi ke vzniku kodond pro tyrozin, arginin
a cystein. Mutageneze pomoci kyseliny dusité tedy povede
k nahrazeni nékterych histidint ve standardnich proteinech TMV
za tyroziny, argininy a cysteiny v mutantnich proteinech, jak je
uvedeno v nasledujicim schématu.

translace
béhem
shaleny nasledujici
fetézec infekce
—UAY A A
- i —UAg—\ tyrozin
—AUA —
4 G
+
—eglx T T
CG/EA ‘—CGg—\ arginin
~—GCi—
¥ G
+
—ueus Y
e —Uugy— cystein
—ACA— ¢
G
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zafeni je vSak silnym mutagenem u jednobunéénych
organizmu. Baze v DNA majf maximum absorpce pfivlnové
délce 254 nm. Nejvétsi mutagenni Géinky pozorujeme praveé
pfi 254 nm, z ¢ehoz vyplyva, Ze mutaéni proces vyvolany UV

zafenim je pfimo zprostiedkovan absorpci UV svétla puriny
a pyrimidiny. Studie 7z vztro prokazaly, Ze pyrimidiny pohl-
cuji toto zareni pfi vlnové délce 254 nm maximalné, a tim se
stavaji velmi reaktivnimi. Existujf dva hlavn{ produkty, které
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viditelné svétlo
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nejnizsi energie nejvyssi spektrum.
vznikaji v dtsledku absorpce UV zifeni pyrimidiny (tymin
acytozin), a to pyrimidinové hydrity a pyrimidinové dimery
15 (obr.13.19). Tyminové dimery zplsobuji mutace dvéma
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Obr. 13.18 I+ Vztah mezi radiac¢ni davkou a cetnosti mutaci
u drozofily.
NH, NH,
é . N
Z P
W B, R
C C C C—H
H H
cytozin cytozinhydrat
(a)
0
H\ C _CHs
N C
| I+
C C
o” \T/ ~H
H
tymin tymin tyminovy dimer
(b)

zpusoby. (1) Dimery porusuji strukturu dvousroubovice
DNA a piekazejf ve spravné replikaci DNA. (2) V prabéhu
bunéénych procest, které opravuji nékteré poruchy v DNA,
napfiiklad tyminové dimeryindukované UV zifenim, mohou
vznikat v DNA chyby (viz oddil Mechanizmy opravy DNA
v dalsf &asti této kapitoly).

MUTACE INDUKOVANE TRANSPONOVATELNYMI
GENETICKYMI ELEMENTY

Zivé organizmy obsahuji pozoruhodné oblasti DNA, které
se mohou pfemistovat z jednoho mista v genomu na jiné.
Tyto transpozony ncboli transponovatelné genetické
clementy jsou probirany v kapitole 18. V disledku inzerce
transpozonu do genu se geny stavaji ¢asto nefunkénimi
(obr.13.20). Pokud gen kéduje né&jaky dtlezity produke, je
pravdépodobné, Ze vznikne mutantni fenotyp. Genetici jiz
védi, ze mnoho klasickych mutantd kukufice, drozofily,

Obr. 13.19 Pyrimidinové fotoprodukty UV ozafeni.

(a) Hydrolyza cytozinu na hydratovanou formu muze
zpusobovat chybné parovani bazi béhem replikace.

(b) Spojenim dvou sousedicich tyminovych molekul vznikaji
tyminové dimery, které blokuji replikaci DNA.
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transpozon

genovy segment rozdéleny
transpozonem

l_/\—l r A 1

DNA TN —> I

transkripce transkripce

mRNA

nebo
T

translace
translace

AAAN
nefunkéni zkraceny
polypeptid

AANANANANAAN
funkéni polypeptid
(genovy produkt)

polypeptid

Obr. 13.20 Mechanizmus vzniku mutace indukované
transpozonem. V dlsledku inzerce transponovatelného genetického
elementu do standardniho genu se gen obvykle stava nefunkcnim
(vpravo).

E. coli a jinych organizmt vzniklo pravé inzerci transpo-
novatelnych genetickych elementt do dtleZitych gent (viz
obr.13.21). Tak napiiklad jak Mendeclova alela wrinkled
(svra$téla semena) u hrachu (kapitola 3), tak i prvni mutace
u drozofily zptisobujici bilou barvu oéi (w') byly zptisobeny
inzerc{ transponovatelnych elementd. Dalsi podrobnosti
o mechanizmech, kterymi se transpozony premistuji,
a o procesech, jimiz vyvolavaji mutace, uvidime v kapi-
tole 18.

EXPANDUJICi TRINUKLEOTIDOVE REPETICE
A DEDICNE CHOROBY U CLOVEKA

Se vSemi typy mutaci, které jsme uvadéli v predchazejicich
oddilech této kapitoly, se md@zeme setkat také u ¢lovéka.
Zde navic existuje dal$i typ mutaci, ktery je Gzce spojen
s lidskymi chorobami. Opakujici se sekvence o velikosti
jednoho az Sesti pard bazi jsou znimy jako jednoduché
tandemové repetice. Takové repetice jsou rozptyleny po
celém lidském genomu. Repetice o velikosti tif nukleoti-

dovych para, trinukleotidové repetice, mohou zvySovat
pocletopakovani(tzn.dochizikjejich expanzi)azplsobovat
zavazné dédiéné choroby u ¢lovéka. Celkové bylo nalezeno
nékolik trinukleotidd, u kterych maze dojit ke zvyseni poctu
kopii. Tak napiiklad expanze trinukleotidové repetice CGG
v misté¢ FRAXA na chromozomu X je odpovédna za vznik
syndromu fragilntho X, nejbéznéjsi formy dédi¢né mentaln{
retardace u lidi. Normaln{ chromozom X obsahuje v misté
FRAXA od 6 do 50 kopii repetice CGG. Mutantni
chromozom X ma v8ak v tomto misté vice nez 1000 kopif
tandemové repetice CGG (viz Milniky genetiky: Tri-
nukleotidové repetice 2 onemocnéni ¢lovéka, kapitola 17).

Trinukleotidové repetice CAG a GTC souvisejf
s nékolika dédi¢nymi neurologickymi chorobami, jako je
Huntingtonova choroba, myotonicka dystrofie, Kennedyho
choroba, dentatorubrilni pallidoluysidln{ atrofie, Machado-
-Josephova choroba a spinocerebralni ataxie. U vech téchto
neurologickych onemocnéni koreluje zavaznost choroby
s poétem opakovani trinukleotidovych repetici — ¢im vétsi
je poclet kopif, tim zdvaznéj§i jsou symptomy nemoci.
Expandované trinukleotidy asociované s témito chorobami
jsou navic nestabiln{ v somatickych burikich i mezi genera-
cemi. Tato nestabilita zptsobuje jev oznalovany jako antici-
pace — jak se pocet opakovan{ trinukleotidd zvySuje, nemoc
se vyviji v nasledujicich generacich ve stile mlad$im véku
a ma zavaznéjsi nasledky. Mechanizmus trinukleotidové
expanze nenf znam.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY

Mutace jsou indukovany chemickymi latkami, ionizujicim zafenim,
ultrafialovym svétlem a endogennimi transponovatelnymi genetic-
kymi elementy.

Existuji tfi typy bodovych mutaci: (1) tranzice — substituce purinu za
purin anebo pyrimidinu za pyrimidin; (2) transverze — substituce
purinu za pyrimidinin anebo pyrimidinu za purin; (3) posunové
mutace — inzerce nebo delece jednoho nebo dvou nukleotidovych
pard, které méni ¢teci rdmec v genu za mistem mutace.

Nékolik dédi¢nych lidskych chorob je zplsobeno expanzi tri-
nukleotidovych repetici.

Ameslyv test

mutagennich latek.

Mutagenni litky jsou také karcinogeny; litky, které
mohou vyvolavat vznik nidord. Vime, Ze spole¢nou charak-
teristikou stovek nadort je to, Ze malign{ buiiky pokradujf
v déleni i poté, kdy by se v normalnich buiikich mélo
bunééné déleni zastavit. Bunééné déleni, stejné jako jiné
biologické procesy, je fizeno geneticky. Specifické geny

Testovani chemickych latek na mutagenitu:

AmesUlv test je jednoduchd a levna metoda pouzivana k identifikaci

kéduji produkty, které fidf bunééné délenf jako odpovéd na
intracelularni, intercelularn{ a environmentaln{ signaly.
Pokud tyto geny mutuji do nefunkénfho stavu, mize dojit
k nekontrolovanému bunéénému déleni. Vsichni si samo-
ztejmé prejeme, abychom se vyhnuli expozici mutagennim
a karcinogennim litkim. Nicméné nase technologickd
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Obr. 13.21 AmesUyv test na mutagenitu. Médium v kazdé Petriho misce obsahuje stopové
mnozstvi histidinu a znamy pocet bunék his specifického ,testovaciho kmene” Salmonella
typhimurium nesouciho posunovou mutaci. Kontrolni miska vlevo slouzi k odhadu cetnosti
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spole¢nost zavisi na extenzivnim pouzivini chemickych
latek jak v pramyslu, tak i v zemédélstvi. Ve svété jsou kazdym
rokem produkovany stovky novych chemikalif a z téchto
divodu je nezbytné, aby byla pred jejich Sir$im uZzitim
dostate¢né provéfena jejich mutagenita a karcinogenita.

Tradi¢né se karcinogenita chemickych litek testuje na
hlodavcich, obvykle na privé narozenych mysich. Tyto
studie spoéivaji v podavavin{ testované substance ve formé
potravy nebo injekéné a nisledném zkouman{ zvifat z hle-
diska vzniku nadord. Testy mutagenity byly dlouho
providény podobnym zplsobem. Protoze je vSak vznik
mutace jevem, ktery se vyskytuje s nizkou ¢etnostf, a protoze
udrzovani velké populace mysi je nikladnou zalezZitosti,
byly tyto testy relativné malo citlivé, coz znamena, Ze nizké
hodnoty mutagenity nemohly byt detekovany.

V 60. letech 20. stoleti vyvinuli Bruce Ames a jeho kole-
gové citlivou techniku, kterd umoziuje rychle a relativné
levné identifikovat mutagenitu velkého poltu chemickych
litek. Ames a jeho spolupracovnici vytvofili auxotrofn{
kmeny bakterie Salmonella typhimurium s rdznymi typy
mutac{ — tranzicemi, transverzemi a posunovymi mutacemi
— v genech pro biosyntézu aminokyseliny histidinu.
Nisledné sledovali reverzi téchto auxotrofnich mutant na
prototrofni typy, a to tak, Ze inkubovali znimy pocet
mutantnich bakterif v médiu bez histidinu a zaznamenavali
pocet kolonif vytvofenych prototrofnimi revertanty. Nékte-
ré chemikilic jsou mutagenn{ pouze pfi replikaci DNA,
proto pfidali do média i malé mnoZstvi histidinu —
postalujici k tomu, aby probéhlo nékolik bunéénych délent,
ale neumoziujici tvorbu viditelnych kolonii. Mutagenitu
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chemické latky uréovali srovninim &etnosti revertovanych
kolonif, které vznikly po vystaveni bakterif testované litce,
s Cetnosti spontinnich revertantd vzniklych u kontrolnich
bakterii (obr.13.21). U testované litky sledovali autofi také
schopnost indukovat rizné typy mutaci, a to vyuzitim sady
testovacich kment, které nesly rizné typy mutaci — jeden
kmen mél tranzici, jiny posunovou mutaci atd.

Vpriabéhu nékolikalet, kdy byly testovany tisice riznych
chemikdlif, Ames a jeho kolegové pozorovali vice nez 90pro-
centni korelaci mezi mutagenitou a karcinogenitou tes-
tovanych litek. Zpoditku objevili i nékolik silnych
karcinogent, které pfi pouziti testovacich kmen@ nebyly
mutagenni. Nisledné vSak zjistili, Ze mnoho téchto
karcinogent je v eukaryotickych burikich metabolizovino
za vzniku silnych mutagennich derivitd. Aby se pokusili
detekovat mutagenitu metabolickych derivati vzniklych
z testované latky, Ames a jeho spolupracovnici pfidali k tes-
tovacimu systému extrakt z jater potkand. Toto propojeni
aktivaéniho systému zaloZzeného na extraktu z jater potkant

N

s bakteridlnim testem na mutagenitu podstatné rozsitilo

vyuziti celého testovaciho systému. Tak naptiklad dusi¢nany
nejsou samy o sobé mutagenn{ a karcinogenni. Nicméné
v eukaryotickych butikich jsou dusi¢nany konvertoviny na
nitrozaminy, které jsou vysoce mutagenn{ a karcinogennf.
Amesovy testy na mutagenitu prokizaly pfitomnost
mutagend, které vyvolavaji posunové mutace, také
u nékolika slozek chemicky frakcionovanych kondenzatd
cigaretového koure. V nékterych pfipadech byla pro prikaz
mutagenity nutnd aktivace pomoci jaterntho extraktu,
v jinych pfipadech aktivace nutnd nebyla. Dnes pfedstavuje
Amestv test rychlou, levnou a citlivou metodu slouZici
k testovani mutagenity chemickych latek. Protoze muta-
genni chemické latky jsou zdroven karcinogeny, mize byt
Amestv test pouzivan i k identifikaci chemikalif, u nichz
existuje vysokd pravdépodobnost, Ze jsou karcinogenni.

NEJDULEZITEJSIi POZNATEK
Bruce Ames a spolupracovnici vyvinuli levnou a citlivou metodu
pouZivanou k testovani mutagenity chemickych latek s vyuZzitim
histidinovych auxotrofnich mutantd Salmonella.

Mechanizmy opravy DNA

Zivé organizmy obsahuji mnoho enzym, které vyhledavaji poskozeni v DNA,

a pokud je poskozeni nalezeno, iniciuji opravné procesy.

Rozmanitost opravnych (reparainich) mechanizmd,
které se vyvinuly u organizma od bakterif aZ po ¢lovéka, je
dokladem dilezitosti udrzovani mutaci na pfijatelné Grovni.
Napifklad u E. cli existuje pét dobfe prozkoumanych
mechanizm@ zaméfenych na opravy poskozeni v DNA: (1)
oprava zdvisld na svétle neboli fotoreaktivace, (2) excizni
oprava, (3) oprava chybného parovanf{ fizena metylaci (mis-
match repair), (4) postreplikaéni oprava a (5) chybujici
(error-prone) oprava (SOS odpovéd). Mimoto znime
alesponl dva rGzné typy exciznf opravy a vime, ze kaskida
excizn{ opravy mize byt iniciovina nékolika r@znymi
enzymy, z nichZ kazdy reaguje na specificky typ poskozeni
v DNA. Zda se, Ze u savel existujf vSechny typy opravnych
mechanizmt jako u E. coli, s vyjimkou fotoreaktivace. To
viak pili§ nevadi, protoze vétSina sav¢ich bunék nenf vy-
stavena svétlu.

Vyznam mechanizm@ opravy DNA z hlediska lidského
zdravi je zfejmy. Dédiéné choroby jako xeroderma pigmen-
tosum, o které jsme psali v Gvodu této kapitoly, zivé doku-
mentujf vazné disledky defektd pfi opravé DNA. Nékteré
z téchto dédi¢nych chorob probereme v dalsi ¢isti této
kapitoly.

FOTOREAKTIVACE

Oprava dvisld na svétle neboli fotoreaktivace DNA se u bak-
terif uskuteéiuje pomoci enzymu DNA-fotolyazy, ktery je
aktivovian viditelnym svétlem. Pokud je DNA vystavena

ultrafialovému svétlu, vznikaji v désledku kovalentnich
kiiZovych vazeb mezi dvéma sousednimi tyminovymi mole-
kulami specifické tyminové dimery (viz obr.13.19b).
DNA-fotolydza tyto dimery rozpozniva, navize se na né
a s vyuzitim svételné energic kovalentni kfiZové vazby
roz$tépi (obr.13.22). Fotolyiza se¢ naviZe na tyminové
dimery v DNA ve tmé, aviak nemt@ze katalyzovat $tépenf
vazeb spojujicich tyminové molekuly bez aktivace energif
pochizejici z viditelného svétla, zejména z modré oblasti
svételného spektra. Kromé toho je fotolyiza také schopna
$tépit cytozinové dimery a cytozin-tyminové dimery. Pokud
tedy pouzfvime k indukci mutaci u bakterif ultrafialové
svétlo, ozafené buiiky je zapotiebi po nékolik generaci
péstovat ve tmé, aby byla ¢etnost mutaci co nejvétsi.

EXCIZNi OPRAVA

Excizni oprava poskozené DNA sestivi nejméné ze tif
zékladnich krokd. V 1. kroku enzym DNA-endonukledza
nebo enzymovy komplex obsahujici endonukledzu rozezna
poskozenou bizi (nebo bize) v DNA, naviZe sc na ni
a vy$tépi ji. Ve 2. kroku enzym DNA-polymeriza zaplni
mezeru s vyuzitim neposkozeného komplementirniho
fetézce DNA jako matrice. Ve 3. kroku enzym DNA-ligdza
spoji zlomy ponechané DNA-polymerizou, ¢imz dokonéf
cely opravny proces. Rozeznavime dva hlavn{ typy excizn{
opravy: bizova excizni oprava odstratiuje abnormaln{ nebo
chemicky modifikované baze z DNA, zatimco nukleotidova
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excizni oprava odstraiiuje rozsahlejsi defekty v DNA, jako
napfiifklad tyminové dimery. Oba mechanizmy excizn{
opravy jsou G¢inné ve tmé a oba jsou velice podobné u E. cols
a u ¢loveka.

Bazova excizn{ oprava (obr.13.23) je zahdjena ¢innostf
nékteréhozeskupinyenzymi nazyvanych DNA-glykozylazy,
které jsou schopny rozpoznat abnormaln{ bize v DNA.
Kazdi glykozyldza rozeznava jen uréitou formu poskozen{
bazivDNA, napiiklad deaminovanoubazi, bdzi poskozenou
kyslikem atd. (krok 2). Glykozylizy $tépi glykozidovou
vazbu mezi poskozenou bizia 2-deoxyribozou, ¢imz vytvari
v DNA apurinovd nebo apyrimidinovd mista (AP-mfista)
s odstranénymi bazemi (krok 3). AP-mista jsou rozeznivina
enzymy oznaéovanymi jako AP-endo-nukledzy, které pasobi
spole¢né s fosfodiesterdzami a vy$tépuji v téchto mistech
cukr-fosfitové skupiny (krok 4). Nisledné DNA-polymeriza
nahradi chybé&jici nukleotid podle specifikace komple-
mentarnfho fetézce (krok 5) a DNA-ligiza spoji zlomy

(krok 6).
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Obr. 13.22 + St&peni kFizovych vazeb tyminového dimeru pomoci
fotolyazy, kterd je aktivovana sv&tlem. Sipky oznacuji opaénou
polaritu komplementarnich retézct DNA.

Nukleotidovi excizni oprava odstrafiuje z DNA vétsf
typy poskozeni, jako jsou tyminové dimery ¢&i baze s navi-
zanymi velkymi chemickymi skupinami. Pfi tomto typu
opravy nejprve vznikaji pomoci aktivity specifické endo-
nukledzy zifezy z obou stran poskozeného nukleotidu(t),
a nasledné dochazi k vystépeni oligonukleotidového frag-
mentu obsahujictho poskozenou bazi (bize). Tato zvlastni
nukledza se oznacuje jako excinukledza, aby byla odlisitelna
od endonukledz a exonukleiz, které se Géastn{ metabolizmu
DNA.

Schéma nukleotidové excizni opravy u E. coli je
zndzornéno na obr.13.24. U E. cvl7 je excinukledzovi akti-
vita zprostfedkovina produkty tff gent, #orA, uvrB a uvrC
(oznaleni uvrvzniklo z po&atkt anglickych slov UV repair).
Nejprve trimetricky protein obsahujici dva polypeptidy
UvrA a jeden polypeptid UvrB rozezni poskozeni v DNA,
navaze se na né a s vyuzitim energie ziskané z ATP zpusobf{
v poskozeném misté ohyb. Nasledné se dimer UvrA uvoln{
a na komplex UvrB/DNA se navize protein UvrC. V dal§im
kroku roz$tépi protein UvrB pitou fosfodiesterovou vazbu
od mista poskozeného nukleotidu() na 3’-misté a protein
UvrC hydrolyzuje osmou fosfodiesterovou vazbu od mista
poskozeni na 5-misté. DNA-helikdza II, produkt genu
uvrD, nisledné uvoln{ vy$tépeny dodekamer. Béhem pos-
lednich dvou kroka této kaskidy zaplni DNA-polymeriza I
mezeru a DNA-ligiza spoji zbylé zlomy v molekule DNA.

Nukleotidovd excizni oprava u ¢&lovéka probiha
podobné jako u E. coli, ale GCastni se ji asi Etyfikrat vice
proteint. Excinukledzovou aktivitu u ¢lovéka zprostiedkuje
15 polypeptidt. Poskozeny nukleotid(y) je nejprve
rozeznavan proteinem XPA (z po&atkd slov xeroderma pig-
mentosum protein A), ktery se na néj navize, a tim aktivuje
dal§i proteiny potiecbné pro excinukledzovou aktivitu.
U ¢lovéka ma vystépeny oligomer délku 24 az 32 nukleotidd
v porovnini s dodekamerem odstratiovanym u E. coli.
Nisledné je mezera zaplnéna bud DNA-polymerizou §,
nebo g, a cely proces dokoncuje DNA-ligiza.

DALSIi MECHANIZMY OPRAVY DNA

Vyzkumy mechanizm@ opravy DNA, které byly provedeny
v nékolika poslednich letech, prokdzaly existenci celé fady
opravnych enzymd, které v DNA nepfietrzité vyhledivaji
rGzné typy poskozeni podinaje tyminovymi dimery
indukovanymi ultrafialovym svétlem a7z k modifikacim pfili§
rozmanitym a poéetnym, nez aby je zde bylo mozno popsat.
Nové vysledky ukdzaly, Ze vyznamnou tGlohu v raznych
procesech opravy DNA maji nékteré diive nezndimé DNA-
-polymerizy. Detailn{ popis téchto vyznamnych procest
opravy DNA pfesahuje rimec tohoto textu; nicméné jejich
vyznam je nedocenitelny. Co je daleZitéjsi pro pieziti druhu
nez udrzen{ integrity vlastnf genetické informace?

V kapitole 10 jsme vysvétlili mechanizmus, kterym
prostiednictvim 3’ — 5'-exonukledzové aktivity DNA-poly-
merazy probihi tzv. korektura DNA-fetézct béhem jejich
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Obr. 13.23 |~ Oprava DNA pomoci bazové excizni opravy. Bazova
excizni oprava muGze byt zahdjena ¢innosti jakékoli z nékolika rdznych
DNA-glykozyldz. Na uvedeném prikladé zahajuje opravny proces
uracil-DNA-glykozylaza.

syntézy, coZz umoziiuje odstranit chybné zafazeny nukleotid
z 3’'-konce rostouctfho fetézce. Dal$f mechanizmus post-
replikaén{ opravy DNA, oprava chybného parovani bazi
fizend metylaci (mismatch repair), pfedstavuje pojistku
této replikaén{ korektury, nebot opravuje chybné zafazené
nukleotidy, které zastaly v. DNA po replikaci. Chybné
parovani ¢asto postihuje ¢tyfi normalni biaze v DNA. Tak
napfiklad T se mize chybné parovat s G. Protoze jak T, tak
i G jsou normiln{ slozky DNA, systém opravy chybného
parovan{ potiebuje néjak rozlisit, zdali T nebo G je spravné

zafazend baze na daném mfsté. Opravny systém rozpozni
tuto skute¢nost na zakladé identifikace matricového fetézce,
ktery obsahuje paivodni nukleotidovou sekvenci, a nové
syntetizovaného fetézce, ktery obsahuje chybné vlozenou
bézi (chybu). U bakterif se toto rozliSeni d&je na ziklad¢
metylace jednoho z fetézct replikované DNA. U E. coli je
Avsekvencich GATC nisledné po jejich syntéze metylovan.
Po urlitou dobu je tak matricovy fetézec metylovany,
zatimco nové syntetizovany fetézec je dosud nemetylovany.
Tento rozdil v metylaci vyuzivad systém opravy chybného
parovani, ktery z nové vzniklého fetézce vys$tépi nespravné
zafazeny nukleotid a nahradf jej spravnym nukleotidem
s vyuzitim metylovaného fetézce DNA jako matrice.

U E. oli je oprava chybného parovani fizend metylaci
zprostfedkovana produkty &yt genQ, wutH, mutL, mutS
a mutU (=uvrD). Protein MutS rozeznivad nespravny par,
vaze se na néj a iniciuje opravny proces. Nisledné se
k tomuto komplexu pfipojuji proteiny MutH a MutL.
Protein MutH se vyznacuje vaci sekvenci GATC specifickon
endonukledzovon aktivitou, kterou tuto sekvenci §tépf
v nemetylovaném fetézci v mistech, kde se nachdzi v hemi-
metylovaném (to je z poloviny metylovaném) stavu (4. je
metylovina jen na jenom fetézci). Ke §tépeni dochazi bud
ve sméru 5/, nebo 3’ vzhledem k chybnému paru bazi a mtze
byt od né&j vzdileno 1000 nukleotidovych part nebo i vice.
Nisledné odstranéni tsekd s chybnou bazi vyzaduje pro-
teiny MutS, MutL, DNA-helikdzu I (MutU) a vhodnou
exonukledzu. Jestlize vznikd zafez v sekvenci GATC na
S'-strané, je vyzadovina exonukledza psobici ve sméru 5’ —
3’, jako je naptiklad exonukledza VII z E. cli. Pokud vznika
zafez na 3/-strané, je nutni exonukledzova aktivita pasobici
ve sméru 3’ — Y, jako je tomu napiiklad u exonukledzy I
z E. coli. Jakmile excizni proces odstrani chybné zatazeny
par z nemetylovaného fetézce, DNA-polymeriza 11T zaplni
velkou — a7 1000 bp — mezeru 2 DNA-ligdza spoji zlomy.

Homology proteint MutS a MutL, které jsou pfitomny
u E. colz, se vyskytuji také u hub, u rostlin a u savcl — coZ je
znamka toho, Ze podobny mechanizmus opravy fizené
metylaci existuje téZ u eukaryot. Konkrétné byla oprava
chybného parovani fizend metylaci prokdzina 7z vitro
s pouzitim jaderného extraktu ziskaného z lidskych bunék.
Zda se tedy, Ze tento typ opravy je univerzilnim nebo téméf
univerzalnim mechanizmem ochrany genetické informace
uchovivané v dvoufetézcové DNA. Fotoreaktivace, excizni
oprava a oprava chybného parovan{ fizend metylaci maze
byt u E. coli eliminovina mutacemi v genech phr (z anglic-
kého slova photoreactivation), #vr a mut. U mutantdl, kteff
postradaji vice neZ jeden z téchto opravnych mechanizma,
je funkéni jes$té daldf systém opravy DNA, a to systém
postreplikaén{ opravy. Pokud se polymeraza I11 setkd s tymi-
novym dimerem v matricovém fetézci, jeji postup bude
blokovin. DNA-polymeraza pak obnovi syntézu DNA
v nékterém misté za dimerem, ¢imZ vzniknou mezery
v dcefiném fetézci v misté oproti dimeru v matricovém
fetézci. Vtomto bodé dojde ke ztraté phvodni nukleotidové
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tyminovy dimer
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Obr. 13.24 '~ Oprava DNA pomoci nukleotidové excizni
opravy u E. coli. Pro excinukledzovou (excizni nukledza)
aktivitu jsou nezbytné produkty tii genl — uvrA, uvrB

a uvrC. Nukleotidova excizni oprava u ¢lovéka probiha
podobné, tcastni se ji ale mnohem vice proteind

a vystépeny oligomer ma délku 24 az 32 nukleotid(.
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sckvence v obou fetézcich nové dvousroubovice. Poskozend  replikaéni opravy se protein RecA viZze na jednofetézcové

molekula DNA je opravena procesem zivislym na rekom-
binaci, ktery je u E. coli zprostiedkovan produktem genu
recA. Protein RecA, ktery je nutny pro homologickou rekom-
binaci, stimuluje vyménu jednofetézcovych Gsekd mezi
homologickymi dvousroubovicemi. V prabéhu post-

Gseky v mezerich a zprostiedkovavd parovini s homolo-
gickymi segmenty sesterské dvousroubovice. Mezera oproti
dimeru je poté zaplnéna homologickym fetézcem pochize-
jicim ze sesterské molekuly DNA. Mezera vznikld v sesterské
dvousroubovici je zaplnéna DNA-polymerizou a zlomy
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jsou spojeny pomoci DNA-ligizy. Tyminovy dimer sice
zUstava v matricovém fetézci deefiné molekuly DNA, avsak
komplementirni fetézec je nyni intaktni. Pokud nenf tymi-
novy dimer odstranén pomoci nukleotidové excizni opravy,
musi se tato postreplikaéni oprava opakovat po kazdém
cyklu replikace DNA.

Mechanizmy opravy DNA, které zde byly doposud po-
pisovany, jsou pomérné presné. Nicméné pokud je DNA
u E. cli silné poskozena mutagennimi faktory, jako napfi-
klad UV zifenim, buriky, ve snaze pfezit, pfistupujf k dras-
tickym krokaim. Je u nich indukovina tzv. SOS odpovéd,
béhem které je syntetizovana celd baterie DNA-opravnych,
rekombinaénich a replika¢nich proteinG. Dva z téchto
proteint, jez jsou kédovany geny umuC a umuD (z anglic-
kych slov UV mrutable), tvoff podjednotky polymerdzy V, tj.
enzymu, ktery katalyzuje replikaci DNA v poskozenych
oblastech chromozomu — tj. v mistech, kde je blokovina
replikace pomoci DNA-polymerizy I11. DNA-polymeriza V
umoziuje pokra¢ovani replikace pres poskozené segmenty
matricového fetézce, tfebaze nukleotidové sckvence
v poskozeném tseku nemusi byt replikovany zcela piesné.
Tento mechanigmus chybujici opravy (error-prone repair) sice
eliminuje mezery vzniklé v nové syntetizovanych fetézcich
oproti poskozenym nukleotidim v matricovych fetézcich,
avsak zvySuje pfitom &etnost replikaénich chyb.

Mechanizmus, kterym je indukovina SOS odpovéd
vdisledku poskozeniv DNA, byl prozkoumin do znaénych
podrobnosti. Pfitom bylo zjisténo, Zze SOS odpovéd fidi dva
kli¢ové regulatorové proteiny — LexA a RecA. Oba tyto pro-
teiny jsou syntetizoviny v malém mnozstvi i v buiice
sneposkozenou DNA.V tomto stavu se LexA vize na oblasti

v DNA, které reguluji transkripci gend, jez jsou indukoviny
SOS odpovédi, a udrzuje jejich expresi na nizké aGrovni.
Pokud jsou bufiky vystaveny ultrafialovému zafeni nebo
jingm latkim, které zpasobuji poskozeni v DNA, vize se
protein RecA na jednofetézcové Gseky v DNA, které vznikaji
v disledku neschopnosti DNA-polymerazy 111 replikovat
poskozené oblasti. Interakce RecA-proteinu s poskozenou
DNA vede k aktivaci RecA-proteinu, ktery nisledné
zpusobujeinaktivaci LexAvdasledku jehovlastniho Stépent.
Kdyz je LexA-protein inaktivn{, vzristd troven exprese SOS
gent — jako jsou geny recA, lexA, umuC, umuD a jiné —, a tim
dochazi k aktivaci celého systému chybujici opravy.

Zda se, ze SOS odpovéd je ponékud zoufalym a riskant-
nim pokusem, jak se vyhnout letdlnim G¢inkdm vyplyva-
jicim z tézce poskozené DNA. Pokud je chybujici oprava
v ¢innosti, mutace vznikajf velmi rychle.

Soucasnévyzkumy mechanizmt opravy DNA naznalujf,
Ze z0stava jesté mnoho dal$ich opravnych mechanizmd,
které je tfeba prozkoumat. V pribéhu nékolika uplynulych
let bylo charakterizovano nékolik novych DNA-polymeriz,
které maji rozmanitou Glohu pfi opravé DNA. Vysledky
téchto studii naznaéuji, Ze se musime jesté hodné udit
o mechanizmech, které udrzuji integritu nasi genetické
informace.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY
K ochrané integrity genetické informace se u Zivych organizm(
vyvinuly rozmanité systémy opravy DNA.
Kazda opravnéa draha opravuje specificky typ poskozeni DNA.

poruchami opravy DNA

opravy DNA.

Jakjsmeuvedlinazadatku této kapitoly, jedinci postizen{
chorobou xeroderma pigmentosum (XP) jsou extrémné
citlivi k sluneénimu zifeni. Pokud jsou tito pacienti vys-
taveni sluneénimu svétlu, vznikajf u nich s vysokou éetnostf
nidory ktze (obr.13.25). Butiky jedinct s XP maji poru-
chu v opravé poskozeni DNA vyvolaném UV zifenim, jako
jsou napifklad tyminové dimery. Onemocnéni XP muze
vzniknout jako désledek defektd v jakémkoliv z alespofi
osmi riznych gend. Produkty sedmi z téchto genti, XPA,
XPB, XPC, XPD, XPE, XPF a XPG, jsou potiebné pro nukleo-
tidovou excizni opravu (tab. 13.1). Kdyz byly tyto proteiny
purifikovany, zjistilo se, Ze jsou nezbytné z hlediska excinuk-
ledzové aktivity. Protoze vSak excinukledzovid aktivita

Dédi¢né choroby u clovéka zptisobené

Nékolik dédi¢nych chorob u ¢lovéka je dlisledkem poruch v mechanizmech

u Clovéka vyzaduje pfitomnost 15 polypeptidd, seznam
gent XP se v budoucnosti pravdépodobné jesté rozsir.
Ditsledkem poruchy v nukleotidové excizni reparaci jsou
i dv¢ dalsf lidské choroby, Cocayntiv syndrom a trichothio-
dystrofie. Jedinci s Cocaynovym syndromem vykazuji
opozdény rast a poruchy mentilnich schopnosti, aviak
nemaji vyssi vyskyt nddord kdze. Pacienti s trichothiodys-
trofif maji kratké koncetiny, lomivé vlasy, Supinatou pokozku
a trpf téz tézkou psychomotorickou retardaci. Jedinci
s Cocaynovym syndromem nebo trichothiodystrofif majf
poruchu uréitého typu excizni opravy, ktery je spjat s tran-
skripci. Podrobnosti o tomto opravném procesu spojeném
s transkripcf nejsou jesté dostateéné prostudoviny.
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Obr. 13.25 '~ Fenotypové ucinky dédi¢né choroby Xeroderma
pigmentosum. U jedinct postizenych timto autozomové recesivnim
onemocnénim zpUsobuje slunecni svétlo casty vznik koznich nador(.

Kromé poskozeni koznich bunck jsou pro nékteré je-
dince s XP typické také neurologické abnormality, které
vznikajf jako d@sledek pred¢asného odumieni nervovych
bunék. Tento Gcinek na jinak velmi dlouho Zijici nervové
buniky mtze prinést novy pohled na pfidiny stirnuti. Podle
jedné z teorif vznika starnuti v désledku hromadéni soma-
tickych mutaci. Pokud by tomu tak bylo, o¢ekavali bychom,
Ze poruseny opravny systém proces starnuti urychli, jako se
déje v piipadé nervovych bunék u pacientt s XP. Nicméné
v soulasné dobé je diakazt o vztahu somatickych mutaci
a starnut{ k dispozici stile mélo.

Ataxia-telangiectasia, Fanconiho anémie, Bloomv syn-
drom, Werner@v syndrom, Rothmund@v-Thomsontv syn-
dromaNijmegenbreakagesyndromjesestdalsich dédi¢nych
chorob u ¢lovéka, které souviseji se zndmymi poruchami
metabolizmu DNA. Vsech $est chorob vykazuje autozo-
mové recesivni dédi¢nost a doprovazi je vysoké riziko vzniku
malignit, zejména leukémie v pifpadé ataxie-telangiectasie
a Fanconiho anémie. Buiiky pacientl postizenych ataxii-
-telangiectasif jsou abnormalné citlivé k ionizujicimu zafenf,
coz naznaluje, ze¢ maji poruchu v opravé poskozeni DNA
indukovaného zirenim. Bunky jedinct s Fanconiho anémif
nemaji schopnost odstratiovat mezifetézcové kiizové vazby,
které vznikaji naptiklad po pisobeni antibiotika mitomy-
cinu C. U jedinct s Bloomovym syndromem a Nijmegen
breakage syndromem nachidzime vysokou etnost chromo-
zomovych zlomd, které vedou ke vzniku chromozomovych
aberaci (kapitola 6) a sesterskych chromatidovych vymén.
Ataxia-telangiectasia je zplsobena poruchami v kindze
podilejici se na kontrole bunééného cyklu a Bloomtv syn-
drom, Wernerav syndrom a Rothmund@v-Thomsontv syn-
drom jsou zplsobeny poruchami specifickych DNA-helikiz
(ptislusnici rodiny helikiz RecQ). V tab. 13.1 jsou uvedeny
nékteré nejznidméjsi lidské choroby vzniklé v dasledku
dédi¢né poruchy v mechanizmech oprav DNA. Dikaz, Ze
pocatek dédiéného nepolypdzniho kolorektilntho karci-
nomu souvisi s poruchou opravy chybné zafazené baze
v DNA fizené metylaci (mismatch repair), naznaduje, Ze
podobné defekty v jinych mechanizmech opravy DNA
mohou byt pfi¢inou specifickych typa lidskych nidort
(kapitola 22).

NEJDULEZITEJSI POZNATKY

Vyznam mechanizm@ opravy DNA presvédcivé dokumentuje
existence dédi¢nych chorob u ¢lovéka, které vznikaji v dusledku
poruch pfi opravé DNA.

Urcité typy nadord souvisi s poruchami mechanizmd opravy DNA.

Mechanizmy rekombinace DNA

Rekombinace mezi homologickymi molekulami DNA je zprostfedkovéna
aktivitou mnoha enzyma, které stépi a rozmotavaji DNA, stimuluji vzajemné
prostupovani fetézct mezi dvousroubovicemi, opravuji a spojuji fetézce DNA.

V kapitole 7 jsme popsali hlavn{ rysy rekombinace mezi
homologickymi chromozomy, av§ak neuviddéli jsme mole-
kularni podrobnosti tohoto procesu. Protoze mnoho geno-
vych produktl podilejicich se na reparaci poskozené DNA
se castni také rekombinace mezi homologickymi chromo-
zomy nebo crossing-overu, podivame se nyn{ podrobnéji na
nékteré molekularn{ aspekty tohoto vyznamného procesu.
Rekombinace obvykle, mozna vzdy, zahrnuje i opravnou

syntézu DNA. Z tohoto dtavodu plati mnoho informaci
z ptedchozich oddila téZ pro mechanizmus rekombinace.
U cukaryot je crossing-over spjat s tvorbou synaptone-
miélniho komplexu, ktery vznikd béhem profize prvniho
meiotického déleni. Tato struktura se skladd predev§im
z proteint 2 RNA. Z neznidmych d@voda se crossing-over
vyskytuje jen velmi vzicné u sameckt drozofily. (Crossing-
-over se jinak vyskytuje u obou pohlavi vétSiny druh; to, Ze
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Tab. 13.1
Dédi¢né nemoci u clovéka zpisobené poruchami opravy DNA
dédi¢né onemocnéni gen chromozom  funkce produktu hlavni ptiznaky
1. xeroderma pigmentosum XPA 9 protein rozpoznavajicf poskozenif DNA  citlivost k UV zafen,
XPB 2 3" — 5" helikdza preddasny vznik nadort kiize
XPC 3 protein rozpoznévajici poskozen{ DNA  neurologické poruchy
XPD 19 5" — 3" helikdza
XPE 11 protein rozpoznavajici poskozen{ DNA
XPF 16 nukledza, 3’ $tépeni
XPG 13 nukledza, 5 §tépenf
XPV translézni DNA-polymerdza n
2. Cockayntiv syndrom CSA 5 protein excizn{ opravy DNA citlivost k UV zafenf,
CSB 10 protein excizn{ opravy DNA neurologické a vyvojové
poruchy, pfed¢asné stirnuti
3. trichothiodystrofie TTDA 6 bazaln{ transkripéni faktor ITH citlivost k UV zafenf,
neurologické poruchy,
mentaln{ retardace
4. ataxia-telangicctasia ATM 11 serin/treoninova kindza citlivost k ionizujicimu
zafeni, chromozomovi
nestabilita, pfed¢asni
progresivni neurodegenerace,
vznik nddora
5. Fanconiho anémie FA (8 gena, citlivost k latkim tvoficim
A-H,na5 v DNA k#{Zové vazby
raznych chromozomova nestabilita,
chromozomech) vznik nidort
6. Bloomtiv syndrom BLM 15 BLM RecQ helikiza chromozomovi nestabilita,
mentiln{ retardace,
vznik nadort
7. Wernertv syndrom WRN 8 WRN RecQ helikiza chromozomova nestabilita,
progresivni neurodegenerace,
vznik nadord
8. Rothmundtv-Thomsontv RECQL4 8 RecQ helikiza 14 chromozomovi nestabilita,
syndrom mentaln{ retardace,
vznik nadora
9. Nijmegen breakage syndrom ~ NBST 8 protein rozpoznavajici chromozomovi nestabilita,
dvoufetézcovy zlom v DNA mikrocefalie (mal4 lebka),
vznik nadort

témér chybi u heterogametického pohlavi, je zvlastnost
drozofily a nékolika milo jinych druhd.) Je zajimavé, Ze
u drozofily v pribé¢hu prvniho meiotického déleni pfi sper-
matogenezi synaptonemalni komplex nevznikd. Nadto,
mutace v genu ¢3G u drozofily blokuje jak crossing-over, tak
tvorbu synaptonemalnfho komplexu u samiéek. Zd4 se tedy,
Ze crossing-over a vznik synaptonemilnfho komplexu jsou
Gzce spojeny. V pribéhu tvorby synaptonemalniho kom-
plexu probihd v malé mife i syntéza DNA, ktera je patrné
soucasti synapse a crossing-overu.

REKOMBINACE: STEPENI A ZNOVUSPOJENI
MOLEKUL DNA

V kapitole 7 jsme probirali pokus Creightonové
a McClintockové dokazujici, Ze crossing-over je zptsoben
zlomy v rodiovskych chromozomech a znovuspojenim

jejich &asti za vzniku novych kombinaci. Dtkazy o tom, Ze
pfi rekombinaci vznikaji zZlomy a dochaz{ ke znovuspojent,
byly ziskany také pomoci autoradiografie i dal$ich technik.
I kdyz jsou hlavn{ rysy mechanizmu rekombinace nyn{ dobte
prostudoviny, nékteré specifické podrobnosti zbyva jesté
objasnit.

Mnoho poznatkd o molekulirni podstaté crossing-
-overu ptinesly studie rekombinacné-deficientnich mutanti
E. coli a S. cerevisiae. Biochemické analyzy téchto mutantd
prokézaly, Ze postradaji rGzné enzymy a jiné proteiny nez-
bytné pro rekombinaci. Vysledky genetickych a bioche-
mickych studif tak poskytly pomérné uceleny obraz mecha-
nizmu rekombinace na molekularn{ Grovni.

Mnoho soucasnych oblibenych modeld crossing-overu
bylo odvozeno od modelu, ktery v roce 1964 navrhl Robin
Holliday. HollidayGv model poprvé nejlépe vysvétlil vétdinu
dostupnych genetickych Gdajid mechanizmem zahrnujicim
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MILNIKY GENETIKY: Mullertv dtikaz,
ze paprsky X jsou mutagenni

Kolem roku 1880 pozoroval Hugo de Vries nahly vznik novych
fenotypl u pupalky dvouleté, kterd rostla v jeho pokusné zahradé.
Tyto neobvyklé rostliny nazval ,sporty” (sports) a dal jim latinska
jména, nebot se domnival, Ze jsou to nové druhy. Aby popsal ptvod
téchto novych druhi, zaved! de Vries v roce 1901 termin mutace.' Jak
se ukdazalo pozdéji, de Vriesovy ,sporty” byly vysledkem velkych zmén
ve struktufe chromozom — translokacf (viz kapitola 6).

Nové fenotypy vznikajici v disledku mutaci byly popsény
a pozorovany jako dédi¢né zmény mnoha Slechtiteli rostlin jiz dfive.
Nicméné teprve prace na drozofile v laboratofi Thomase Hunta
Morgana pfinesla jasné ddkazy o ucincich novych mutantnich alel.
Prvni kvantitativni méfeni mutacni cetnosti provedli v roce 1919
Hermann J. Muller a Edgar Altenburg.? Tito badatelé studovali ¢etnost
X-vézanych letélnich mutaci u drozofily. Zasadni prdlom v muta¢nim
vyzkumu nastal v roce 1927, kdy Muller prokazal, Ze ptsobenim
paprsk X na spermie drozofily se prudce zvysuje ¢etnost X-vazanych
letalnich mutaci. (Paprsky X jsou formou elektromagnetického zareni
s kratSi vinovou délkou a veétsi energif nez je viditelné svétlo; viz
obr. 13.17.) Mullerova studie byla prvnim dikazem, Ze mutace mize
byt indukovéana néjakym vnéjsim faktorem. Za tento vyznamny objev
obdrzel Muller v roce 1946 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu.

MullerGiv nezpochybnitelny dikaz mutagenity paprskd X byl
umoznén tim, Ze vyvinul jednoduchou a pfesnou techniku k prikazu
letalnich mutaci na chromozomu X u drozofily. Tato technika, nazyvana
metoda CIB, vyuzivad heterozygotni samicky s jednim normdalnim
chromozomem X a druhym zménénym chromozomem X -
chromozomem CIB —, jejz Muller zkonstruoval specificky pro tento
pokus.

Chromozom CIB ma tfi podstatné slozky. (1) C znamena potlaceni
crossing-overu a souvisi s dlouhou inverzi, kterd u heterozygotnich
samicek potlacuje rekombinaci mezi chromozomem C/B a strukturné
normalnim chromozomem X. Tato inverze nezabrafiuje vzniku

" de Vries, H. 1901. Die Mutationstheorie, Vol. 1, Viet, Leipzig.

2 Muller, H. J., and E. Altenburg. 1919. The rate of change of hereditary
factors in Drosophila. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 17: 10-14.

*Muller, H. J. 1927. Artificial transmutation of the gene. Science 66: 84-87.

crossing-overu mezi dvéma homologickymi chromozomy, avsak
zplsobuje, Ze potomstvo s rekombinovanym chromozomem X
vytvofenym crossing-overem neni Zivotaschopné v dasledku duplikaci
a deficienci (viz kapitola 6). (2) / znamena pfitomnost recesivni letalni
mutace na chromozomu C/B. Homozygotni samic¢ky a hemizygotni
samecci, ktefi nesou tuto X-vdzanou letdlni mutaci, nejsou
Zivotaschopni. (3) B oznacuje mutaci, kterd zpUsobuje fenotyp oci Bar,
tj. stav, pfi kterém jsou velké sloZzené oci standardnich jedincl
redukovany na Uzké oci ve tvaru prouzku. Alela B je castecné
dominantni, proto Ize samicky heterozygotni pro chromozom CIB
snadno identifikovat. Jak recesivné letdlni mutace (/), tak i mutace
ve tvaru o¢i Bar (B) jsou umistény uvnitf invertovaného segmentu na
chromozomu CIB.

Muller ozaroval samecky a kfizil je se samickami C/B (obr.1).
V potomstvu tohoto kfizeni mély viechny samicky se zdZenyma ocima
chromozom CIB zdédény od matky a ozareny chromozom X od otce.
Protoze u sameckl byla ozédrena celd populace reprodukénich bunék,
kazda samicka se zUZenyma ocima nesla potencialné mutovany
chromozom X. Nasledné byly samicky se zizenyma oc¢ima jednotlivé
krizeny (v jednotlivych kulturdch) se standardnimi samecky. Pokud
ozareny chromozom X u samicek se zUZenyma ocima obsahoval
ziskanou X-vdzanou letalni mutaci, v potomstvu tohoto kfizeni byly
pouze samicky. Samecci hemizygotni pro chromozom C/B zahynou,
nebot tento chromozom nese recesivni letalni alelu (/). Navic, samecci
hemizygotn{ pro ozafeny chromozom X také hynou, pokud na tomto
chromozomu vznikne ozafenim recesivnf letdlni alela. K¥izeni samicek
se zUZenyma ocima (CIB), které nesou ozareny chromozom X, v némz
naopak nebyla indukovana letdlni mutace, povede ke vzniku samic¢iho
a samc¢iho potomstva v poméru 2:1 (zahynou pouze samecci
s chromozomem C/B). S pomoci metody C/B je detekce nové vzniklych
recesivnich letalnich X-vazanych mutaci jednoznacna a bezchybna;
nepfitomnosti samciho potomstva. Na zakladé této techniky Muller
prokdzal az 150nasobné zvyseni cetnosti X-vazanych letalnich mutaci
po ozéfeni sameckU drozofily paprsky X.

Po Mullerovych pionyrskych pokusech s drozofilou prokdzali brzy
i jini badatelé, Ze paprsky X jsou mutagenni u jinych organizmd vcetné

zlomy, znovuspojeni a opravu molekul DNA. Aktualizovani
verze Hollidayova modelu rekombinace je znizornéna na
obr. 13.26. Tento mechanizmus, stejné jako mnoho jinych,
zalind vytvofenim jednofetézcovych zloma vlivem
endonukledz v paralelnich fetézcich v kazdé ze dvou
rodicovskych molekul DNA (vznik zlomt). Nisledné jsou
jednotetézcové segmenty z jedné strany kazdého zifezu
vytésnény a vyménujf se s jejich komplementirnimi fetézci,
a to za pomoci DNA-helikdzy a proteint vizajicich se na
jednofetézce. Helikdzy odvinujf oba fetézce DNA v oblas-

tech prilehlych k jednofetézcovym zarezim. U E. coli exis-
tuje komplex RecBCD, ktery mé jak endonukledzovou aktivitu
zptsobujici v . DNA jednofetézcové zlomy, tak i DNA-
-helikizovou aktivitu, kterd odvinuje komplementirni
fetézce DNA v oblasti prilehlé ke kazdému zafezu.

Oba pfemisténé fetézce si potom vyméni parovaci part-
nery(matrici)apirujises neporudenymi komplementirnimi
fetézci homologickych chromozomt. Tento proces je
zprostiedkovavan urditymi proteiny, jako je napiiklad pro-
tein RecA u E. wli. Proteiny RecA jiz byly charakterizovany
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Krizeni I: Samicky heterozygotni pro chromozom CIB
jsou zkfizeny s ozarenymi samecky.
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Kfizeni Il: Samicky CIB z kfizeni | jsou zkfizeny se standardnimi samecky.
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Obr. 1 ~ Technika CIB pouzitd Mullerem k priikazu X-védzanych
recesivnich letalnich mutaci u drozofily. Pokud bude v ozafeném
chromozomu X pfitomna recesivni letalni mutace, v potomstvu
kfizeni Il vzniknou pouze samicky. Pokud v ozafeném chromozomu X
nevznikla recesivni letdIni mutace, jednu tretinu potomstva v krizeni Il
budou tvofit samedci. Prakaz letalnich mutaci tedy spociva pouze

v hodnoceni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti sameckl v potomstvu
krizeni Il.

rostlin, dalSich Zivocicht a mikrobd. Kromé toho bylo brzy zjisténo, ze
i dalsi typy elektromagnetického zareni s vysokou energii a také
mnoho chemickych latek jsou potencidlnimi mutageny. Tato schopnost
indukovat mutace v genech nesmirné pfispéla k rozvoji genetiky.
Umoznila védclm vyvoldvat mutace v jednotlivych genech a vyfazovat
jejich funkce. Na zékladé studia mutantnich organizm byly ziskany
informace o funkci genového produktu u standardniho typu. Tento
pristup — mutac¢ni analyza biologickych procesti — se osvédcil jako
Ucinny nastroj pfi poznani mnoha biologickych procesu.

OTAZKY K DISKUzI

1. Muller prokdzal, Ze paprsky X vyvoldvaji mutace u drozofily.
Nasledujici vyzkumy v mnoha laboratofich potvrdily, Ze paprsky X
jsou mutagenni u vsech organizmd, vcetné clovéka. Mimoto
predstavuji paprsky X i vyznamny diagnosticky ndstroj v mediciné
a v zubnim |ékafstvi. Pokud je provadéno diagnostické ozafovani,
lékarsky persondl vam poskytne olovénou zastéru, aby nedoslo
k ozareni reprodukcnich bunék v téle. To je ochrani a zmensi
pravdépodobnost vzniku novych mutaci, které by mohly byt
preneseny na potomky. Nicméné paprsky X indukuji mutace
i v somatickych bunkach a nékterd z téchto mutaci mize zvysit
pravdépodobnost nasledného vzniku rakoviny. Jakd nafizeni se
vztahuji k vyuzivani paprskd X pro diagnostické ucely? Jaké
skutecnosti by mély byt zvazovany pfi stanoveni téchto pravidel?

2. Kromé paprskd X jsou vysoce mutagenniijiné typy zareni s vysokou
energii, jako napfiklad gama zareni, kosmické zareni a castice
vzniklé rozpadem radioaktivnich latek pouzivanych v jadernych
zbranich a pfi jadernych reakcich. V roce 1986 se potencidlni
nebezpedi jadernych reaktor( stalo realitou, kdyZ explodovala
jaderna elektrarna v blizkosti Cernobylu na Ukrajiné a zamofila
okolni krajinu. Ackoli jsou jaderné reaktory vyznamnym
ekonomickym zdrojem elektfiny, potencidlni moznost nehod,
podobnych jako byla v Cernobylu, zlstava. Jaké jsou pro a proti
z hlediska vyuzivani jadernych reaktord pro vyrobu ekonomicky
vyhodné a , ekologicky pratelské” energie?

u mnoha druhd, a to jak prokaryotickych, tak i cukaryotic-
kych. Protein RecA a jeho homology katalyzuji asimilaci
Jednoretézcii DNA, tj. proces, pti kterém dochazi k nahrazen{
jednoho fetézce dvoufetézcové molekuly DNA homolo-
gickym fetézcem jiné molekuly. Proteiny typu RecA kata-
lyzuji reciproké vymény jednofetézcovych tGsekd mezi
dvéma dvoufetézcovymi molekulami DNA ve dvou krocich.
V prvnim kroku je jeden fetézec jedné dvoutetézcové mole-
kuly asimilovin druhou homologickou dvoufetézcovou
molekulou, pfi¢emz nahrad{ identicky nebo homologicky

fetézec a paruje se s komplementiarnim fetézcem. Ve dru-
hém kroku je nahrazeny fetézec podobné asimilovan prvn{
dvoufetézcovou molekulou DNA. RecA-protein katalyzuje
tyto vymény tim, Ze se vaze na nesparovany retézec DNA,
napomaihd vyhledivat homologickou sckvenci v DNA, a jak-
mile je homologickd dvoufetézcovd molekula nalezena,
provede nahrazenf jednoho fetézce nespirovanym fetéz-
cem. Pokud jiZ existuji komplementirni sekvence ve formé
jednofetézcovych Gseki, zvySuje piitomnost proteinu RecA
rychlost denaturace vice nez 50krat.
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Rozstépené fetézee se potom kovalentné spoji za vzniku
novych kombinaci pomoci DNA-ligizy (znovuspojeni).
Pokud nevznikly pavodni zlomy ve dvou fetézcich v presné
stejném misté obou homologi, je nutné urdité ptizptsobeni
pfed tim, nez ligdza katalyzuje znovuspojeni. Toto
pfizptsobeni zahrnuje vyStépeni nukleotidd pomoci
exonukledzy a opravnou syntézu zprostifedkovanou DNA-
-polymeridzou. Posloupnost jednotlivych krokd, kterou

homolog 1

(a) Parovani tIIIIIIIIEEIIIIIIIl
homologickych
chromozomda.
a homolog2 ~ ®
endonukleaza
A B
(b) Vznik
jednoretézcovych > zlomy
zlomd.
a b
helikaza a protein

vazajici se na jednorfetézce

A B
(c) Vzajemné
prostupovani
fetézcu.
a b
proteiny typu Rec A
A B
(d) Vyména fetézcu.
a b

DNA-ligéza, pfedchézena
pravdépodobné exonukleazou
a DNA-polymerézou

A B
(e) Vznik kovalentniho
jednoretézcového _—
mustku.
a b

Obr. 13.26

jsme zde popsali, vytvaif pfi rekombinaci strukturu ve tvaru
X oznacovanou jako chi-struktura. Ta byla pozorovina
pomoci clektronového mikroskopu u nékolika druht
(obr.13.27). Chi-struktury jsou rozloZeny pomoci enzy-
maticky katalyzovaného zlomu a znovuspojeni komple-
mentarnich fetézc DNA, ¢imz vznikaji dvé rekombinované
molekuly DNA. U E. coli mize byt chi-struktura rozlozena
bud pomoci produktu genu recG, nebo genu ruvC (z anglic-

ﬁmmm:
T,

A b

(j) Rekombinované
chromozomy.

DNA-ligaza, pfedchazena
pravdépodobné exonukledzou
a DNA-polymerazou

a B

I,
1O (T,

(i) Dvourozmérny pohled.

A b
B
A
(h) Ru3eni jednofetézcového
mastku.
a
b endonukleaza

(g) Ekvivalentni 3-D struktura.

rotace nizsich koncu

B

(f) Trojrozmérna struktura.

Mechanizmus rekombinace mezi homologickymi molekulami DNA. Znazornéné

schéma je zaloZzeno na modelu, ktery pavodné navrhl v roce 1964 Robin Holliday.
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(a)

(b)

Obr. 13.27 I~ Snimek z elektronového mikroskopu (a) a schéma (b)
rekombina¢niho meziproduktu ve tvaru X neboli chi-struktury.

kych slov repair of UV-induced damage). Kazdy z téchto
gent kdduje endonukledzu, kterd katalyzuje Stépeni retézct
v chi-struktufe (viz obr. 13.26).

Znatné mnozstvi dikazt naznaduje, Ze k homologické
rekombinaci mize dojit vice nez jednim mechanizmem —
pravdépodobné nékolika riznymi mechanizmy. U . cerevi-
siae bylo zjisténo, Ze konce molekul DNA, které byly
vytvofené dvoufetézcovymi zlomy, jsou velmi rekombino-
genni. Tento fakt a nékteré dalsi skute¢nosti naznaluji, Ze
rekombinace u kvasinek ¢asto zahrnuje dvoutetézcovy zlom
vjednérodi¢ovské dvousroubovici. Proto v roce 1983 navrhli
Jack Szostak, Franklin Stahl a kolegové pro vysvétleni cross-
ing-overu model dvoutetécového Zomm. Podle tohoto mode-
lu je rekombinace zaloZend na dvoufetézcovém zlomu,
ktery vznikl v jedné z rodi¢ovskych dvousroubovic, a nikoliv
na jednofetézcovych zlomech, jak predpoklida Hollidayav
model. Tento pocitedni zlom se nasledné rozsif{ a vytvori
mezery v obou fetézcich. Dva jednofetézcové konce vzniklé
v dvoufetézcové mezefe této dvousroubovice postupné
naru$i neposkozenou dvousroubovici a nahradi v urdité
oblasti segmenty v homologickém fetézci. Vzniklé mezery
jsou potom zaplnény pomoci opravné syntézy DNA. Timto
procesem vzniknou dva homologické chromozomy spojené
dvéma jednofetézcovymi mustky. Tyto mustky jsou potom
zru$eny pomoci endonukledzového $tépeni, stejné jako

v piipadé Hollidayova modelu. Jak model dvoufetézcového
zlomu, tak i Hollidaydv model vyborné vysvétluji vznik
chromozom, u kterych doslo k rekombinaci genetickych
marker vymezujicich oblast, v niZ se vyskytl crossing-over.

GENOVA KONVERZE: OPRAVNA SYNTEZA DNA
SPOJENA S REKOMBINACI

Az do této chvile jsme hovofili pouze o mechanizmech
rekombinace, které Ize vysvétlit zlomy v homologickych
chromatidich a niaslednymi reciprokymi vyménami jejich
Casti. Tetradova analyza u askomycet vSak odhalila, Ze
genetickd vyména nemus{ byt vZdy reciproka. Tak naptiklad
provedeme-li kifZeni mezi dvéma tésné vizanymi mutacemi
u neurospory a niasledné analyzujeme viecka obsahujici
standardni typ rekombinantd, zjiStujeme, Ze tato viecka
¢asto neobsahuji reciproké dvojndsobné mutantni rekombi-
nanty.
Uvazujme kifZzen{ se dvéma tésné vizanymi mutacemi,

m; a my Po kiizeni m; m," s m;"m, pozorujeme viecka
nasledujicich typt:

dvojice spor 1: w2, m,

dvojice spor 2: 72, 2, "

dvojice spor 3: w2y w2yt

dvojice spor 4: 2y m,"

Z vysledt je patrné, Ze ve viecku jsou piftomné spory
standardniho typu m" m,", aviak dvojnisobné mutantn{
spory typu mz; m, ve viecku chybi. Reciprokou rekombinaci
by v§ak mél vzniknout chromozom 2 2, kdykoliv vznika
chromozom ;" m2,". V tomto viecku je viak pomér m2," : mz,
3:1,ane2:2,jak bychom olekavali. Zda se, jako by jedna
z alel 2, Jkonvertovala® do alelové formy »2,". Tento typ
nereciproké rekombinace se nazyvi genova konverze.
MuzZeme si pfedstavit, Ze genova konverze je dasledkem
mutace, vyskytuje se viak s vy$si Cetnosti nez odpovidajici
mutaénf jevy, vZdycky vytvai{ alelu pfitomnou na homolo-
gickém chromozomu, a ne alelu novou a je korelovina asi
v 50 procentech pfipadd s reciprokou rekombinaci sle-
dovanych marker. Posledni pozorovin{ jasné ukazuji, Ze
genova konverze je dasledkem jeva, které vznikaji béhem
crossing-overu. Dnes se pfedpoklida, Ze genovd konverze je
vysledkem opravné syntézy DNA souviscjici se zlomy,
vystépenim a znovuspojenim, k nimZ dochdz{ v prabéhu
crossing-overu.

U tésné vazanych markerd se genovd konverze vyskytuje
astéji nez reciproka rekombinace. Vjedné studii provedené
v genu his] u kvasinek vykazovalo konverzi gent 980 z 1081
viecek obsahujicich rekombinanty his™, zatimco pouze u 101
z nich se projevila klasickd reciprokd rekombinace.

Nejpozoruhodnéjsim rysem genové konverze je to, Ze
nenf udrzovin vstupn{ pomér alel 1: 1. To mZe byt snadno
vysvétleno tim, Ze kratké segmenty rodi¢ovské DNA jsou
degradoviny a nésledné resyntetizoviny s vyuzitim matri-
covych fetézclh DNA nesoucich jinou alelu. Vezmeme-li
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v ivahu mechanizmus excizni opravy probrany dfive v této
kapitole, tak Hollidayv model crossing-overu vhodné
vysvétluje genovou konverzi genetickych markerd umfsté-
nych v bezprostfednim okoli mista crossing-overu. Na
obr.13.26d-i jec znizornén segment DNA mezi lokusy
Aa B, kde jsou sparovany komplementarn{ fetézce DNA ze
dvou homologickych chromozomt. Pokud se tieti par alel
umfstény uvniti tohoto segmentu bude rozchizet v misté
prekifzeni, vznikne v téchto dvou dvousroubovicich chybné
parovani. Molekuly DNA, které se vyznaéuji netGplnou kom-
plementaritou nebo obsahujf rizné alely ve dvou protileh-
Iych fetézcich dvousroubovice, oznalujeme jako hetero-
duplexni. Takové heteroduplexni molekuly vznikaji jako
meziprodukty v procesu rekombinace.

Pokud pozménime obr. 13.26e tak, aby obsahoval tfeti
par alel, a pfidime dvé dalsf chromatidy, mély by mit tetrady
nasledujici slozeni:

heteroduplexy

chybné parovani

Jestlize budou chybné spirované bize opraveny excizni
opravou (viz obr. 13.24), pfi které jsou fetézce m vy§tépeny
a resyntetizovany s vyuzitim komplementarnich fetézct 7"
jako matrice, vzniknou nésledujici tetrady:

aopravna
syntéza

V dasledku semikonzervativni replikace DNA béhem
nasledujictho mitotického déleni vznikne viecko, které
bude obsahovat $est askospor 72" a dvé askospory 7z, pomér
genové konverze bude 3: 1.

Pfedpoklidejme ale, Ze pred mitotickym délenim je ve
vyse popsané tetradé opravena pouze jedna ze dvou chybné
sparovanych oblasti. V takovémto ptfipadé v dsledku semi-
konzervativni replikace zbyvajictho heteroduplexu vznikne
jeden homoduplex 7", jeden homoduplex mavzniklé viecko
bude obsahovat askospory v poméru 5#*: 3. Takové poméry
genové konverze se skuteéné vyskytuji. Vyplyvaji z postmeio-
tické (mitotické) segregace neopravenych heteroduplext.

m* a
\ 3
opravna
syntéza

endonukleadza

a a
m* mt
1M (T [TTTETIT
a* m* b a m* b
l DNA-ligaza l DNA-ligéza
a m* b* fa‘L m* b*
m* m*
a a
m* mt
T TITTHITIT
at m* b a m* b

rodicovska sestava
okrajovych markert

rekombinovana sestava
okrajovych markert

Obr. 13.28 Vznik bud rekombinovanych (vlevo dole), nebo
rodicovskych (vpravo dole) sestav sledovanych marker( ve spojeni

s genovou konverzi. Rekombina¢ni meziprodukt zndzornény v horni
casti obrazku je shodny s tim, ktery je uveden na obr. 13.26¢g, avsak
obsahuje chybné opravené chromatidy tetrady uvedené v textu. Tato
tetrada produkuje viecko vykazujici genovou konverzi 3m*:1m.
Stépenim jednofetézcového mustku ve vertikalni roviné (vlevo)
vznikne rekombinovana (a*b a a b") sestava marker(, zatimco $tépeni
v horizontalni roviné povede k rodi¢ovské (a*b* a a b) sestavé
markerd.

Genova konverze je spojend s reciprokou rekombinaci
sledovanych markert pfiblizné v 50 procentech piipadd.
Tuto korelaci ndzorné vysvétluje Hollidayav model rekom-
binace znizornény na obr.13.26. Pokud dvé rekombino-
vané chromatidy zndzornéné tetridy zakreslime tak, jak je
uvedeno naobr. 13.26g, mizeme spojeni genové konverze
s reciprokou rekombinaci sledovanych markeré snadno
vysvétlit (obr.13.28). Aby byl rekombinaéni proces
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dokonden, musi byt jednofetézcovy mustek spojujici dvé
chromatidy zrusen endonukleolytickym S$tépenim. Toto
$tépeni maze probéhnout bud horizontilné, nebo vertikalné
v chi-struktufe zndzornéné na obr.13.28. Vertikalnim
$tépenim vznikne viecko vykazujici jak genovou konverzi,
tak reciprokou rekombinaci sledovanych markerd.
Horizontaln{ $tépeni vytvoii viecko vykazujici genovou kon-
verzi a rodiCovskou kombinaci pifslu§nych markert. Takze
pokud ke $tépeni ve vertikidlni roviné dojde v poloviné
pfipadt avhorizontilni roviné také v poloviné pfipadd, bude
genova konverze doprovizena reciprokou rekombinaci
pfislusnych markert asi v 50 procentech, jak se ukdzalo.

NEJDULEZITEJSI POZNATKY

Crossing-over probihad prostrednictvim zlom v homologickych
molekuldch DNA a znovuspojenim jejich ¢asti za vzniku novych
kombinaci.

Pokud jsou genetické markery tésné vazany, casto dochazi
k nereciproké rekombinaci neboli genové konverzi, ktera vede
k segregacnimu poméru alel 3 : 1.

Genova konverze vznika v dlsledku opravné syntézy DNA, ke které
dochazi v prlbéhu rekombinac¢niho procesu.

Cviceni

OBJASNENI ZAKLADU GENETICKE ANALYZY

1. Objasnéte Glohu mutace v evoluci. Mohly by se Zivé
organizmy vyvijet bez piftomnosti mutaci?

Odpovéd: Ne. Mutace je prvofadym a zdsadnim krokem
v evolu¢nim procesu; je hlavnim zdrojem veskeré nové genetické
variability. Rekombinaéni mechanizmy produkujf nové kombinace
této genetické variability a ptirodni (nebo umél4) selekce uchova
ty kombinace, které ddvajivznik organizmtim nejlépe adaptovanym
na prostiedi, ve kterém Ziji. Jednoduse fedeno, bez mutace nenf
evoluce.

2. Uvazujte kratky segment standardniho genu s nasledujici
sckvencf:

5'-ATG TCC GCATGG GGA-3/
3’-TAC AGG CGT ACC CCT-¥

Transkripci tohoto genového segmentu ziskime nisledujici
nukleotidovou seckvenci v mRNA:

5’-AUG UCC GCA UGG GGA-¥
a translaci této mRNA vznikne sekvence aminokyselin
metionin-serin-alanin-tryptofan-glycin

Pokud dojde u daného genu k ziméné jednoho paru bazi, pfi
které se v pozici 7 zméni G:C na AT, jaky G¢inck bude mfit takova
mutace na polypeptid vytvareny timto genem?

Odpovéd: mRNA kédovand genovym segmentem s mutaci
bude vypadat takto:

5-AUG UCC ACA UGG GGA-3¥'
a bude kédovat nisledujici sekvenci aminokyselin:
metionin-serin-treonin-tryptofan-glycin

Povsimnéte si, Ze tieti aminokyselina mutantniho polypeptidu je
treonin namisto alaninu pfitomného v polypeptidu standardnim.
Ziména jednoho paru bazi tak povede, tak jako u vétsiny
jednonukleotidovych substituci, k ziméné jedné aminokyseliny
v polypeptidovém fetézci kbdované danym genem.

3. Pokud ziména jednoho parG bizi, tak jak je popsina

ve cviceni 2, zmén{ par G:Cv pozici 12 na AT, jaky G¢inek bude mit
takovd mutace na polypeptid vytvireny timto genem?

Odpovéd: Vysledni sckvence mRNA bude vypadat takto:
5-AUG UCC GCA UGA GGA-3¥

terminaéni kodon

Na Ctvrté pozici se zménil kodon pro tryptofan UGG na
kodon UGA, tj. na jeden ze ti{ terminanich kodont. Diky tomu
bude mutantn{ polypeptid ukonéen piedéasné a vysledny protein
bude pozménén, respektive zkricen.

4. Pokud bude par bazi A:T vloZen mezi pary 6 2 7 v segmentu
genu uvedeného v Gloze 2, jaky G¢inek bude mit tato zména na
polypeptid daného genu?

Odpovéd: Nukleotidova sekvence mRNA uréend uvedenym
mutantnim genovym segmentem bude vypadat takto:

5-AUG UCC AGC AUG GGG A-3/
a polypeptid vznikly z mutované mRNA bude:

metionin-serin-serin-metionin-glycin
\ J

v —~—— .
zménéni sckvence aminokyselin

Inzerce paru bizi zménf &teci rimec v mRNA (trinukleotidy jsou
Cteny jako kodony) od mista vzniku mutace. Vysledkem je, Ze
vSechny nisledné aminokyseliny od mista inzerce budou zménény
avznikly protein bude abnormiln{ (obvykle nefunkénf). V- mnoha
pfipadech vznika v dasledku inzerce v rdimci normélniho ¢tectho
rimce pro translaci terminaéni kodon, coZ zplsobuje tvorbu
zkriceného polypeptidu.

5. Pokud dojde udvou molekul DNAzobrazenych naspodnim
obrizku, kde Sipky predstavuji 3’-konce kazdého vlikna, ke
crossing-overu mechanizmem zlomu a znovuspojeni, budou obé
rekombinovani vldkna vznikat se stejnou &etnosti ?

at b zlom a* bt
a
m Znovuspojeni m
X —_— a
a b* a* bt

Odpovéd: Ne. Béhem rekombinace mohou byt spojena pouze
vlakna DNA se stejnou polaritou. Druhé rekombinované vlakno se
nebude tvofit.




382 Kapitola 13 Mutace, oprava DNA a rekombinace

Ovéreni znalosti

POUZITI RUZNYCH POJETI A PRISTUPU

1. Charles Yanofsky izoloval velké mnozstvi auxotrofnich
mutantd E. col7, kteti rostli pouze na médiu obsahujicim tryptofan.
Jak mohli byt tito mutanti identifikovini? Pokud specificky
auxotrofni mutantvznikl v dtsledku mutace indukované kyselinou
dusitou, mze byt revertovin zpét do prototrofniho stavu po
plsoben{ 5-bromuracilu (5-BU)?

Odpovéd: Kultura mutovanych bakterif maze rist jen na mé-
diuobsahujicim tryptofan, jen tak mohou zidouci mutanti prezivat
a mnozit se. Bakterie by poté mély byt nafedény a pfeoc¢koviny na
agarozové médium s tryptofanem a inkubovany, dokud nevznik-
nou viditelné kolonie. Tyto kolonie jsou pfeneseny na misky bez
tryptofanu pomoci razitkovaci metody vyvinuté Lederbergovymi
(viz obr.13.2). Pozadovan{ tryptofanovi auxotrofni mutanti po-
rostou na miskich obsahujicich tryptofan, ale ne na orazitkovanych
miskich bez tryptofanu. Protoze po ptisobeni kyseliny dusité
i 5-BU vznikajf tranzi¢n{ mutace v obou smérech, tj. AT « G:C,
jakdkoli mutace indukovand kyselinou dusitou by méla byt po
pasoben{ 5-BU revertovana.

2. Predpoklidejte, Ze jste nedivno objevili novy druh bakterie
a nazvali ho Escherichia mutaphilium. BEhem posledniho roku jste
u tohoto druhu studovali gen mutA a jecho polypeptidovy produkt,
enzym trinukleotidmutagenazu. U E. mutaphilium byl prokizan
téméf univerzaln{ geneticky kéd a podobné chovini jako
u Escherichia colive viech dal$ich ohledech platnych pro molekuldrn{
genetiku.

Sesti aminokyselina od amino-konce standardnf trinukleotid-
mutagendzy je histidin a standardni gen mutA ma sekvenci tri-
nukleotid

3-GTA-S!
5'-CAT-3’

v pozici odpovidajici $esté aminokyseliné genového produktu.

Charakterizovino bylo také sedm nezivisle izolovanych mutantd

vykazujicich zimény jednoho pirt baz{ uvnitf tohoto tripletu.

Navic byly vSechny tyto mutantni trinukleotidmutagenizy

purifikoviny a byla zji$téna jejich sekvence.

Mutanti mutAl, mutA2amutA3 mezisebounemohou navzijem
rekombinovat, ale rekombinuji se zbyvajicimi ¢tyfmi mutanty
(mutA4, mutAJ, mutA a mutA7), coz vede ke vzniku rekombinantd
standardniho typu. Podobné mutanti A4, AJ a2 A6 nebudou
rekombinovat mezi sebou, avSak budou vytviret standardni
rekombinanty po kifZen{ s kazdym ze &yt zbyvajicich mutanta.
KifZzenim mezi mutAl a mutA7 ziskime téméf dvakrit vice
standardnich rekombinantl neZ pii kiiZen{ mezi mutA6 a mutA7.

Mutanti A1 a2 A6 mohou revertovat na standardni typ po
plsoben{ 5-bromuracilu (5-BU), zatimco mutanti A2, A3, A4, AJ
aA7nikoliv. Mutanti A2 a A4 rostou na minimalnfm médiu pomalu,
zatimco mutanti A3 a AJ nesou nulové mutace (vytvafejf zcela
inaktivn{ genovy produkt) a nejsou na minimalnim médiu schopni
ristu. Tento rozdil byl pouZit pro vyhleddvini mutaénich udalosti
vedoucich ke zméné genotypl mutA3 a mutAy na genotypy mutA2
amutA4. Mutanti A3 2 A) mohou po pasoben{ 5-bromuracilu nebo

hydroxylaminu mutovat na A2, respektive A4. Av§ak mutant A3
nemuze mutovat na A4, AJ nebo A2 ani jednim z uvedenych
mutagend.

Pouzijte vySe uvedené informace a vlastnosti genetického
kodu (tab.12.1) a rozhodnéte, které mutantni alely uréujf
mutantni polypeptid kazdé ze sedmi aminokyselinovych substituci
v pozici 6 trinukleotidmutagenizy. Své rozhodnuti zdavodnéte.

Odpovéd: Z uvedenych Gdaji 1ze vyvodit nisledujici zavéry:

a) Standardni kodon pro His mus{ byt na ziklad¢ sekvence
part bazi daného genu CAU.

b) Kodony sedmi aminokyselin nalezené v pozici 6
u mutantnich polypeptid@ musi spojovat s CAU ziména
jedné bdze, nebot vSichni mutanti byli ziskini ze
standardnfho polypeptidu substituci jediného paru bézi.
Degenerace genctickéhokdédutedyprouréenispecifického
kodonu nema vyznam.

c) Diky povaze genetického kddu — zvldste jeho degeneraci
na tieti (3”) pozici kazdého kodonu — jsou v dtsledku
jednonukleotidovych substituci (zpisobenych ziménami
jednoho pird bazi v DNA) mozné tfi substituce
aminokyselin na prvni a druhé pozici (5'-bdze a prostfedni
bize), ale jen jedna moznd ziména aminokyseliny
zpusobend jednonukleotidovou substituci v pozici 3
(3’-bize kodonu). Pro usnadnéni vykladu budeme
oznadovat nukleotidové pozice v tripletu jako pozici 1
(odpovidajici 5'-bizi kodonu), pozici 2 (prostiedni
nukleotidovy par) a pozici 3 (odpovidaji 3’-bidzi v mRNA
kodonu).

d) Protoze mutanti Al, A2 a A3 se nemohou mezi sebou
navzdjem rekombinovat, museli vzniknout ziménou piru
béz{ stejného tripletu bud'v pozici 1, nebo v pozici 2. To
stejné plati i pro A4, AJ a AG. Protoze mutant A7 se
rekombinuje se zbylymi $esti mutantnimi alelami, musel
vzniknout ziménou jednoho pard bazi v pozici 3, ktera
vedla k ziméné aminokyseliny.

¢) Jedinouaminokyselinouskodonyodvozenymiod kodonu
His CAU ziménou jednoho paru biz{ na tieti pozici je
Gln (kodony CAA a CAG). Proto musi mit polypeptid
mutanta mutA7 v pozici 6 aminokyselinu glutamin.

) Jelikoz mutA7 (ziména na tiet! pozici) divd téméf
dvojnasobny pocet rekombinant standardnfho typu pfi
kifZeni s mutAl nez ptiktizen{ s mutAG, musi byt substituce
u mutAl v pozici 1 a substituce u mutA6 v pozici 2.
S ptihlédnutim k bodu d) vyplyv4, Ze substituce u A2a A3
jevpozici 1 asubstituce u A4 a AJ v pozici 2.

g) Protoze mutAl a mutA6 mohou po plsobeni 5-BU
revertovat na standardni typ, musely byt odvozeny
od tripletu nukleotidovych pirt kédujicich His
tranziénimi mutacemi — to znamena:

ATA s-au GTA 5y GC

CmutAS); X7 CAT aiy (rmAs)
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h) ProtoZze po G¢inku hydroxylaminu mutA3 a mutAS mutuji
na mutA2 a mutA4, musel mutant A3 vzniknout z mutanta
A2 a mutant AJ z mutanta A4, a to specificky prostied-
nictvim tranzici G:C — A:T — to znamena:

CTA TTA
a
(mutAs) gg? HA 8{;{? (mutA4)

Na ziklad¢ souhrnu vy$e uvedenych dedukei mtzZeme urlit
vzijemné vztahy mezi aminokyselinami, kodony a triplety
nukleotidovych pard, které jsou pfitomny v piislusném misté
u polypeptidt trinukleotidmutagenizy, molekul mRNA a gent
sedmi riznych mutanta:

prvni zaména bazi

mutA1
Tyr
UAU
[ ] ATA
TAT
mutA4 mutA5 - » mutA6
stanaarani aminokyselina = HIs A -
Leu Pro 1 mRNAkodon = C AU '9 | druha
CUU || CCU [ |DNAtriplet= GTA CGU | zamena
o= B4 bazi
GAA [ GGA CAT GCA
CTT CCT CGT
l I mutA2 mutA7
Asn GIn
AAU CAAnebo CAG
TTA GTT GTC
AAT CAAPEAG
mutA3 tieti
As zaména
. APU bazi
CTA
GAT

Otazky a ulohy

K HLUBSIMU POCHOPENI A ROZVIJENi ANALYTICKYCH SCHOPNOSTi

13.1 Oznadte nisledujici typy bodovych mutaci v DNA nebo
RNA jako (1) tranzice, (2) transverze, (3) posun ¢teciho rdmce.
(A)AnaG;(b)CnaT(c)CnaG;(d)TnaA; () UAU ACC UAU
na UAU AAC CUA; (f) UUG CUA AUA na UUG CUG AUA.

13.2 Jaky bude pomér transverz{ k tranzicim ze vSech
moznych mutaci ménicich smysl kodonu v segmentu DNA
k6dujicim aminokyselinu tryptofan, pokud budou vznikat vechny
zamény jednotlivych paru bizi se stejnou Eetnosti?

13.3 Poozifenidrozofil seunich pfedpokliddvznikletilnich
ividitelnych mutaci. Navrhnéte metodu pro detekei(a) X-vizanych
letilnich a (b) X-vizanych viditelnych mutaci u ozifenych
drozofil.

13.4 Jakym zplsobem mohou byt u bakterii detekoviny
mutace zodpovédné za rezistenci vacéi antibiotikim? Jak lze
rozlisit, zda urcité antibiotikum mutace zptsobuje, nebo pouze
prokazuje mutace jiz pfitomné ve zkoumanych organizmech ?

13.5 Publikované hodnoty rychlosti vzniku mutaci u ¢lovéka
jsou celkové vy$si nez u bakterif. Znamend to, Ze jednotlivé lidské
geny mutuji Castéji nez geny u bakterif? Vysvétlete.

13.6 Sti‘evni polypdza u ¢&lovéka (prekancerdzni stav) je
vnékterych rodinich determinovinajednim dominantnim genem.
Mezi potomky Zeny, kterd zemiela na rakovinu tlustého stfeva,
zemfielo 10 1idf na stejny typ rakoviny a 6 lidi ma diagnostikovinu

stievni polypézu. VSichni ostatn{ pifbuzni této rodiny byli peclivé
vySetieni, avSak Zddny dal$f vyskyt nemoci nebyl zaznamenin.
Navrhnéte vysvétleni pivodu defektniho genu.

12.7 Juvenilni muskularn{ dystrofie u ¢lovéka je podminéna
X-vizanym recesivnim genem. V jedné rozsihlé studii bylo v po-
pulaci 800 000 1id{ nalezeno 32 pfipadd tohoto onemocnéni. Védci
si byli jisti, Ze nasli vSechny piipady, které byly v dostate¢né roz-
vinutém stadiu, aby je bylo mozno rozpoznat. Symptomy choroby
se projevovaly pouze u muzt. Vétina z nich zemfela v raném véku
a nikdo se nedozil vice nez 21 let. Obvykle se choroba vyskytla
pouze u jednoho ¢lena rodiny, vyjimeéné se viak vyskytly v rodiné
dva nebo i tfi pfipady onemocnéni. Navrhnéte vysvétlen{ pro spo-
radicky vyskyt choroby a pro tendenci genu pretrvavat v populaci.

13.8 Plody vzniklé diky somatickym mutacim, jako napiiklad
jablka Delicious a pomeranée typu navel, najdeme velmi ¢asto
v jablofiovych sadech a citrusovych héjich. U zvifat jsou v§ak znaky
vzniklé somatickou mutaci pomérné vzacné. Pro&?

13.9 Pokudbysevestiduvyskytlakritkonoh4 ovce, navrhnéte
experiment, kterym by bylo mozné rozlisit, zda se jedna o mutaci,
nebo zda je pfic¢inou vliv prostfedi. Pokud by byla kritkonohost
zpusobena mutacf, jak lze rozlisit, zda je tato mutace dominantni,

nebo recesivni?

13.10 Jak mohou enzymy, jako napifklad DNA-polymeriza,
fungovat jako mutitory i antimutitory gentt (mutantn{ geny, které
zvySujf nebo snizujf rychlost vzniku mutac{)?
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13.11 Jak by mohla byt spontinni rychlost vzniku mutac{
optimalizovana pfirodnim vybérem?

13.12 Mutitorovy gen u kukufice Dt zvy$uje rychlost, pfi
které gen pro bezbarvy aleuron (#) mutuje na dominantn{ alelu
(A) zptisobujici zbarveni aleuronu. KdyZ bylo provedeno reciproké
kiiZeni (tj. matet'skd rostlina dt/dt, aJa x Dt/Dt, a/a a matefski
rostlina Dt/Dt, aja x dt/dt, a/a), objevovalo se po kffZenf
s matefskou rostlinou Dt/ Dt tiikrit vice zbarvenych teéek na zrno
nez v reciprokém kifZenf. Vysvétlete tyto vysledky.

13.13 Jedind mutace blokuje konverzi fenylalaninu na tyrozin.
(a)Je mozné povaZzovat mutantni gen za pleiotropni? (b) Vysvétlete.

13.14 Jak Ize rozlisit normiln{ hemoglobin (hemoglobin A)
od hemoglobinu S?

13.15 Pokud je CTT tripletem v DNA (pfepisované vlikno
DNA) uréujicim glutamovou kyselinu, jaké zmény v tripletech
bazi DNA a mRNA by mohly zodpovidat za valin a lyzin v pozici 6
B-globinového fetézce?

13.16 Genom bakteriofiga T4 obsahuje odhadem 50 procent
AT a 50 procent G:C part bazi. Analog bazi 2-aminopurin in-
dukuje zimény para bazi ve sméru A:T — G:Ca G:C — AT mecha-
nizmem tautomernich pfesmykt. Hydroxylamin je mutagenn{
chemicka latka, kterd specificky reaguje s cytozinem a indukuje
pouze substituce ve sméru G:C — A:T. Pokud by u bakteriofaga T4
po pusoben{ 2-aminopurinem vzniklo velké mnozZstvi nezavislych
mutaci, jaké procento zpétnych mutaci indukujicich standardni
genotyp muZzeme o¢ekavat po ptsoben{ hydroxylaminem?

13.17 Piedpoklidejme, Ze se a-iB3-globinovy fetézec vyvinuly
ze spole¢ného predka. Jakym mechanizmem mazZeme vysvétlit
rozdily, kterymi se dnes tyto dva fetézce odlisuji? Jaké zmény
v kodonech DNA a mRNA by zodpovidaly za zmény aminokyselin
v odpovidajicich pozicich na obou fetézcich?

12.18 U urditého kmene bakterii viechny buriky obvykle
hynou, pokud médium obsahuje uréitou koncentraci
streptomycinu. U tohoto kmene existuji mutace navozujici
rezistenci ke streptomycinu. Mutanti rezistentnf ke streptomycinu
jsou dvojitho typu: nékteff mohou zit za i bez pfitomnosti
streptomycinu, ajini naopak nemohou bez pfitomnosti antibiotika
v médiu prezit. Navrhnéte pro dany kmen bakterif citlivych ke
stteptomycinu experimentdlni postup, pomoci kterého by bylo
mozné vytvofit oba typy kment rezistentnich ke streptomycinu.

13.19 Jeden kmen drozofily byl ozafen paprsky X celkovou
davkou 1000 rentgent (). Ozafen{ paprsky X zvysilo rychlost vzniku
mutac{ ve specifickém genu 0 2%. Jaké procentudlni zvyseni rychlosti
vzniku mutaci lze oekavat, pokud by byl tento kmen drozofily
ozafen davkami paprskd X o hodnotich 1500 r, 2000 r a 3000 r?

13.20 Prodseletnostchromozomovych zlomt indukovanych
paprsky X li§{ v zavislosti na velikosti celkové davky, a nikoli
v zavislosti na dobé, po kterou je davka podavina?

13.21 Reaktor se pfehfivd a produkuje radioaktivni tritium
(H?), radioaktivni jéd (I"*") a radioaktivni xenon (Xn'*?*). Pro¢

bychom se méli vice obavat radioaktivafho jédu nez jinych
radioaktivnich izotopt?

13.22 Jedna osoba byla pfi nechodé ozifena paprsky X
jednorizovou divkou 50 rentgent (r). Jind osoba byla ozdfena
20krat jednotlivymi davkami 5 r. Neuvazujte vliv intenzity zafen{
a zkuste odhadnout, jaky pomérny polet mutaci lze u kazdé osoby
olekavat.

13.23 Bylo provedeno kifzeni kment Neurospora crassa mezi
péarovacim typem (A) s genotypem x™* 7t gatypem (2) s genotypem
xm . Geny x, m a g jsou tésné vaziny a na chromozomu leZf
v pofadi x-m-g. Viecko vzniklé z tohoto kifZen{ obsahuje dvé kopie
(identickad dvoj¢ata™) kazdého ze &tyt produktd meidzy. Pokud
vgenotypu téchto ¢yt produktd doslo ke genové konverzivlokusu
m areciproké rekombinaci mezi lokusyxa g, jak by mohly genotypy
téchto ¢tyt produktd vypadat? Do zavorek napiste genotypy Ctyf
haploidnich produkti meibzy ve viecku vykazujicim genovou
konverzi v lokusu 7 a reciprokou rekombinaci sledovanych
markert (lokus xag).

dvojice spor v asku

1-2 3-4 5-6 7-8
( ) ( ) ( ) ( )

13.24 Jakym zptsobem indukuje kyselina dusitd mutace?
Jaké specifické zmény v DNA a mRNA mZeme pfedpoklidat po
plsobenf kyseliny dusité na viry?

13.25 Indukuje kyselina dusita ¢astéji mutace typu tranzice,
nebo transverze?

13.26 Testujete mutagenitu tff novych pesticidd pomoci
Amesova testu. Byly pouzity dva kmeny hzs™, jeden s posunem
¢tectho rdmee a druhy s tranziéni mutaci, které daly tyto vysledky
(pocet kolonif revertant®):

tranziéni
tranziéni mutant +
mutant tranzi¢ni  chemikilie +
kontrola mutant +  enzymy
kmen 1 (bez chemikilie) chemikilie krysich jater
pesticid 1 21 180 19
pesticid 2 18 19 17
pesticid 3 25 265 270
mutant
mutant mutant S posuncm
s posunem sposunem ¢Eteciho rimce +
teciho ramce ¢teciho chemikalie +
kontrola ramce + enzymy
kmen 2 (bez chemikilie) chemikilie krysich jater
pesticid 1 5 4 5
pesticid 2 7 5 93
pesticid 3 6 9 7

Pokud néktery pesticid indukuje mutace, o jaky typ mutaci se
jednd?

13.27 Jak se lisi mutagennf{ Géinky 5-bromuracilu od kyseliny
dusité?
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13.28 SydneyBrenneraA. O.W. Stretton zjistili, Ze nesmyslné
mutace neukonéisyntézu polypeptidubakteriofigaT4kédovaného
genem 1l, pokud jsou tyto mutace umistény uvnitf Gseku sekvence
DNA, v némz na jednom konci vznikla jednonukleotidovi inzerce
a na druhém konci jednonukleotidovd delece. Jak mazZeme tyto
néalezy vysvétlit?

13.29 Seymour Benzer a Ernst Freese porovnavali spontinn{
mutace a mutace indukované 5-bromuracilem v genu Il
bakteriofdga T4; mutagen zvySoval rychlost vzniku mutaci (7IT * —
rIl) vice neZ stondsobné v porovnini se vznikem spontinnich
mutaci. Témé&¥ vSichni (98 procent) mutanti vznikli po aplikaci
S-bromuracilu mohli byt po opétovném plsobeni tohoto
mutagenu revertovnani zpét na standardni typ (#IlI — 7II ™).
U spontinnich mutant® vak revertovalo zpét na standardni typ
pouzel4 procent. Objasnéte pficiny téchto vysledka.

13.30 Jak mohou zmény v DNA indukované akridinem
vyustit v tvorbu inaktivnich protein@?

Pro feseni nasledujicich uloh pouzijte znamé kodony
pfifazené k aminokyselinam uvedené v kapitole 12.

13.31 Mutace v genech kédujicich o a B podjednotky
hemoglo-binu zptsobuji onemocnén{ krve, jako jsou naptiklad
talasemic nebo srpkovitd anémie. Pfedstavte si, e jste v Ciné
nalezli rodinu, ve které nékteff ¢lenové trpi novou genetickou
formouanémie.SekvencenormalniamutantniDNAnematricového
fetézee jsou nisledujici:

normilni 5-ACGTTATGCCGTACTGCCAGCTAACT-

GCTAAAGAACAATTA.......-3’

mutantn{ -ACGTTATGCCCGTACTGCCAGCTAACT-
GCTAAAGAACAATTA.......-3’

a) Jaky typ mutace se vyskytuje u mutantniho hemoglo-
binového genu?

b) Jaké kodony jsou v pfeklidané &asti (Gseku) mRNA
pfepisoviny z normdlnfho a mutovaného genu?

¢) Jakéjsousckvence aminokyselin normélnich a mutantnich
polypetid@?

13.32 Genetickd informace bakteriofaga MS2 je uloZena
v RNA. Jeho chromozom je podobny polygenni molekule mRNA
organizmd, jeZ maji svou genetickou informaci uloZzenou v DNA.
Minichromozom bakteriofiga MS2 kéduje 4 polypeptidy (.
obsahuje 4 geny). Jeden z téchto ¢étyf gent kdduje obalovy protein
MS2 dlouhy 129 aminokyselin. Celd nukleotidovi seckvence RNA
bakteriofiga MS2 je znima. Kodon 112 obalového proteinu je
CUA a uréuje aminokyselinu leucin. Pokud jste plsobili na
replikujici se populaci bakteriofiga MS2 mutagenem
S-bromuracilem, jaké substituce aminokyselin 1ze piepoklidat
vpozicill2obalového proteinuMS2(tj. Leu — jindaminokyselina)?
(Pogn.BakteriofigMS2 pouzivi proreplikaci RNAkomplementirn{
vlakno RNA a parovin{ baz{ stejné jako DNA.)

12.33 Budou se rGzné zimény aminokyselin indukované
S-bromuracilem v kodonu 112 obalového proteinu, ktery jste
zkoumali v otdzce 13.32, vyskytovat se stejnou Eetnosti? Pokud ano,
pro¢? Pokud ne, prol? Piipadné, kterd zdména &i skupina zimén
bude ¢astéjsi?

13.34 Mohou vznikat mutace u nereplikujicich se bakterio-
fagt T4 po plsoben{ 5-bromuracilu?

13.35 Predstavte si, ze kyselina dusitd deaminuje adenin,
cytozina guanin (adenin — hypoxantin, ktery se paruje cytozinem,
cytozin — uracil, ktery se paruje adeninem, a guanin — xantin,
ktery se paruje s cytozinem). D4 se pfedpokladat, Ze kyselina dusitd
bude indukovat néjaké mutace, které povedou k ziméné
glycinového zbytku za jinou aminokyselinu u standardniho
polypeptidu (napf. glycin — jind aminokyselina), pokud bychom
pasobili mutagenem na suspenzi zralého (nedélictho se)
bakteriofiga T4? (Pogn. Po plisobeni mutagenu na figovou suspenzi
je kyselina dusitd odstranéna. Timto figem nisledné infikujeme
butiky E. coli, aby se projevily indukované mutace.) Pokud ano,
jakym mechanizmem? Pokud ne, pro¢?

13.36 Vezméte v Gvahu povahu genetického kédu, infor-
mace o figu MS2, znimé z ptikladu 13.32, a informace, které jste
ziskali o kyseliné dusité v piikladu 13.35. Mohli byste odhadnout,
zda kyselina dusitd bude indukovat néjaké mutace, které by mohly
zapfii¢init substituce aminokyselin typu glycin — jind amino-
kyselina, pokud bychom ptsobili mutagenem na suspenzi zralého
(nereplikujiciho se) bakteriofiga MS2? Pokud ano, jakym mecha-

nizmem, a pokud ne, pro¢?

13.37 Oclckavali byste, Ze kyselina dusitd indukuje s vyssi
Cetnosti substituci Tyr — Ser, nebo Tyr — Cys? Pro¢?

13.38 U které z nisledujicich substituci aminokyselin byste
pfedpoklidali, Ze bude indukovina S-bromuracilem s nejvy$si
Cetnosti? (a) Met — Leu, (b) Met — Thr, (¢) Lys — Thr, (d) Lys —
Gln, (¢) Pro — Arg, nebo (f) Pro — GIn? Pro¢?

13.39 Standardni sekvence ¢asti proteinu je:
NH,-Trp-Trp-Trp-Met-Arg-Glu-Trp-Thr-Met
Kazdy mutant v nisledujici tabulce se 1i8f od standardn{ sekvence
v jediné bodové mutaci. Vyuzijte tuto informaci pro stanovenf{
sckvence mRNA kédujici standardn{ polypetid. Pokud lze najit
vice jak jednu moznost, uvedte je vSechny

mutant sckvence aminokyselin polypeptidé
1 Trp-Trp-Trp Met
2 Trp-Trp-Trp-Met-Arg-Asp-Trp-Thr-Met
3 Trp-Trp-Trp-Met-Arg-Lys-Trp-Thr-Met
4 Trp-Trp-Trp-Met-Arg-Glu-Trp-Met-Met

13.40 Akridinova barviva, jako napiiklad proflavin, indukujf
primarné jednonukleotidové adice nebo delece. Predpoklidejme,
ze standardn{ nukleotidovd sekvence genu v mRNA je

5'-AUGCCCUUUGGGAAAGGGUUUCCCUAA-3

Predpokliadejme také, Ze je v tomto genu indukovana mutace profla-
vinem a Ze nésledné je proflavinem indukovan revertant této mutace,
ktery vznikl vjiném misté stejného genu v dasledku supresorové mu-
tace. Pokud aminokyselinova sekvence polypeptidu kédovand timto
genem u revertanta (dvojitého mutanta) vypad takto

NH,-Met-Pro-Phe-Gly-Glu-Arg-Phe-Pro-COOH

vivs

jakd by mohla byt nejpravdépodobnéjsi nukleotidova sckvence
mRNA tohoto genu u revertanta (dvojitého mutanta)?
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Genomika na webu

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Srpkovitd anémie je zplsobena zdménou jednoho paru bizi
vB-fetézcilidského globinového genu. Tato mutace ménive zralém
polypeptidu $estou aminokyselinu z glutamové kyseliny na valin
(viz obr.1.9). Tato jedind zdména aminokyseliny v§ak zpsobuje
viechny symptomy této nepiijemné a éasto smrtelné choroby.

1. Jaké dal$i mutace lidského 8-globinového genu zméni
kyselinu glutamovou v pozici 6 na néjakou jinou? Jak se tyto dals{
varianty nazyvaji? Existuji B-globinové varianty se substituci
aminokyseliny v pozici 6 a jinou substituc{ aminokyseliny v jiném
misté polypeptidu?

2. Prolin se nachdzi u normilnfho lidského hemoglobinu
v pozici 5. Jaké substituce aminokyselin se vyskytuji v této pozici
u mutantnich lidskych 3-globin@? Co tieba glutamova kyselina
v pozici 7? Existuji mutace ménic{ tuto aminokyselinu za jinou?

3. Umnohaze 146 nukleotidovych triplett lidského 3-globinu
(uréujicich kodony mRNA) byly zjistény mutace. U kolika z t&chto
tripletd vznikla mutace, kterd zptsobila v daném polypetidu
substituci aminokyseliny?

4. Které geny jsou lokalizoviny vedle 3-globinového genu na
lidském chromozomu 11? Jakou funkci majf delta-, gama A-, gama
G- a epsilon-globinové geny? M4 néjaky vyznam jejich uspofadin{
na chromozomu?

Napovéda: Na serveru NCBI prohledejte viechny databize
s dotazem ,beta-globinové varianty“. Zaénéte hledat vysledky
v OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), kliknéte na HBB
(online symbol pro lidsky 3-globinovy gen) na levé listé, kliknéte
na HbVar a objevi se vim seznam viech lidskych variant 3-globinu
uspofidanych podle data, kliknéte zpét na strinku HBB a oteviete
odkaz ,Gene map®, kde se objevi seznam dal$ich gent HBB.
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