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Vsechna ziva stvofeni se skladaji z bunék - malych, membranou ohra-
ni¢enych jednotek naplnénych koncentrovanym vodnym roztokem
chemickych sloucenin a vybavenych mimofddnou schopnosti vytvéfet
kopie sebe samych rastem a délenim. Nejjednodussi formou Zivota
jsou izolované burky. Vyssi organismy, jako jsme my sami, jsou spole-
¢enstvimi bunék odvozenych ristem a délenim od jedné zakladajici
buriky. Jsou to rozséhld bunééna mésta, jejichz jednotlivi obyvatelé plni
specifické funkce a jsou fizeni diimyslnymi komunikacnimi systémy.
Zatimco bunky mohou byt slozkami vétsich Zivych organismii, nic
mensiho neZ buiika nemtize byt skute¢né nazvano Zivym. Napfiklad
viry obsahuji nékteré stejné typy molekul jako burnky, ale nemaji schop-
nost reprodukovat se vlastnim usilim. Kopiruji se, jen kdyZz parazituji na
reprodukénim apardtu bunék, do nichZ pronikly. Bunky jsou proto
zakladnimi jednotkami Zivota, a je to pravé bunécna biologie, ke které
se musime obrétit pro odpovéd na otdzku, co je to zivot a jak funguje.
V této kapitole si nejprve v§imneme, jak se daji buriky pozorovat
a co uvidime, kdyZ se do nich podivame. Potom si prohlédneme celou
fadu tvari, kterych mohou buriky nabyvat, a také podnikneme prvni
exkurzi do chemického aparatu, ktery je vSem burnkam spolecny.

‘e lkOmn

Buriky jsou malé a prvnim praktickym problémem v bunééné biologii
je jejich pozorovani. Vynalez mikroskopu v 17. stoleti ucinil burky
poprvé viditelnymi a jeSté o staleti pozdéji vsechno, co bylo o bunl-
kach znédmo, bylo objeveno za pouZiti tohoto jednoduchého piistroje.
Svételny mikroskop pfedstavuje dodnes pro bunécné biology zaklad-
ni soucast vybaveni. Ale ackoli tyto pfistroje nyni zahrnuji mnoho
diamyslnych vylepSeni, samy vlastnosti svétla urc¢uji hranici jemnosti
detailu, ktery lze takto pozorovat. Elektronovy mikroskop, vynalezeny
ve 30. letech 20. stoleti, se dostdva za tuto hranici diky svazktim elek-
tront, které nahrazuji svazky svétla v osvétlovacim zdroji, a tak vyraz-
né zveétsuji nasdi schopnost vidét jemné detaily bunék; dokonce €ini

Vynidlez svételného mikroskopu vedl
k objevu bunék

« Buiiky, organely a dokonce molekuly lze

pozorovat pod mikroskopem

Jadro je informaénim centrem bunky
Mitochondrie ziskavaji energii z potravy

Chloroplasty zachycuji energii ze
slune¢niho svétla

- Vnitfni membrany tvofi vnitrobunééné

oddily s riiznymi funkcemi

Cytosol je koncentrovany vodny gel
malych a velkych molekul

Cytoskelet zodpovida za bunééné pohyby

Buiiky se znaéné lisf svym tvarem
a funkcei

Viechny Zivé buiiky maji podobny
chemicky zaklad

- V&echny dnesni buriky se zfejmé vyvinuly

ze stejného predka

Bakterie jsou nejmensi a nejjednodussi
buriky

« Molekuldrni biologové se zaméfili na

E. coli

Giardia miiZe predstavovat pfechodny
stav v evoluci eukaryontnich bunék

- Pekarska kvasinka je oby€ejnou

eukaryontni burikou
Jednobunééné organismy mohou byt

velké, sloZité a dravé: Prvoci
Arabidopsis byla vybrdna z 300 000

druhii jako modelova rostlina

« Svét Zivocichi reprezentuji moucha, cerv,

mys a clovék

+ Buiiky stejného mnohobunééného

organismu se mohou znaéné lisit



viditelnymi nékteré vétsi molekuly. Pfehled zdkladnich typt mikro-
skopie pouzivanych ke zkoumani bunék je uveden v panelu 1-1 (stra-
na 4-5).

Vynaélez svételného mikroskopu vedl k objevu bunék

Vyvoj svételného mikroskopu zavisel na pokroku ve vyrobé sklené-

nych cocek.V 17. stoleti byly ¢o¢ky zdokonaleny do té miry, Ze se daly

pouzit k sestrojeni jednoduchych mikroskopti, a v roce 1665 Robert
Hooke informoval kralovskou spole¢nost v Londyné, Ze zkoumal kus
korku a v8iml si, Ze je sloZen z malych komtrek, které nazval buriky.

Jméno ,bunka” se ujalo, i kdyz struktury, které Hooke popsal, byly

jen bunécné stény, které ztstaly po odumfeni Zivych bunék uvnitt.
Pozdéji byli Hooke a néktefi z jeho soucasnikti schopni pozorovat
i Zivé bunky.

Po dalsich témeér 200 let ztistal svételny mikroskop exotickym pii-
strojem dostupnym jen nékolika bohatym jedinciim. Teprve v 19. sto-
leti se ho zacalo Siroce pouZivat k pozorovani Zivych bunék. Vznik
bunééné biologie jako samostatné védy byl postupnym procesem,
ke kterému pfispélo mnoho jednotliveti, ale jehoZ oficialni zrozeni
podle vSeho ohlasily dvé publikace: jedna, jejimz autorem byl botanik
Matthias Schleiden, v roce 1838, a druhd, kterou napsal zoolog
Theodor Schwann, v roce 1839. V téchto ¢lancich autofi popsali
vysledky systematického vyzkumu rostlinnych a Zivocisnych tkdni
svételnym mikroskopem a ukdzali, Ze bunky jsou univerzdlnimi sta-
vebnimi jednotkami véech Zivych tkani. Jejich prace a prace dalsich
mikroskopiktl 19. stoleti (napf. J. E. Purkyné) pomalu vedly k pfe-
svédceni, Ze viechny Zivé bunky vznikaji délenim existujicich bunék
(obr. 1-1). Tato doktrina se nékdy nazyva bunécna teorie. Tvrzeni,

(A)

(B}

2 Kapitola 1 : Prvni seznameni s butikami

I 1-1 Prvni obrazky bunék. (A)
Kresby Zivé rostlinné bunky (vlasova
burika z kvétiny Tradescantia), jejiz
rozdéleni na dvé dcefiné buriky béhem
2,5 h pozoroval v r. 1880 Eduard
Strasburger. (B) Srovnatelna Ziva burika
fotografovand neddvno pod modernim
svételnym mikroskopem (tzv. Nomarského
technika).




7e 7ivé organismy nevznikaji samovolné, ale jsou vytvafeny jiz existu-
jicimi organismy, bylo nakonec potvrzeno pokusy, které provedl v 60.
letech 19. stoleti Louis Pasteur.

Pravidlo, ze buriky vznikaji jen z dfive existujicich bunék a dédi
jejich vlastnosti, je zakladem celé biologie a davd pfedmétu unikétni
nadech jedinec¢nosti. V tomto odvétvi védy jsou otazky tykajici se pfi-
tomnosti nevyhnutelné spjaty s otdzkami o minulosti. Abychom poro-
zuméli tomu, pro¢ se burky a organismy dnesnich dnt chovaji tak, jak
se chovaji, potfebujeme pochopit jejich historii, celou cestu zpét napric
generacemi az do mlhavych pocdtkt prvnich bunék na Zemi.
Darwinova teorie evoluce, publikovand v r. 1859, poskytla klicovy
pohled, ktery ¢ini tuto historii pfistupnou nasemu chdpani. Ukazala
totiz, jak ndhodné zmény a pfirodni vybér mohou byt motory vzniku
organismu s novymi vlastnostmi. Jak probereme pozdéji v této kapitole,
teorie evoluce vysvétluje vznik riznorodosti mezi organismy, které sdi-
leji spole¢ného predka. V kombinaci s bunéc¢nou teorii vede evolucni
teorie k pohledu na cely Zivot od jeho pocatkt az do dnesnich dnti jako
na jeden velky vyvojovy strom jednotlivych bunék. Ackoli se tato kniz-
ka predevsim zabyva tim, jak bunky funguji nyni, setkame se opakova-
né s tématem evoluce.

Buiiky, organely a dokonce molekuly 1ze pozorovat pod mik-
roskopem

Jestlize odfiznete tenoucky platek vhodné rostlinné ¢i zivocisné tkéné
a umistite ho pod svételny mikroskop, uvidite, Ze tkan je rozdélena do
tisictt malych bunék, které mohou byt bud' tésné jedna u druhé nebo
oddélené materidlem zndmym jako extracelularni matrix (obr. 1-2).
Kazda buiika mé obvykle 5 az 20 mikrometrii v priméru (obr. 1-3).
Pokud jste se snazili udrzet sviij vzorek ve spravnych podminkach, uvi-
dite, ze bunky vykazuji znaky Zivota: uvniti nich se hybou castice
a pokud pozorujete trpélivé, mtizete vidét, jak bufika pomalu méni svij
tvar a déli se vedvi (viz obr. 1-1).

Buiiky pod mikroskopem

)brd ~ Buriky v rostlinnych
a zivo¢isnych tkanich. (A) Buriky ve §picce
kofene rostliny, kazda obklopena
bunécnou sténou, (obarveno dervené). (B)
Buiiky v mocovych sbérnych kandlcich
ledvin, Kazdy kandlek se sklada z tésné
shalenych bunék (s jadry obarvenymi
cervené), které tvoii prstenec. Tento
prstenec je obklopen extraceluldrni matrix
obarvenou fialové.
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Svételny mikroskop umoznuje zvetsit

obraz bunék az tisickrat a rozlisit

detaily az na trovni 0,2 um (tady je

omezeni dano vinovou povahou objektiv
svétla, nikoliv kvalitou pouzitych

tocek). Pro znazornéni bunék ve

=] & N— totka objektivu
d e vzorek

I Fluorescenéni barviva pouzivana pro barveni bunék se mohou
| detegovat fluorescenénim mikroskopem. Ten se podoba

| béinému optickému mikroskopu s tim rozdilem, Ze svétlo

svételne;-n"\ mjkroskopu !E t!"eba tFi véci,  VZorek U 0 h vstupujici do mikroskopu musi projit dvéma filtry. Prvni z nich
Za prvé je tre:ba soustredit svétlo na s i | ({1), umistény pfed vzorkem, propousti pouze svétlo takové
}rchek pomoci kondenzoru. Za druhe, \ / | vinové délky, které excituje dané fluorescenéni barvivo. Druhy
je tfeba vzorek dobfe pfipravit tak, \ ;\f 1 | pak (2 )tyto vinové délky nepropoustia je priichodny pouze
aby jim [nohlo prgchazet 5?’9“0' Za 2droj  (Comymm | pro svétlo vznikajici fluorescenci barviva. Obarvené pfedméty
tFetn,;e treba pOk;Z;t VT’?”G T | se pakjevi jako jasn& zafici objekty na temném pozadi.
kombinace coéek (v okularu
i objektivu), tak aby se obraz vzorku dréha svétla
zaostfil na Grovni oka. ve svételném mikroskopu
FLUORESCENCNI SONDY
Délici se buriky ve fluorescenénim mikroskopu
E\R;IEET)'EE#EY po obarveni fluorescenénim barvivem.
MIKROSKOPIE

T# obrazy téZe neobarvené
Zivogisné bunky v tkanove
kultufe. (A) Pozorovan(

v prostém jasném poli.
Daleko vice struktur lze
pozorovat pfi pouZiti
komplexniho optického
systému, jakym je napriklad
fazovy kontrast (B)

a diferencialni interferenéni
mikroskopie (C). Tyto
systémy vyuZivaji rozdild

v draze, kterou svétlo urazi
pfi pruchodu objekty

o rizném indexu lomu.
V&echny tfi fotografie |ze
ziskat na témie
mikroskopu pouhou
vymeénou optickych
komponent.

Fluorescenéni barviva absorbuji svétlo uréité vinové
délky a vyzaruji svétlo jing, vétsi vinové délky.
Néktera takova barviva se specificky vazou na urcité
molekuly v bufikach, a tak je lze pozorovat ve
fluorescenénim mikroskopu. Piikladem je barvivo
specifické pro DNA (na obrazku zelené). Jina barviva
lze navézat na molekuly protilatek, které pak slouzi
jako vysoce specificka a Siroce pouZitelna barviva,
| jei se vazou selektivné jen na uréité makromolekuly -
| ty je pak mozno pozorovat, jak jsou v bufice rozloZeny.
Na obrézku nahofe je uréity protein mikrotubuld
zbarven éervené fluoreskujici protilatkou.

TENKE REZY

Vétsina tkani je pfilis velka a tlusta, nez aby
bylo mozno je pozorovat pfimo

v mikroskopu. Proto se ¢asto chemicky
fixuji a fezou na tenké platky cili fezy. Tyto
fezy lze pak pripevnit na mikroskopické
sklitko a obarvit tak, aby vynikly uréité
slozky pfitomné v tkani. Napravo je
obarveny fez $pickou rostlinného korene.

4 Uanel 1-1 Optick4 a elektronova mikroskopie




RASTROVACI
ELEKTRONOVA
MIKROSKOPIE

délo

:| elektronove

cocka
kondenzoru

tocka
objektivu

obrazovka elektrony

ze vzorku
detektor

vzorek

V rastrovacim elektronovém mikroskopu (SEM - podle
scanning electron microscopy) se vzorek pokryje tenouckou
vrstvou tézkého kovu a pak se po ném prejizdi svazkem
elektronti, zaostfenym pomoci elektromagnetického vinuti
na vzorek. Toto vinuti tady funguje jako ¢océka. Mnoistvi
elektrond rozptylenych nebo vyrazenych ze vzorku po dopadu
svazku elektron(i na jednotlivé body povrchového "rastru”
se méfi detektorem a je vyuZivano pro regulaci intenzity
naslednych bodd obrazu, promitaného na obrazovku.
Mikroskop vytvari pozoruhodne trojrozmérneé obrazy
objektl s velkou hloubkou ostrosti a s rozlisenim mezi
3a20nm.

Obrazek z rastrovaciho
elektronového mikroskopu
znazorfiuje stereocilia,
kterd wyristaji z viaskové

Pro srovnani je na obrazku
nahofe ukazana tato
struktura ve svétleném
mikroskopu pfi maximalnim
razliseni.

buriky vnitiniho ucha (vievo).

TRANSMISNI
ELEKTRONOVA
MIKROSKOPIE
elektronové
délo
toctka
kondenzoru
vzorek
i?j?:;iw Elektronova ’mikrofotograﬁe
(dole) ukazuje malou oblast
buriky varlete. Tkar tu byla
S chemicky fixovana, zabudovana
projektoru do plastického materialu

a rozkrajena na ultratenké fezy,
) které byly pak obarveny solemi
\ uranu a olova, aby byly pak
viozeny do vakuové komirky
mikroskopu.

prohlizeci

ohrazovka nebo
fotograficky
film

B
o
,5!

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) je v podstaté podobny
prevracenému svételnému mikroskopu, ale vyuZiva svazku
elektront misto svételného paprsku a magnetickych vinuti misto
optickych sklenénych ¢ocek k zaostieni. Vzorek umistény ve vakuu
musi byt velmi tenky. Kontrastu se obvykle dosahuje pouZitim
elektrondensnich kontrastnich latek, obsahujicich tézké kovy, jez
mistn& absorbuji nebo rozptyluji elektrony, éimz se odstraniuji ze
svazku pfi jeho prachodu vzorkem. UZitecné zvétseni TEM je ai
milionkrat a rozlideni u biologickych vzorki je okolo 2 nm.

ZLATEM OZNACENE VZORKY Stejné jako se fluorescencni barviva vazou na vybrané

molekuly s cilem detegovat specifické molekuly
ve svétleném mikroskopu, nepatrna zrnka zlata lze pfipojit na uréité molekuly k pozorovani jinych
molekul v elektronovém mikroskopu. Obvykle se protilatky o znameé specifité navdiou na
slektrondensni koloidni zrnka zlata (o praméru 5-20 nm) a poutZije se jich pak k oznaceni ultratenkych
fez(i bunikou & tkani v procesu zvaném elektronova mikroskopie se znaéenim koloidnim zlatern.
Zlata zrnka se projevi v zorném poli jako drobné éerné tecky. Napravo je ukazka z pankreatické buriky
produkujici insulin, kde se zlatem oznacéené protilatky proti insulinu objevuji v bunéénych organelach.




cytoplasma plasmaticka membréana jadro

(A) |
40 um

Spatfit vnitini strukturu bunky je téZsi, a to nejen proto, Ze jeji ¢asti
jsoumalé, ale také proto, Ze jsou prithledné a vét§inou bezbarvé. Jednou
moznosti je obarvit buriky barvivy, kterd rtizné barvi rizné bunécné
slozky (viz obr. 1-2). Alternativni moznosti je vyuziti skute¢nosti, Ze se
jednotlivé slozky buriky od sebe navzdjem nepatrné lisi v indexu lomu
(tak jako se sklo lisi od vody) a tyto malé rozdily jsou patrné pfi pouziti
optickych trikli (panel 1-1, strana 4-5). Dnes muzZe byt mikroskopicky
obrazek dale zesilen elektronickou cestou,

Takto zkoumana burika vykazuje riiznou anatomii (obr. 1-4). Ma ostfe
definovanou hranici, coZ ukazuje na pfitomnost membrény, do které je
uzaviena. Uprostfed dominuje velké okrouhlé télisko — jadro. Okolo jadra
se nachazi prithlednd latka, ktera vyplituje zbytek bunky - cytoplasma,
ktera je na prvni pohled naplnéna smési rozmanitych drobnych objekti.
S dobrym svételnym mikroskopem je mozZné zacit rozliSovat specifické
slozky v cytoplasme (obr. 1-4B) a zatadit je, ale detaily mensinez 0,2 yum (asi
polovina vinové délky viditelného svétla) nelze rozlisit.

Pro vétsi zvétSeni je nutné se obratit k elektronovému mikroskopu,
ktery mtiZe odhalit detaily o velikosti nékolika nanometr(i (viz obr.
1-3). To vyZaduje peclivou pfipravu. I pro svételnou mikroskopii je
obvykle tfeba tkan fixovat (tj. nechat prostoupit reaktivnim roztokem),
zpevnit zalitim do vosku nebo pryskyfice, nafezat na tenké platky
a obarvit. Pro elektronovou mikroskopii jsou vyZadovany podobné
postupy, ale fezy musi byt mnohem ten¢i a nelze si prohlizet zivé vihké
buriky. KdyZ jsou vSak vzorky nafezény, obarveny a umistény do elek-
tronového mikroskopu, velkd ¢dst smési bunéénych komponent se
ukdZe jako rtizné organely, které je nyni mozné vidét v mnohem vét-
§im detailu nez pfi pouziti svételného mikroskopu. Lze spatfit jemnou
membranu silnou asi 5 nm, kterd uzavira bunku, a podobné membra-
ny, které tvofi hranice mnoha organel uvnitf buriky (obr. 1-5A a B).
Vnéj$i membrana se nazyva plasmatickd membréana, zatimco mem-
brdny obklopujici organely se nazyvaji vnitrobunééné membrany.
Elektronovym mikroskopem je v burice mozné vidét dokonce i jednot-
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plasmaticka

membréana organela  vlakna
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Obrazel 11 Ziva burika pozorovand pod
svételnym mikroskopem; lze vidét jadro
a cytoplasmu. (A) Ve svételném
mikroskopu byla vyfotografovana buiika
odebrand z lidské kiiZe a rostouci ve
tkariové kultufe. V cytoplasmé lze rozeznat
vldkna a organely. (B) Detail ¢asti buriky
tolka rostouci v kultufe. Videozabér pii
velkém zvétseni byl zesilen pocitacem; lze
vidét ¢etné organely a vlakna.

Obrazek 125 (na protéjsi strance)

Jemnad struktura buiiky pozorované
transmisnim elektronovym
mikroskopem. (A) Ultratenky fez ukazujici
nesmirné mnozstvi detaili. Nékteré
slozky, o kterych bude v této kapitole fe,
jsou oznaceny a uréeny velikosti a tvarem.
(B) Maly tGisek cytoplasmy pii vétsim
zvétSeni. Nejmensimi jasné viditeInymi
strukturami jsou ribosomy, z nichZ kazdy
se sklada z 80-90 riiznych velkych
molekul. (C) Vzorek DNA izolované

z buriky dokazuje, Ze velké molekuly 1ze
spaftrit elektronovym mikroskopem.
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livé velké molekuly (obr. 1-5C). Elektronové mikroskopy pouzivané
k prohlizeni tenkych fez{i tkani jsou zndmé jako transmisni elektrono-
vé mikroskopy. Dalsi typ elektronové mikroskopie — skenovaci neboli
rastrovaci elektronovéa mikroskopie — se pouzivé k prohliZeni povrcho-
vych detail bunék a dal3ich struktur (viz panel 1-1, str. 4-5). Ani s pou-
zitim nejsilngjsich elektronovych mikroskopti viak neni mozné vidét
jednotlivé atomy, které tvoii molekuly. (Pozndmka prekladatele: Casto
uZje vSak moZné spatfit ve specidlnich mikroskopech i ¢astice sloZzené
z pouhych 8 atomt zlata, které se pouZivaji k oznaéeni nékterych struk-
tur v butice, nebo dokonce jednotlivé atomy t&zkych kovit.)

8 Kapitola 1 : Prvni sezndmeni s butikami

{Lrosok 0 Nazorné srovndni velikosti
Zivych bunék a atomii. Kazdd nasledujici
kresba ukazuje vytez z pfedchoziho
obrédzku zvétseny desetkrdt: od palce

pies bunky kiiZe az po ribosom a nakonec
shluk atomil tvoficich jednu z mnoha
molekul proteinu v nasich télech. Detaily
molekuldrni struktury, které jsou ukdzany
na poslednich dvou kresbach, lezi mimo

‘moznosti elektronového mikroskopu,



Ne v8echny bunky obsahuji stejné organely ve stejnych pomérech.
Prislusnici jedné rozsahlé a evolu¢né velmi staré tfidy bunék — bakte-
rie — v podstaté neobsahuji zadné organely, dokonce ani jadro.
Pfitomnost nebo nepfitomnost jadra se pouziva jako zédklad pro jed-
noduché, ale zdkladni tfidéni viech zZivych organism. Ty organismy,
jejichz buniky obsahuji jadro, se nazyvaji eukaryota (z feckych slov eu
= opravdu a karyon = jadro). Organismy, jejichz burnky jddro neobsa-
huji, se nazyvaji prokaryota (ze slova pro = pfed). Terminy bakterie
a prokaryota se obecné (byt ne zcela spravné) pouZivaji jako synony-
ma. Vétsina prokaryot Zije jako jednobunéc¢né organismy, ale nékteré
z nich tvofi fetézce, shluky nebo jiné organizované vicebunécné
struktury. VSechny slozitéjsi mnohobunééné organismy vcetné rost-
lin, Zivocichil a hub se skladaji z eukaryontnich bunék. Mnoho jed-
nobunéénych organismii od riznych druhtt kvasinek az po ménavky
je rovnéz eukaryontnich (obr. 1-7). Piitomnost jadra jde téméf vzdy
ruku v ruce s pritomnosti celé rady dalSich organel. Nyni se podiva-
me na hlavni organely nachézejici se v eukaryontnich burnkach.

Jadro je informacénim centrem buriky

1-8). Je uzavieno do dvou soustfednych membran, které tvofi obal
jadra, a obsahuje velmi dlouhé polymery molekul DNA, které kodu-

Eukaryontni burika

jaderny
obal

I
10 um

Buriky kvasinek pozorované
ve svételném mikroskopu. Zde ukdzany
druh predstavuje buriky, diky kterym kyne
tésto a hroznova §tdva se méni ve vino.
MnoZi se pufenim a naslednym
asymetrickym délenim na velkou a malou
(dcefinou) buriku.

Jadro. (A) Tuto organelu,
obsahujici vétsinu DNA eukaryontni
bunky, je zde vidét v tenkém fezu savci
buriky zkoumané elektronovym
mikroskopem. Jednotlivé chromosomy
nejsou vidét, protoZze DNA je v tomto
stadiu rtistu buriky rozptylena v jadre jako
tenkd vldkna. (B) Na tomto schematickém
obrazku typické Zivoci$né buriky je
ukdzdna rozsahld soustava membranovych
organel: jadro je zbarveno hnédé, jaderny
obal je zeleny a cytoplasma (vnitfek buriky
kromé jadra) je bild.




jadro jaderny cbal kondenzované chromosomy

ji genetické urceni organismu. Tyto obrovské molekuly Ize jednotli-
vé pozorovat ve svételném mikroskopu jako chromosomy, kdyzZ se
stanou kompaktnéjsimi v dobé, kdy se burnika ptipravuje k déleni na
dvé dcefiné buriky (obr. 1-9). DNA funguje jako sklad genetické
informace také v prokaryontnich bunkach; tyto buriky v8ak nemaji
DNA uzavienou v jaderném obalu.

Dlouho pfedtim, neZ byla sama DNA identifikovana jako gene-
ticky material, napovédéla pecliva pozorovani ve svételném mikro-
skopu, Ze chromosomy jsou nosic¢i genetické informace. Ve viech
burikdch u viech jednotlivet stejného pohlavi daného druhu byly
pozorovany stejné sady chromosomu (8 chromosomti u mouchy,
46 u ¢lovéka, 104 u kapra), které se na pohled lisily svym tvarem
a velikosti od chromosom ostatnich druhti. Navic bylo pozorova-
no, Zze pfi déleni bunky na dvé dcefiné buiky nebo pfi vzniku
a pozd@jsi fazi vajicka a spermie za vzniku nového jedince pohlav-
ni reprodukci, odpovidalo umisténi chromosomti pfesné pravid-
ldm pro pifenos dédiénych vlastnosti. Tato pravidla objevil v 19.
stoleti Gregor Mendel. Napfiklad vajicko i spermie prispivaji polo-
vinou chromosomtt do nového organismu, a tak zajistuji stejny
podil otce a matky na vlastnostech nového jedince.

Mitochondrie ziskavaji energii z potravy

Mitochondrie patfi k nejndpadnéjsim organelam v cytoplasmeé
a jsou piftomny prakticky ve viech eukaryontnich burikach (obr.
1-10). Pfi pozorovani v elektronovém mikroskopu maji velmi roz-
manitou strukturu: kazda mitochondrie vypada jako uzenka nebo
cerv, je jeden aZ nékolik um dlouha a je uzaviena dvéma oddéleny-
mi membranami. Vnitfni membréana je zprohybana a jeji zahyby
sméfuji do vnitfku mitochondrie. Mitochondrie obsahuji svou
vlastni DNA a rozmnoZuji se délenim. V mnoha ohledech se podo-
baji bakteriim a vSeobecné se pfedpoklada, Ze se vyvinuly z bakte-
rii, které byly pohlceny néjakym pfedkem dnesnich eukaryontnich
bunék (obr. 1-12). Samotné pozorovani pod mikroskopem ndm
ukazuje jen velmi malo z toho, co mitochondrie délaji. Jejich funk-
ce byla objevena aZ po rozbiti bunék a ziskani mitochondrii odstie-
dénim smési bunéénych fragmentti. U piecisténych mitochondrii
byly provedeny chemické testy, aby se zjistilo, které chemické pro-
cesy v nich probihaji. Tyto testy prozradily, Ze mitochondrie jsou

10 Kapitola 1 : Prvni sezndmeni s burikami

Chromosomy v burice,
ktera se bude délit. Kdy?Z se buiika
piipravuje k déleni, DNA kondenzuje do
vldknitych chromosomi, které 1ze rozlisit
ve svételném mikroskopu. Fotografie
ukazuji tii po sobé nasledujici kroky
tohoto déje v burice z plic colka,
péstované v tkanové kultute.

10 pm

Mitochondrie pozorované
svételnym mikroskopem. Tyto organely
jsou generatory energie, které témef ve
vsech eukaryontnich burikédch oxiduji
molekuly Zivin za vzniku uZite¢né
chemické energie. Ve svych tvarech se
mitochondrie dosti 1i8i; v této kultivované
savCi burice jsou obarveny zelené
fluorescenénim barvivem a vypadaji jako
cervi. Jadro je obarveno modre.



Obrizel 11 Mitochondrie pozorovana elektronovym mikroskopem.
(A) PFicny fez. (B) Trojrozmérné znazornéni usporadani
mitochondridlnich membréan. Viimnéte si hladké ynéjsi membrany

a znaéné zprohybané vnitfnf membrany. Tato vnitfnf membrana
obsahuje vétiinu proteinfi zodpovédnych za bunéénou respiraci ¢ili
dychéni; je virazné poskladand, aby poskytla pro tyto déje dostatecny
povrch. (C) Ve schematické buiice je vnitin{ prostor mitochondrie
obarven.

davna

eukaryontni bunka
rana

vnitfni eukaryontni bunka
membrany

jadro

o mitochondrie

bakterie

(B)

(brazek 1-12 Piivod mitochondrie.

Bylo prokdzéno, Ze tyto organely maji sviij
ptivod v bakteriich pohlcenych davnou
eukaryontni burikou, které v této bunce
piezily a vytvofily s ni symbioticky vztah.
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generatory chemické energie pro buriku. Ziskdvaji energii z oxidace
molekul potravy, napfiklad cukri, a produkuji zdkladni chemické
palivo adenosintrifosfat (ATP), coZ je ,benzin“, ktery je potfebny
pro pohon vétSiny bunéénych aktivit. ProtoZe mitochondrie pfi své
¢innosti spotifebovéva kyslik a uvolnuje oxid uhli¢ity, je cely proces
nazyvan bunécnd respirace neboli dychdni. Bez mitochondrii by
Zivo€ichové ani rostliny nebyli schopni ziskavat kyslik k maximaélni-
mu vyuZiti energie z molekul potravy, kterou pfijimaji. Organismy,
které mohou timto zptsobem kyslik vyuzit, véetné vsech rostlin
a zivocicht, jsou aerobni. Maly pocet eukaryontnich organismi
(stejné jako mnoho prokaryot) neni schopen zit v prostfedi obsahu-
jicim kyslik. Tyto organismy jsou anaerobni a postradaji mito-
chondrie.

Chloroplasty zachycuji energii ze slune¢niho svétla

Chloroplasty se nachézeji jen v buiikdch rostlin, fas a nékterych
prvoki; nikdy ne v burnikdch Zivocichti a hub. Jsou to velké zelené
organely, které maji mnohem slozitéjsi strukturu nez mitochondrie:
Ke dvéma obalovym membrandm pfistupuji navic stohy membra-
ny uvnitf organely, které obsahuji zelené barvivo chlorofyl
(obr.1-13). Pokud je rostlina chovéna ve tmé, jeji zelend barva se
ztraci. KdyZ je umisténa zpét na svétlo, zelend barva se ji vrati. To
napovida, Ze chlorofyl a chloroplasty, které ho obsahuji, jsou klico-
vymi prvky pro zvlastni vztah, ktery maji rostliny a rasy ke svétlu.
Ale jaky je to vztah?

Zivocichové i rostliny potfebuji energii k Zivotu, k rastu
a k reprodukci. Zivo€ichové mohou vyuZzivat jen chemickou energii
ziskanou pojidanim produktti ostatnich Zivych organismti. Ale rost-
liny mohou ziskdvat svou energii pfimo ze slune¢niho svétla, a pravé
chloroplasty jsou organely, které jim to umoznuji. Z hlediska Zivota
na Zemi plni chloroplasty je$té mnohem dtlezitéjsi vlohu nez
mitochondrie. Provadéji fotosyntézu — to znamend, Ze zachycuji

Otazka 11 Podivejte se na obrazek 1-12.
Pro¢ ma mitochondrie jak vnéjsi tak vnitfni
membranu? Ktera z obou membran by
meéla z hlediska evoluce pochazet z bunéé-
né membrany davné eukaryontni buriky?
Na snimku mitochondrie z elektronového
mikroskopu na obrazku 1-11A ukaite,
ve kterém prostoru se nachazi mitochond-
rialni DNA, neboli ktery prostor odpovida
cytosolu bakterie pohlcené puvodni euka-
ryontni bufkou z obrazku 1-12.

Obrazelo 110 Chloroplasty. Tyto organely
zachycuji v rostlinnych buiikiach energii
sluneéniho svétla. (A) Listové buiiky

v mechu pozorované ve svételném
mikroskopu; Ize vidét zelené chloroplasty.
(B) Elektronmikroskopicky snimek
chloroplastu z listu travy; je vidét soustavu
vnitinich membran. Zplo§télé
membranové vacky obsahuji chlorofyl

a jsou uspofadany do stohti. (C)
Instruktivni kresba podle (B).

(B)
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energii slunecniho svétla v molekuldach chlorofylu a vyuzivaji ji
k vyrobé energeticky bohatych molekul sacharidt. Pri tomto pro-
cesu uvolnuji kyslik jako vedlejsi produkt. Buriky rostlin, podobné
jako burky zivoc¢ichti, potom mohou v pripadé potfeby uloZenou
chemickou energii uvolnit oxidaci téchto sacharid za pouZiti svych
mitochondrii. Chloroplasty vytvéareji jak molekuly potravy tak kys-
lik, ktery vyuzivaji v8echny mitochondrie. Podobné jako mito-
chondrie i chloroplasty obsahuji svou vlastni DNA, rozmnozuji se
délenim a piedpokldda se, Ze se vyvinuly z bakterii, v tomto pfipa-
dé ze sinic, které byly néjakym zptisobem pohlceny ranou eukary-
ontni bunkou (viz obr. 1-14). To podle vieho vedlo k symbiotickému
vztahu, ve kterém si hostitelska eukaryontni burika a pohlcené sini-
ce vzajemneé pomadhaly v preZiti a reprodukci.

Vnitfni membrany tvori vnitrobunécéné oddily

s riiznymi funkcemi

Jadra, mitochondrie a chloroplasty nejsou jedinymi membranou
ohranicenymi organelami uvnitf eukaryontnich bunék.
Cytoplasma obsahuje celou fadu dalsich organel, z nichz vétsina je
uzaviena v jediné membrané, kterd plni fadu rtznych funkei.
Mnoho z nich souvisi s potfebou bunky importovat suroviny
a exportovat vyrobené ldtky a vedlejsi produkty. V burikdch, které se
specializuji na sekreci proteinti, jsou nékteré organely enormné
zvétSené; jiné jsou zvlasté hojné v bunkdch specializovanych na tra-
veni cizich télisek atd.

Nepravidelny labyrint buné¢nych prostorti uzavienych mem-
branou se nazyva endoplasmatické retikulum (ER) (obr. 1-15) a je
mistem vzniku vétSiny sloZek bunécné membrany i materialt urce-
nych pro export z bunky. Stohy zplostélych membranovych vacki
tvoii Golgiho aparat (obr. 1-16), ktery pfijimd a ¢asto méni moleku-
ly vyrobené v endoplasmatickém retikulu a poté je sméruje do okoli
bunky nebo do rtiznych jinych jejich ¢asti. Lyzosomy jsou malé
nepravidelné organely, ve kterych probiha vnitrobunécné traveni.
Uvolnuji ziviny z ¢dstic potravy a odbourdvaji nezadouci molekuly
pro recyklaci nebo vylouceni. Peroxisomy jsou malé membranou

Eukaryontni burika

Piivod chloroplastii.
Chloroplasty maji zfejmé podobny ptivod
jako mitochondrie - fotosyntetizujici
bakterie byla pohlcena ranou eukaryontni
bunkou, ktera jiz obsahovala
mitochondrie; i zde se vyvinul symbioticky
vztah.
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jadro jaderny obal endoplasmatické retikulum braizel |~ Endoplasmatické
retikulum (ER). (A) Schematicky obrazek
zivo€isné buriky; endoplasmatické
retikulum je nakresleno zelené.

(B) Elektronmikroskopicky snimek
tenkého-fezu savéi buriky, na kterém je
vidét drsné endoplasmatické retikulum.
V&imnéte si, Ze ER plynule pfechazi

v membranu jaderného obalu. Cerné
¢astice, jimiZ je posdzena vétSina ER,
jsou ribosomy, v nichz se uskutecnuje
syntéza proteind.

(A)

(B) membranové
vatky

Obi |1 Golgiho apardt. Tato organela,

zde viditelna ve svételném mikroskopu, ale ¢asto
nendpadnd, se podili na syntéze a baleni molekul
ur¢enych pro export z bunky (sekreci) a pro
smérovani nové vzniklych proteinii do spravné
¢dsti buriky. (A) Schematicky obrazek zZivoc¢isné
bunky s Golgiho aparatem zbarvenym cervené.
(B} Kresba Golgiho aparatu rekonstruovand podle © & fredy & g 13
obrazu z elektronového mikroskopu. Golgiho | |
apardt se skladd ze zplostélych membranovych Tum

vackl posklddanych do stohty, z nichZ se odSkrcuji

malé vacky. Na této kresbé vidime jen jeden stoh

membrén, ale v kazdé burice jich mtize byt

nékolik. (C) Na tomto snimku z elektronového

mikroskopu je Golgiho apardt z typické ZivociSné

buriky.

Goigiho aparat

endoplasmatické retikulum

jaderny obal
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mitochondrie

jaderny
obal

vacek —{- . endoplasmatické

retikulum < plasmaticka
A (8) membrana

ohrani¢ené vacky, které poskytuji svlij obsah reakcim, v nichz se
odbourdva nebezpeény peroxid vodiku. Membrény také tvofi
mnoho réiznych vacki zapojenych do transportu latek od jedné
membrédnou ohranicené organely ke druhé. Cely tento systém pro-
pojenych organel je zndzornén na obrazku 1-17A.

Mezi endoplasmatickym retikulem, Golgiho apardtem, lyzoso-
my a vnéjskem buriky probiha stald vyména materialu. Tato vyme-
na je zprostfedkovana malymi vacky, které se odskrcuji od mem-
brany jedné organely a fiizuji s membranou organely jiné. Z povr-
chu burky se napfiklad vchlipuji ¢dsti plasmatické membréany
dovnitf a odSkrcuji se za tvorby vacka, které do bunky prinéaseji
materiél z vnéjsiho prostfedi (obr. 1-18). Tyto vacky nakonec zpra-
vidla fazuji ¢ili splyvaji s lyzosomy, kde je zachyceny material tra-
ven. Timto zptisobem mohou Zivoc¢i$né bunky pohltit znacné velké
cizi ¢astice nebo dokonce celé cizi burnky. BéZnou aktivitou bunék
je také opacny proces, pfi kterém vacky z vnitfniho prostfedi buriky
fuzuji s plasmatickou membréanou a uvolnuji sviij obsah do vnéjsi-
ho prostiedi (obr. 1-18).

Cytosol je koncentrovany vodny gel malych
a velkych molekul.

Kdybychom z eukaryontni bunky stéhli plasmatickou membranu
a potom odstranili véechny membranou ohrani¢ené organely vcet-
né mitochondrii a chloroplasti, méli bychom pfed sebou cytosol
(obr. 1-17b). Ve vétsiné bunék tvoii cytosol zdaleka nejvétsi oddil,
a v bakteriich je to dokonce jediny bunécny oddil. Obsahuje velké
mnoZstvi velkych i malych molekul natésnanych tak blizko k sobég,

Import a export. Buiika maze vnaSet materidly
z vnéjsiho prostfedi tak, Ze je pohlti do vackd, které se potom
odskrti z plasmatické membrany. Vacky nakonec flizuji s lyzosomy,
v nichZ probihd vnitrobunééné traveni. Pfi opacném déji bunika
exportuje materialy syntetizované v intracelularnich oddilech. Tyto
materidly jsou uloZeny v intraceluldrnich vaccich a pfi jejich fuzi
s plasmatickou membranou se uvoliiuji do vnéjsitho prostredi.

Eukaryontni burika

Vnitini membrany
a cytosol. (A) V eukaryontnich buiikdch
existuje fada membranovych oddili,
z nichZ kazdy se specializuje na zvlaStni
funkci. (B) Zbytek buriky kromé téchto
organel se nazyva cytosol a je mistem
mnoha Zivotné dilezitych bunéénych
aktivit.

Zkuste promyslet, proé¢ bylo
pro eukaryontni bunky vyhodné vyvinout
dimysiné systémy vnitfnich membran,
které jim umoznuji import latek z okoli,
jak je ukdzano na obrazku 1-18.

plasmaticka
membrana

EXPORT
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Ze se chova mnohem vice jako vodny gel nez jako roztok (obr. 1-19).
Cytosol je mistem mnoha chemickych reakci, které jsou zdkladem
existence burky. Prvni kroky odbouravani molekul potravy se ode-
hravaji v cytosolu, a zde také dochazi k jednomu z kli¢ovych déja
v burice - syntéze proteint. Jemné molekulové stroje, které vyrabé-
ji proteiny, je vidét v elektronovém mikroskopu jako malé castice
v cytosolu: fikd se jim ribosomy (viz obr. 1-5B a 1-15B).

Cytoskelet zodpovida za bunécné pohyby

Cytosol neni jen smési chemikalif bez jakékoliv struktury. V elektro-
novém mikroskopu mtiZzeme vidét, Ze eukaryontni bunky jsou na
rozdil od bakterii protkdny dlouhymi jemnymi vldkny proteinu.
Casto lze spatfit, Ze filamenta jsou ukotvena jednim koncem v plas-
matické membréané nebo Ze se rozbihaji z ustfedniho mista v sou-
sedstvi jadra.Tato soustava vldken se jmenuje cytoskelet (obr. 1-20).
Nejjemnéjsimi vldkny jsou aktinova mikrofilamenta, kterd jsou pfi-
tomna ve vSech eukaryontnich bunkach, ale ve zvlasté velkém
poctu se vyskytuji uvnitf svalovych bunék, kde slouZi jako ¢ast sou-
stroji ucastniciho se svalového stahu. Nejtlust$i vldkna se nazyvaji
mikrotubuly, protoZe maji tvar dutych trubicek. V délicich se buii-
kach se organizuji do vyraznych utvart, kde pomdhaji tdhnout
zdvojené chromosomy do opaénych smérti a rozdélit je rovnomér-
né mezi dvé dcefiné bunky (obr. 1-21). Pfechod mezi tloustkou
aktinovych filament a mikrotubul® tvofi intermedidrni filamenta,
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Cytosol. Tato schematicka
kresba zaloZena na znamych velikostech
a koncentracich molekul v cytosolu
ukazuje, jaka je v cytosolu tlacenice.
Panorama zac¢ina tiplné vlevo na povrchu
buriky, pokracuje pfes endoplasmatické
retikulum, Golgiho aparat a mitochondrii
a konéf Gplné vpravo (na ndsledujici
strdnce) v jadre.

Cytoskelet. Proteinova
vldkna poskytuji viem eukaryontnim
burikdm vnitini sit, kterd jim pomdha
organizovat vnitini aktivity a je zdkladnim
zarizenim pro pohyb buiiky a zmény
jejiho tvaru. Zde jsou ukdzdna aktinova
filamenta (A), mikrotubuly (B)

a intermedidrni filamenta (C) v bufikdch
z tkdnové kultury. Rizné typy vldken jsou
oznaceny riznymi fluorescenénimi
barvivy.




ktera slouZi k mechanickému posileni buriky. Tyto tfi typy filament
spolu s ostatnimi proteiny, které se k nim poji, tvofi soustavu trdmd,
nosnik®, lan a motort, kterd dodava burice jeji mechanickou pev-
nost, ovliviiuje jeji tvar a pohani a fidi jeji pohyby. ProtoZe tento
aparat ovladd jak vnitini organizaci buniky tak jeji vnéjsi vlastnosti,
je dalezity jak pro rostlinnou butiku umisténou uvnitf pevné stény,
tak pro Zivoc€isnou buriku, kterd volné plave nebo leze. Napriklad
v rostlinné burice jsou organely jako mitochondrie pohdnény ve
stalém toku ve vnitifnim prostfedi bunky po cytoskeletédlnich , kole-
jich* a jak Zivocisné tak rostlinné bunky zaviseji na cytoskeletu
v obdobi déleni jejich vnitfniho obsahu do dvou dcefinych bunék.
Panel 1-2 na nasledujici strané shrnuje rozdily mezi zivo¢isnymi,
rostlinnymi a bakteridlnimi burikami a tabulka 1-1 na strané 19 uvadi
nékteré dtleZité letopocty z objevovani bunék a jejich organel.

Bunééni biologové ¢asto mluvi o burice bez uréeni néjaké specific-
ké burnky, jako by vSechny bunky byly stejné. Ale buriky, jak uz jsme
si v8imli, nejsou v8echny stejné — ve skutecnosti se znacné lisi. Podle
odhadti existuje ve svété nejméné 10 milioni organismt, podle
nékterych odhadt snad 100 miliont. NeZ se ponofime hloubé&ji do
bunécné biologie, musime si uvédomit jedno: kolik spole¢ného
maji bunky téchto druhti: bakterie a motyl, rtize a delfin. Jak se od
sebe lii?

chromosomy

< svazek
mikrotubuld

Krajskéd knihovna
o Dayidbaliint
jednotnost a rozdilnost bunék { “ardubicich

Proberte relativni wyhody
a nevyhody elektronové a svételné mikro-
skopie. Jak byste nejlépe zviditelnili (a)
7ivou bufiku kdZe, (b) mitochondrii kvasin-
ky, (c) bakterii a (d) mikrotubulus?

Mikrotubuly v délici
se burice. Kdyz se burika déli, jeji jaderny
obal se rozpad4 a jeji DNA kondenzuje
do pdrtt viditelnych chromosomt, které
jsou mikrotubuly taZeny k opacnym
poltiim buriky. Mikrotubuly vyrtistaji
z ohnisek na opaénych koncich délici se

buriky.
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2|VOCIQNA BU NKA 2 mikrotubulus

3 N centrosom T s
| — ; SR s dvojici centriol extracelularni matrix
5um . chromatin (DNA)
, | jaderny pér
- S o A .
s ¥ jaderny obal
“:f_-_‘t v

akﬁnaé/

vlakna

peroxisom

jadérko

cytosolové

flasony Golgiho aparat intermediarni  plasmatickd membrana jadro endoplasmatické mitochondrie
filamenta retikulum

Golgiho

aparat jadérko

Tii typy bunék tu jsou
znazornény realistictéji nez
na obrazku 1-17. Je v8ak
pouzito stejnych barev pro
odligeni hlavnich bunéénych
slozek. Zivogisna burka je chromatin
podobna fibroblastu, ktery (DNA)
dokaze prolézat pojivovou jaderny
tkani a ukladat tam por
extracelularni matrix. L
Zivy fibroblast je na obrazku R e i
1-4A. Rostlinna bunka je pak | g
typickou listovou burikou mikrotubulus — -~
s chloroplasty a velkou '
vakuolou. Bakterie je zde

ukazana jako tycinkovity kapalinou
cytosolové bacil s jedinym bicikem naplnéna vakuola
vibosamy pro zajisténi pohybu.

DNA

plasmaticka membrana

At cytosolove
— bunéénd sténa ribosomy

L) S ———
~ BAKTERIALNIBUNKA  ROSTLINNA BUNKA o R
A
— ]WI membréana vakuoly (tonoplast) Wyzasom
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Vyznamna data v mikroskopii bunék

1655 Hooke pouzil jednoduchy mikroskop k popisu pérti v fezu
korku. Tyto péry nazval "buniky".

1674 Leeuwenhoek ohlésil svij objev prvokt. Bakterie poprvé uvidél
o devét let pozdéji.

1833 Brown zverejnil sva mikroskopicka pozorovéni orchideji a jasné
popsal bunééné jadro.

1838 Schleiden a Schwann navrhli bunéénou teorii s tim, Ze burika
s jadrem je univerzdlnim stavebnim kamenem rostlinnych
a zivocisnych tkani.

1857 Kaolliker popsal mitochondrie ve svalovych bunkach.

1879 Flemming velmi jasné popsal chovani chromosom1 v Zivocis-
nych burikdch béhem mitozy.

1881 Cajal a dalsi histologové vyvinuli barvici techniky, které odkryly
strukturu nervovych bunék a organizaci nervové tkane.

1898 Golgi pii barveni bunék dusi¢cnanem stfibrnym jako prvni uvi-
dél a popsal Golgiho aparat.

1902 Boveri pozoroval chovani chromosom béhem pohlavniho roz-
mnozovani a urcil jejich vztah k dédi¢nosti.

1952 Palade, Porter a Sjostrand vyvinuli techniky elektronové mikro-
skopie, které umoznily poprvé spatfit fadu struktur uvnitf
buriky. Pfi jednom z prvnich pouziti téchto technik Huxley uka-
zal, ze svaly obsahuji svazky proteinovych vlaken — prvni diikaz
existence cytoskeletu.

1957 Robertson popsal dvojnou vrstvu bunééné membrany spatené
poprvé v elektronovém mikroskopu.

Buriky se zna¢né liSi svym tvarem a funkci

Zatnéme velikosti, Bakteridlni burika, feknéme Lactobacillus v kousku
syra, je jen nékolik mikrometrti dlouhd. Zabi vajicko, které je také jedi-
nou burikou, méa primér asi jeden milimetr. Kdybychom je zvétsili tak,
aby Lactobacillus byl velky jako ¢lovék, bylo by Zabi vejce velké jako osm
fotbalovych hrist.

Stejnym zplisobem se bunky lisi ve svych tvarech a pohybech.
Podivejme se na galerii bunék z obrazku 1-22. Typickd nervova buiika ve
vasem mozku je enormné protaZena; vysila elektrické signaly jemnym
cytoplasmatickym vlaknem, které je 10 000krat delsi, nez je tlusté, a déli
se do stovek vétvi. Paramecium v kapce rybni¢ni vody vypada jako
ponorka a je pokryté desitkami tisic brv neboli cilii — vlastim podobnych
vybeézk, jejichZ vinivé idery pohanéji buiiku vpred za soucasného otéa-
¢eni. Bunka v povrchovém pletivu rostliny je pfisedlym nepohyblivym
hranolem, ktery kolem sebe vytvaii tuhy obal z celulosy s vnéjsim nepro-
mokavym plastém z vosku. Bakterie Bdellovibrio je torpédem ve tvaru
uzenky, které je pohdnéno rotujicim bi¢ikem pfipojenym k jeho zadi
a fungujicim jako vrtule. Neutrofil nebo makrofag v téle Zivocicha se
plazi tkanémi jako améba (ménavka), kterd se stale preléva do novych
tvarti a pohlcuje zbytky bunék, cizi mikroorganismy a mrtvé ¢i umirajici

buriky.

Jednotnost a rozdilnost bunék
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Nékteré buriky jsou odény jen tenkou plasmatickou membréanou,
jiné si vytvareji vnéjsi plast slizu, stavi okolo sebe tuhé bunécné stény
nebo se obklopuji tvrdou mineralizovanou extracelularni matrix
podobneé jako bunky kosti.

Buniky se také znacné lisi ve svych chemickych poZzadavcich
a aktivitdch. Nékteré vyzaduiji k Zivotu kyslik, pro jiné je to smrtelny
jed. Nékterym staci jako potrava jen o malo vic neZ slunec¢ni svétlo,
vzduch a voda, jiné potfebuji urc¢itou smés molekul produkovanou
jinymi burikami. Nékteré vypadaji jako specializované tovarny na
vyrobu zvlastnich latek, jako jsou hormony, tuk, skrob, latex nebo bar-
viva. Nékteré jsou motory, jako napfiklad svaly, které preménuji pali-
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Nékolik prikladii
rozmanitych bunéénych tvari a velikosti.
(A) Nervova burika z ¢asti mozku zvané
mozecek, kterd ovlad4d pohyb. Tato bunka
je obrovskym rozvétvenym stromem
vybézk, jimiZ pfijima signdly od 100 000
jinych nervovych bunék. (B) Paramecium.
Tento prvok plave s pomoci brv
pokryvajicich jeho povrch. (C) Rez
stonkem mladé rostliny, v némz je
celulosa obarvena oranZové a lignin
cervené. Vnéjsi vrstva bunék se nachazi
v horni €asti obrazku. (D) Drobnd bakterie
Bdellovibrio bacteriovorus s jedinym
bi¢ikem na konci. Tato bakterie napada,
zablji a poZird jiné, vétsi bakterie. (E)
Lidska bila krvinka (neutrofil) se pfiblizuje
k ¢ervené krvince a pohlcuje ji.



vo na mechanickou préaci, nebo elektrickymi generatory, jakymi jsou
buriky specidlniho organu elektrického thofte.

Nekteré specializace pozméni burku natolik, Ze ztrati jakoukoli
moznost se mnozit. Takova specializace by neméla Zadny smysl u druht

viak toto rozdéleni bunék umoznuje nékterym burkam specializaci
v extrémnim méfitku pro zvlastni tkoly, na druhé strané je vSak cini
zévislymi v zdkladnich pozadavcich na okolnich bunikach. Dokonce nej-
zakladnéjsi potieba ze viech — pfedani genetické instrukce dalSi genera-

ci - je svéfena specializovanym burikdm, vajicku a spermii.

Viechny Zivé buriky maji podobny chemicky zaklad

Nehledé na mimofadnou rozdilnost rostlin a Zivo¢ich si lidé od nepa-
méti uvédomovali, Ze tyto organismy maji néco spole¢ného - néco, co
jim véem ddvé pravo nazyvat se Zivymi. S vyndlezem mikroskopu vyslo
najevo, Ze rostliny a Zivocichové jsou soubory bunék a Ze jednotlive
buriky jsou Zivé. Ale zatimco bylo pomérné snadné rozpoznat Zivot,
zistavalo znaéné obtiznym uréit, co maji vSechny Zivé pfedmeéty spo-
le¢ného. U¢ebnice se snazily definovat zivot abstrakinimi obecnymi
pojmy.

Diky objeviim biochemie a molekuldrni biologie se tento problém
odstranil velmi ptisobivou formou. Nyni vime, Ze vSechny Zivé organis-
my na nasi planeté jsou si podobné nejen v abstraktnim smyslu, tj. ze
véechny rostou, mnozi se, pfeménuji energii z jedné formy na jinou atd.,
ale v udivujici mife zname i detaily jejich chemie. Ve viech organismech
je geneticka informace — geny — uloZzena v molekuldch DNA, zapsana
stejnym chemickym kédem, vytvofena ze stejnych stavebnich blok,
prekladdna stejnym chemickym apardtem a duplikovana stejnou ces-
tou, aby se tyto organismy mohly reprodukovat. DNA Fidi produkci
obrovského mnoZstvi proteint, které urcuji chovani buriky, slouzi jako
konstrukéni materialy, chemické katalyzatory, molekuldrni motory atd.
V kazdé Zivé bytosti se spojuje stejnych 20 aminokyselin za vzniku pro-
teint. Tyto podjednotky se v§ak spojuji v riznych pofadich, a tak urcuji
riizné chemické vlastnosti proteinovych molekul, stejné jako rtizna
poiadi pismen dévaji vznik riiznym sloviim. Tak poslouZil stejny zaklad-
ni biochemicky aparat pfi vytvofeni celé palety Zivych organismu
(obr. 1-23).

VSechny dne$ni buriky se zfejmé vyvinuly
ze stejného predka

Buiika se mnoZzi zdvojenim své DNA a naslednym délenim. Pfitom se do
kaZdé z dcefinych bunék dostane po jedné z obou kopii DNA. Proto déti
vypadaiji jako rodice. Kopirovani neni vzdy dokonalé a instrukce jsou
nékdy zkomolené. Proto se déti nikdy nepodobaji rodi¢tim tplné pfes-
né. Zmény DNA neboli mutace mohou vést k potomstvu, které je zmé-
néno k hor§imu - napfiklad ma mensi schopnost preziti a rozmnoZovani
- nebo k leps§imu, tedy s lep$imi schopnostmi pfeziti a rozmnoZzovani.
Zmény mohou byt také neutrdlni povahy — rozdilné, ale zarucujici stej-
nou Zivotaschopnost. Boj o pfeZiti prvni zmény vyfazuje, druhé upied-

Jednotnost a rozdilnost bunék
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zdédi zméneéné instrukce, kterym vdéci za svou existenci. Navic genetic-
ké ,karty* mohou byt zamichdny cestou pohlavniho rozmnozZovéni,
kde dvé bunky stejného druhu fizuji, spolecné prispéji svou DNA,
a umozni tak nésledujici generaci sdilet genetické instrukce v novych
kombinacich.

Tyto jednoduché principy zmény a vybéru, pouzivané opakované po
tisice milion generaci bunék, jsou zakladem evoluce, procesu, ve kte-
rém se zivé druhy postupné méni a pfizplisobuji svému okoli stile
dimysInéjsim zplisobem. Evoluce nabizi piekvapujici ale pfesvédcivée
vysvétleni toho, proc jsou si dne$ni buiiky ve svych zdkladech tak podob-
né: viechny zdédily své genetické instrukce po jedné spolecné pred-
chtidkyni. Odhaduje se, Ze tato ptvodni buika existovala asi pted
3,5-3,8 miliardami let, a musime predpoklddat, Ze obsahovala prototyp
univerzalniho aparatu dne$niho pozemského Zivota. Mutacemi se jeji
potomci postupné rozdélili, aby zaplnili kazdy kout Zemé Zivymi bytost-
mi, vyuzivajice moznosti tohoto apardtu nekone¢né mnoha zptisoby:.

Bakterie jsou nejmensi a nejjednodussi buriky

Mezi dneSnimi burikami maji bakterie nejjednodussi strukturu a nej-
vice se pribliZuji ukdzce zivota v jeho nejzakladnéjsi varianté. Jsou to
obvykle kulové, okrouhlé nebo spirdlovité bunky nékolik mikrometri
dlouhé (obréazek 1-24). Casto maji tuhy ochranny plast zvany bunéc-
na sténa, pod niZ cytoplasmatickd membrana uzavira jediny oddil
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!hiisel -2 Bakterie, motyl, riize
a delfin. VSechny tyto Zivé organismy
jsou tvofeny bunkami, které maji
podobny chemicky zdklad a funguji
na stejnych principech.

Mutace jsou chyby v DNA,
které méni geneticky plan plvodni gene-
race. Predstavte si tovarnu na boty.
Ocekavali byste, Ze chyby (tj. nechténé
zmeény) v kopirovani navrhu obuvi pove-
dou ke zlepseni vyrabénych bot? Vysvét-
lete svou odpovéd.
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(A} Kulovité buriky, (B} Tycinkovité bunky, (C) Spiralovité buriky,
napf. Streptococcus napf. Escherichia coli, napf. Treponema pallidum
Salmanella

obsahujici cytoplasmu véetné DNA. V elektronovém mikroskopu
obvykle vypada vnitfek takové buriky jako matrice s proménlivym
vzorkem bez jakékoli viditelné uspoiddané vnitini struktury (obr.
1-25).

Bakterie jsou obvykle malé a rychle se mnoZi prehrddecnym déle-
nim. Za optimdlnich podminek a dostatku potravy se bakterie timto
zptisobem miiZe rozdélit za 20 minut, a za méné nez 11 hodin tak
mtiZe dat opakovanym délenim vzniknout pétimiliardovému potom-
stvu (coZ je priblizny pocet lidi na Zemi). Diky svym velkym poctim
a vysoké rychlosti rstu se mohou spolecenstvi bakterii rychle vyvijet
a rychle ziskdvat schopnost vyuzivat nové zdroje potravin nebo odol-
nost proti antibiotiktim.

Svym tvarem a strukturou se bakterie se mohou zdat omezené, ale
po chemické strance pfedstavuji nejrozmanitéjsi a nejdtimyslnejsi
tfidu bunék. Vyuzivaji nesmirné mnozstvi lokalit, od horkych jezirek
sope¢ného bahna aZ po vnitini prostfedi jinych Zivych bunék, a co do
poétu mnohondsobné pievysuji ostatni Zivé organismy. Nékteré jsou
aerobni a pouzivaji kyslik k oxidaci molekul Zivin, jiné jsou anaerobni
a strani se prostiedi bohatého na kyslik, ktery by je otravil.
Eukaryontni mitochondrie se podle vieho vyvinuly z aerobni bakterie,
kterd zacala Zit uvnitf pfedka dneSnich eukaryontnich bunék (viz obr.
1-12). Proto miizeme chapat na$ vlastni aerobni metabolismus jako
vvsledek aktivity bakteridlnich bunék.

Skute¢né jakykoli organicky materidl, od dfeva aZ po ropu, muze
byt vyuZit jako potrava tim ¢i onim druhem bakteril. Co je jesté
zajimaveéjsi, existuji bakterie, které mohou Zit pouze na anorganickych
latkdch; svij uhlik ziskdvaji z CO, v atmosféfe, sviij dusik z atmo-
sférického N, a kyslik, vodik, siru a fosfor ziskdvaji ze vzduchu, vody
2 minerdal(i. Nékteré bakterialni burtiky, stejné jako burky rostlinné,
fotosyntetizuji a ziskavaji potfebnou energii pro biosyntézu ze

Tum

lednotnost a rozdilnost bunék

Tvary a velikosti
bakterii. Na kresbé jsou ukdzany
ve skutecném poméru typické
bakterie kulového, ty¢inkového
a spirdlového tvaru. Zde nakreslené
spirdlovité bunky zptsobuji syfilis.

Pozndmka k biologickym ndzviim:
Druhy Zijicich organismii jsou oficidlné
uréeny dvéma latinskymi slovy, obvykle
tisténymi kurzivou, podobné jako lidé
maji jméno a pifjmeni. Rod
(Escherichia, coz odpovidd pfijmeni)

se uvadi jako prvni; druhy termin (coli)
uréuje specificky druh patrici

k danému rodu. Pfi opakovani

se muZe rod psat zkrdcené (E. coli)
nebo se miize vynechat druh (takZe
¢asto mluvime o mouse Drosophila
nebo ¢esky drosofila a myslime tim
Drosophila melanogaster).

. Bakterie Escherichia coli
(E. coli). Elektronmikroskopicky snimek
podélného fezu; DNA je soustfedéna ve
slabé obarvené oblasti.
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slune¢niho svétla (obr. 1-26). Jiné bakteridlni bunky ziskdvaji tuto
energii z chemickych reakci anorganickych latek v pfislusném pro-
stfedi (obr. 1-27). V kazdém pripadé takové bakterie hraji jedine¢nou
a zdkladni roli v ekonomii Zivota na Zemi: ostatni organismy zaviseji
na slouc¢enindch, které tyto buiiky vytvoii z anorganickych materialt.

Rostliny jsou zvlastni vyjimkou: mohou zachycovat energii ze slu-
ne¢niho svétla a uhlik ze vzdusného CO.. Ale bez pomoci bakterii rost-
liny nedovedou zachycovat N, ze vzduchu; v tomto smyslu i ony
zéviseji na bakteriich. Jak jsme se uz dfive zminili, je téméf jisté, zZe
organely v rostlinnych burikach, které mohou provadét fotosyntézu —
chloroplasty, se vyvinuly z fotosyntetické bakterie, ktera nasla domov
v cytoplasmé budouci rostlinné bunky (viz obr. 1-14).

Tradi¢né byly vSechny bakterie fazeny do jedné velké skupiny.
Molekulové studia v8ak prozrazuji, Ze ve skupiné prokaryot je hluboky
piikop, ktery ji déli na dvé odlisné fiSe — Eubacteria a Archaebacteria.
(novéji Eubacteria a Archaea). Je pozoruhodné, Ze na molekulové
drovni se pi"isluénici téchto dvou skurpin od sebe natolik lii, Ze dokon-
bakterii znamych z kazZdodenniho Zivota, jak druhy pr1tomné
v ptadé tak ty, kvili kterym nékdy onemocnime, jsou eubakterie.
Archebakterie se obvykle nachdzeji v prostfedi nepratelském ostatnim
bunikdm: existuji druhy, které Ziji v koncentrovaném roztoku soli,
v horkych kyselych sopec¢nych viidlech, v bezvzdusnych hlubinach
mofskych usazenin, v kalu ¢istiren splaskti a v kyselém bezkyslikatém
prostiedi Zaludku krévy, kde odbourdvaji celulosu a vytvéfeji plyn
methan. Mnoha tato prostiedi pfipominaji drsné podminky, které exi-
stovaly na Zemi v dobé, kdy se jesté pired uvolnénim kysliku do atmo-
sféry vyvinuly Zivé organismy .

Obriselo 120 Klouzavd sirnd bakterie. Beggiatoa, kterd Zije v sirném
prostiedi, ziskava svou energii oxidaci H,S a mtiZe fixovat uhlik

dokonce ve tmeé. Viimneéte si Zlutych usazenin siry uvnitf bunék.
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Liravel 20 Dva typy fotosyntetickych
hakterii. (A) Sinice Anabaena cylindrica
pozorovand ve svételném mikroskopu.
Tyto prokaryontni buriky tvoii dlouha
mnohobunéénd vldkna, v nichz
specializované bunky (oznacené H) fixuji
dusik (to znamend, Ze zachycuji N, ze
vzduchu a zaélenuji ho do organickych
sloucenin), zatimco ostatni buriky jsou
fotosyntetické a fixuji CO, (V), nebo
vytvdteji odolné spéry (S). (B) Elektron-
mikroskopicky snimek bakterie
Phormidium laminosuwm. Jsou tu vidét
vnitfni membrany, kde probiha
fotosyntéza.

tazka 1- Bakterie ma hmotnost asi
10‘“‘ g a muZe se délit kazdych 20 minut.
Pokud by si jedina bakterie udriela toto
tempo déleni, za jak dlouho by se hmot-
nost bakterii rovnala hmotnosti Zemé
(6 x 107 kg)? Porovnejte s timto vysiedkem
skuteénost, Ze bakterie se vyvinuly pfed
3,5 miliardami let a od té doby se déli.
Vysvétlete zdanlivy paradox. (Pocet bunék
N v kultufe za ¢as t je popsan rovnici
N = N, x 2°%, kde N, je poéet bunék v case
nula a G je generaéni doba.)




Molekulédrni biologové se zaméfrili na E. coli

ProtoZe jsou Zivé organismy tak sloZité, dostdvame se do pozoruhodné
situace — ¢im vice toho pozname o jednom urcitém druhu, tim pfitaZzli-
v&j$im objektem studia se pro nas stavd. Kazdy objev pfindsi nové otaz-
ky a poskytuje nové nastroje pro jejich feSeni ve vztahu ke zvolenému
organismu. Z tohoto divodu se velka spolecenstvi biologl oddala stu-
diu stejného organismu. Z celého svéta bakterif se stal stfedem zajmu
molekularni biologie pfedev$im jeden druh: Escherichia coli, zkrdcené
E. coli (viz obr. 1-25). Tato mal4 ty¢inkovitd eubakteridlni burnika nor-
malné Zije ve stfevé lidi a ostatnich obratlovc(; lze ji vSak péstovat na
jednoduché smési zivin v kultivacni nddobé. E. coli se umi pfizptsobit
riiznym chemickym podminkdm ve svém prostfedi a rychle se mnozi.
Jeji genetické instrukce jsou obsaZeny v jediné molekule DNA a pfed-
stavuji informaci asi 0 4000 rtiznych druhti proteint. Pro srovnani, lid-
ska burika obsahuje 600krdt vice DNA, kterd koduje 50 000-100 000
druhti proteinti.

Na molekuldrni trovni rozumime fungovani E. coli mnohem
komplexnéji neZz fungovani jakéhokoli jiného Zivého organismu.
Vétsina nasich znalosti zdkladnich mechanism Zivota, jakymi jsou
replikace DNA ¢i dekédovani genetické informace, pochazi ze stu-
dia E. coli. Nasledny vyzkum potvrdil, Ze v nasich vlastnich bunkach
se tyto zdkladni déje odehravaji stejnym zptisobem jako v bunkach
E. coli.

Giardia miiZe predstavovat prechodny stav v evoluci euka-
ryontnich bunék

Podle definice maji eukaryontni buriky (napfiklad ty, z nichZ se sklad4
nade télo) svou DNA uzavienou ve zvlastni ¢dsti bunky - v jadre, okolo
neho? je dvojita membrana. Jak jsme vidéli, obsahujf tyto buriky celou
fadu dalSich zafizeni, ktera je odlisuji od bakterii — napf. cytoskelet,
mitochondrie a dalsi organely.

Jednobunéény parazitni
organismus Giardia. (A) Kresba podle
pozorovani ve svételném mikroskopu. (B)
Elektronmikroskopicky snimek pfi¢ného
fezu $irokym zplo§télym télem buriky.
Giardia je povaZovana za jeden
z nejjednodussich druhii eukaryontnich
bunék. M4 dvé identicka jadra
a cytoskelet, neobsahuje v3ak zZddné
mitochondrie ani chloroplasty a Zadné
detegovatelné endoplasmatické retikulum
ani Golgiho aparat.
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Eukaryota (zvana také Eucarya), eubakterie (Bacteria) a arche-
bakterie (Archaea) se musely oddélit jiz ve velmi raném obdobf his-
torie zivota na Zemi (viz Kap. 13). Neni tedy s podivem, Ze
eukaryota neziskala vSechny své odlisujici znaky v jednom okamZi-
ku. Nékteré z krokti v evoluci eukaryot mtizeme odhalit srovnéva-
Z tohoto pohledu je velmi zajimavym organismem Giardia. Toto
podivné vyhliZejici jednobunécéné stvoteni (obr. 1-28) Zije anaerob-
né jako parazit ve stievé a miiZe lidem zptisobit onemocnéni. Zda
se, Ze jde o druh Zivouci fosilie, kterd predstavuje mezistupen ve
vyvoji eukaryontnich bunék. Zejména proto, Ze nemé zddné mito-
chondrie ani chloroplasty.

Eukaryontni bunky jako Giardia, které mohou zit bez kysliku,
napovidaji, Zze ptivodni eukaryontni bunka vznikla pfed obohace-
nim pozemské atmosféry kyslikem. Z toho vidime, Ze jadro a cyto-
skelet se vyvinuly jesté pred tim, nez eukaryontni buiika zisklala
mitochondrie ¢i chloroplasty (obr. 1-29).

Pekarska kvasinka je obycejnou eukaryontni burikou

Nejprve jsme se vénovali eukaryottim, nebot sami mezi eukaryota
patfime. Prace s lidskymi buiikami je vSak slozitd a obtiZzné, a pokud
chceme porozumeét zdkladtim eukaryontni bunécéné biologie, je
mnohem snaz3i soustfedit se na druh, ktery je — podobné jako
E. coli— jednoduchy, odolny a rychle se reprodukuje. Populdrni vol-
bou minimélniho modelu eukaryontni bunky jsou kvasinky
Saccharomyces cerevisiae (obr. 1-30) — stejny organismus, jaky pou-
Zivaji pivovarnici, vinafi a pekafi.

S. cerevisiae je mald jednobunécénd houba, a proto mé z pohle-
du dne$nich znalosti pravé tak blizko zZivo¢ichtim jako rostlindm.
Podobné jako jiné houby maé i ona tuhou bunéc¢nou sténu, je

Snimek bunék kvasinky Saccharomyces cerevisiae
v rastrovacim elektronovém mikroskopu. Snimek stejného druhu
bunék ze svételného mikroskopu je ukdzan na obrazku 1-7.

26 Kapitola 1 : Prvni sezndameni s burikami

17¢ Evolucni podatky
dnesnich eukaryot. Eukaryontni,
eubakteridlni a archebakteridlni fady se
oddélily jiz v rané fazi evoluce Zivota na
Zemi. Mnohem pozdéji ziskala eukaryota
mitochondrie a je§té pozdéji se u ¢asti
eukaryot objevily chloroplasty.
Mitochondrie v buiikdch Zivocichd,
rostlin a hub se v mnoha ohledech 1i3i,

a tak se ma za to, ze byly bunikami ziskdny
v nékolika endosymbiotickych
udalostech..

Giardia ma jadro, ale Zadné
mitochondrie, a je pokladdna za pfechodny
stav v evoluci eukaryontnich bunék. Tento
argument by se vSak dal obratit a fici, Ze se
Giardia mohla vyvinout z eukaryontnich
bunék, které ztratily své mitochondrie,
protoZe je v anaerobnim prostiedi nepo-
trebovaly. Jaké dalsi argumenty &i dikazy
by podpofily pfedchozi interpretaci?




pomérné nepohyblivd a vlastni mitochondrie, nikoli vSak chloro-
plasty. Pfi dostatku potravy se mnozi témér stejné rychle jako bak-
terie. ProtoZe jeji jadro obsahuje jen 2,5krat vice DNA nez E. coli, je
také dobrym objektem pro genetickou analyzu. Genetické a bio-
chemické studie na kvasinkdach mély zédsadni vyznam pro pochope-
ni mnoha zdkladnich mechanismti v eukaryontnich bunkich
véetné cyklu bunééného déleni (fetézce déjd, pfi nichz se jadro
a vSechny ostatni ¢asti bunky zdvoji a rozdéli za vzniku dvou
novych bunék).

Jednobunécné organismy mohou byt velké,
sloZité a dravé: Prvoci

Kvasinky jsou malé, jednoduché a neSkodné bunky, které se zivi
cukrem, vylucuji alkohol a oxid uhli¢ity. Existuje v§ak obrovska ple-

e

smyslu odpovidajicim jejich mikrosvétu nejdravéjsich znamych
bunék. Obrazek 1-31 ndm piedstavuje malou ukdzku z nepfeberné-
ho mnoZstvi tvarti prvoki, jejichz chovéani je praveé tak rozmanité:
mohou fotosyntetizovat nebo se Zivit Zivo¢idnou potravou, mohou

‘ednotnost a rozdilnost bunék

Vas soused vénoval 20 dolart
na vyzkum rakoviny a zdésil se, kdyz se
dozvédél, Ze jeho penize byly pouiity na
studium pivovarskych kvasinek. Jak byste
mohli ulehéit jeho mysli?

Shirka prvoki, ktera
ilustruje nesmirnou riznorodost uvnitf
této t¥idy jednobunéénych organismi.
Tito prvoci jsou nakresleni v riizném
méfitku, ale u kazdé kresby se nachdzi
dsecka predstavujici 10 pm. Organismy
(A), (B), (E), (F) a (I) jsou obrvenky, (C)
je krasnoocko, (D) je méfiavka, (G)
je obrnénka a (H) je slunivka.
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byt pohyblivi nebo pfisedli. Anatomie jejich bunék je ¢asto velice
propracovand a zahrnuje napfiklad struktury jako citlivé stétiny,
fotoreceptory, pohyblivé brvy, stonkovité vyriistky, obdobu ust,
zahadla a kontraktilni svazky podobné svaltim. Ackoli jsou vSichni
prvoci samostatnymi burikami, mohou byt rafinovan{ a rozmaniti
jako fada mnohobunéénych organismu. Malou ukdzku nam posky-
tuje ndasledujici piiklad.

Didinium je velky masoZravy prvok o prameéru asi 150 um — asi
10krat vetsi nez je obvykld lidska burika. Ma kulovité télo obklopené
dvéma prstenci brv a jeho pfedni konec je plochy s vyjimkou
vystupku podobného chobotu (obr. 1-32). Didinium s pomoci brv
velmi rychle plave. Kdyz se setka s vhodnou kofisti, obvykle jinym
druhem prvoka, uvolni ze svého ,,chobotu” mnozZstvi malych para-
lyzujicich Sipek. Potom se pfiblizi tésné k napadené burice a pozfe
ji, pficemz se obrati jako duty mi¢ a pohlti svou obét, ktera je témef
stejné velkd jako tito¢nik sam.

Arabidopsis byla vybrana z 300 000 druhti
jako modelova rostlina

Velké mnohobunéc¢né organismy;, které vidime okolo sebe — kvétiny,
stromy a zvifata — se zdaji byt Gizasné rozmanité, ale ve svych evo-
lu¢nich pocatcich jsou si mnohem bliz§i a maji mnohem podob-
néj8i zakladni bunécnou biologii nez velké mnoZstvi mikro-
skopickych jednobunéénych organismii. Zatimco bakterie a euka-
ryota se rozdélily pfed vice nez dvéma miliardami let, oddélily se
rostliny, Zivo¢ichové a houby teprve pfed jednou a piil miliardou let,
ryby a savci jen asi pfed 400 miliony let a rtizné druhy kvetoucich
rostlin pfed méné nez 200 miliony let.

Uzky evoluéni vztah mezi viemi kvetoucimi rostlinami zname-
nd, ze mtizeme proniknout do buné¢né a molekularni biologie kve-

toucich rostlin tak, Ze se pfi detailni analyze zaméfime jen na
nékolik vhodnych druht. Z nékolika set tisic kvetoucich rostlin sou-
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Obrazek 1-32 }ede]’l pl’VOk ijl'dé
druhého. Elektronmikroskopicky
snimek vlevo ukazuje samotné
Didinium s jeho prstenci tepajicich
brv a ,chobotem" na vrcholku; na
obrazku vpravo je vidét, jak
Didinium pohlcuje jiného obrveného
prvoka.



Obrazek 1-32 Arabidopsis thaliana, béZny huseni¢ek rolni.
Tento drobny plevel se stal oblibenym organismem rostlinnych
molekuldrnich a vyvojovych biologi.

casného svéta padla volba molekuldrnich biologi neddvno na
drobnou rostlinu — husenicek rolni ¢ili Arabidopsis thaliana (obr.
1-33), ktery lze péstovat doma a jehoz kazda rostlina da do 8 az 10
tvdnt zivot nékolikatisicovému potomstvu. Arabidopsis ma ve srov-
nani s kvasinkami jen tfikrat vice DNA na buniku a my zaciname
chapat, jak genetickd instrukce nesena pritomnou nukleovou kyse-
linou umoziuje bunkam spolupracovat pfi vytvareni této typické
kvetouci rostliny.

Svét zivocichii reprezentuji moucha, cerv, mys
a Cloveék

Mnohobunécéni Zivocichové tvoii vétsinu z dosud pojmenovanych
druht Zivych organismii, a vét§inu Zivoc¢isnych druht tvofi hmyz.
Proto je spravné, Ze pravé hmyz — konkrétné mald moucha octomil-
ka (Drosophila melanogaster, obr. 1-34) — zaujima tstfedni misto
v biologickém vyzkumu. Na genetickou vybavu drosofily byl pod-
niknut soustfedény titok, pficemz zvlastni pozornost byla vénovana
jejimu embryonalnimu a larvalnimu vyvoji. Diky této praci s droso-
filou alespon za¢indme podrobné chapat nejpodivuhodnéjsi déje
z Zivota bunék: jak se jediné oplodnéné vajicko (zygota) vyvine
v mnohobunéény organismus obsahujici obrovsky pocet bunék
riznych typt, uspofadanych presné piedvidatelnym zptisobem.
Tvar dospélé mouchy — jeji hlava, télo, nohy, kfidla a oci - je urcen
geny v zygoté, které jsou kopirovdny a prenaseny do kazdé burky
v téle. Tyto geny urcuji chovani kazdé bunky pfi socidlnich interak-
cich s jejimi sestrami a sestfenicemi, a tak maji vliv na struktury,
které burika vytvafi. Drosofila vice nez kterykoli jiny organismus
ukdzala, jak sledovat fetéz pfi¢in a nasledkti od genetickych instruk-

Jednotnost a rozdilnost bunék
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Ybri 4 Drosophila melanogaster.
Molekularné geneticka studia této musky
poskytla kli¢ k pochopeni toho, jak se
Zivocichové vyvijeji.
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ci zakédovanych v DNA az po strukturu dospélého mnohobunéc-
ného jedince.

DalSim Siroce studovanym organismem, mensim a jednodussim
nez drosofila, je hlistice Caenorhabditis elegans (obr. 1-35), neSkod-
na pfibuzna hadatek, kterd napadaji trodu. Toto stvofeni se vyviji
s presnosti hodinek z oplodnéného vajicka v dospélého jedince,
ktery obsahuje pfesné 959 somatickych bunék (a proménlivy pocet
vajicek a spermii), a my mame nyni k dispozici presny popis pofadi
déji, kterymi k tomu dochézi — jak se burniky déli, pohybuiji a specia-
lizuji podle pfesnych a pfedvidatelnych pravidel.

Druhym extrémem jsou savci, ktefi ve svych dospélych télech
maji desetkrat vice genti neZ drosofila a miliardkrét vice bunék. Ke
studiu sav¢i genetiky, vyvoje, imunologie a bunééné biologie se jako
modelovy organismus jiZ dlouho pouziva mys. Nové techniky doda-
ly tomuto vyzkumu jesté vétsi dilezitost. Dnes je mozné vypéstovat
mysi s libovolné provedenymi mutacemi jakéhokoli genu nebo se
zavedenymi umeéle zkonstruovanymi geny. Tak je moZné testovat,
co dany gen potiebuje a jak funguje.

Posledni, ale nikoli nejmensi v této fadé modelovych organismii
je sam clovék. V§zkum v bunééné biologii je viznamné podporovan
zajmem mediciny a velka ¢ast toho, co zname, pochazi ze studia lid-
skych bunék. Lidské bytosti nelze studovat stejné jako mouchu,
¢erva nebo mys, ale lidskou buriku lze studovat v kultivacni misce.
Lékarskda databaze lidskych bunék je nezmérna a ackoli jsou pfiro-
zené mutace jakéhokoli genu vzacné, genetickému inZenyrstvi jsou
znamy nasledky mutaci v tisicich rtiznych genti.

Rozsah nasi neznalosti je viak stdle jesté sklicujici. Kdyz si pred-
stavime sloZitost sav¢iho téla, mohli bychom se vzdat v§i nadéje uz
na samotné pochopeni toho, jak DNA v burice oplodnéného vajicka
mysi pfiméje tuto buriku vytvofit mys nebo jak DNA v burice lidské-
ho vajicka fidi vyvoj ¢lovéka. Objevy molekularni biologie nam vsak
prinesly nadégji ve skute¢nosti, Ze savci geny maji blizké protéjsky
v Caenorhabditis elegans a v Drosophila melanogaster, které podle
véeho plni podobné funkce. VSichni mame spole¢ny evolué¢ni poca-
tek a pod povrchem téla se zdd, Ze sdilime stejné molekuldarni
mechanismy (obr. 1-36). Mouchy, ¢ervi, mysi a lidé tak poskytuji kli¢
k pochopeni obecnych principti stavby Zivoc¢isného organismu.
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Clrisel L0 Caenorhabditis elegans.
Tato mald hlistice Zije v ptdé. Jeji vyvoj

od oplodnéného vajicka (1 bunka) az po
959 bunék dospélého téla byl prozkoumdn
s neoby¢ejnou pozornosti a nyni je zndma
velkd ¢dst genetickych mechanismi, které
tento vyvoj fidi. Vétsina jednotlived tohoto
druhu jsou hermafroditi, produkujici jak
vajicka tak spermie.



Buriky stejného mnohobuné¢ného organismu
se mohou znac¢né lisit

Buiiky v téle jakéhokoli Zivo€icha nebo rostliny jsou mimoféadné rozdil-
né. (Panel 1-3, str. 32-33). Tukové bunky, buriky kiZe, kosti a nervové
buriky se zdajf tak nepodobné, jak jen néjaké buriky mohou byt. Vsechny
tyto diferencované typy bunék viak vznikly béhem embryonélniho vyvo-
je z jediné buriky oplodnéného vajicka a viechny obsahuji stejné kopie
DNA daného druhu. Jesté jednou: z ur¢itého hlediska se buriky zdaji byt
nesmirné odligné, z jiného hlediska jsou naopak podivuhodné stejné.
U mnohobuné&éného organismu lezi vysvétleni ve zplisobu, jakym jed-
notlivé buniky vyuZivaji své genetické instrukce. Rizné bunky aktivuji
riizné geny v zavislosti na podnétech, které tyto buriky a jejich pred-
chtidci dostali ze svého okoli.

Uvidime, Ze DNA neni pouhym nakupnim seznamem molekul, které
musi kazd4a burika mit, a Ze burika neni pouhym souborem poloZek uve-
denych na takovém seznamu. Kazdé burika se spiSe chova jako viceticCe-
lovy stroj s ¢idly pro pifjem vnéj$ich signdld, s pocitacem k ovladani fady
riznych €innosti a s mnoha megabyty genetické informace dostupné
v DNA. Dokonce i jednoducha samotna burika jako E. coli nebo kvasin-
ka vyuZiva svou genetickou informaci podobné regulovanym zptisobem.
Zijici, rostouci a rozmnoZujici se burika je vskutku zdzracny stroj. Ve
zbytku této knihy se pokusime vysvétlit, jak funguje.

Jednotnost a rozdilnost bunék

Riizné Zijici druhy sdileji
tytéz genetické mechanismy. Lidské dité
i my$ na obrazku maji stejnou bilou
skvrnu na ¢ele; oba maji poskozeny stejny
gen (zvany kif}, ktery je potfebny pro vyvoj
a udrzovéani pigmentovych bunék.
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TYPY BUNEK

V lidskem téle existuje
na 200 druh( bunék.
Jsou usporadany

do raznych typ( tkani,
napfiklad

EPITEL

epitel
pojivova tkan
sval

nervova tkan

Vétsina tkani obsahuje
vice typt bunék.

Absorpéni bunky nesou na svém volném
povrchu viaskovité vybéiky zvané mikroklky,
kterymi se vyrazné zvysuje absorpéni plocha tkéné.

Sousedici epitelialni burky

jsou navzajem spojeny riznymi
typu spojua, které dodavaji tkani
mechanickou pevnost a zaroven
znemoznuji pohyb malych molekul
mezi jednotlivymi bunkami

Epitelialni buriky tvofi souvislé bunééné vrstvy, tzv. epitel,
ktery pokryva nékteré wvngjsi a vétsinu vnitfnich povrchi téla.
Existuje fada specializovanych epiteli.

Rasinkovy epitel obsahuje bufiky,
které nesou na volném povrchu
fasinky, jez se synchronné vini

a pii tom prendseji ruzné latky,
napfiklad hlen, urgitym smérem
po povrchu epitelu.

Sekrecni bunky se vyskytuji
ve vétdineé epitelialnich
vrstev. Tyto buriky
produkuji razné latky

a vylucuji je na povrch
epitelu.

mikroklky

mezibuné&ény
spoj

bazaini
lamina

cilia

POJIVOVA TKAN

Prostory mezi organy a tkdnémi jsou vyplnény
pojivovou tkani, co? je v podstaté sit tuhych
proteinovych viaken uloZenych v polysacharidovém
gelu. Tato extracelularni matrix je vyluovany

hlavné fibroblasty.

Dva hlavni druhy
mimobunéénych
(extracelularnich)
proteinovych vidken:
kolagen
a elastin.

\

fibroblasty ve volne
pojivove tkani

[Kosti jsou vytvareny burikami zvanymi osteoblasty.
Ty vylucuji extracelularni matrix, v niz jsou
ulozeny krystalky fosforecnanu vapenatého.

Vapenaté soli jsou
ukladany v extracelularni
matrix.

osteoblasty
propojené bunéénymi
vybéiky

extracelularni
matrix

Tukove (Eili adiposni) bunky patfi

k nejvétsim bunkam v téle

a zodpovidaji za tvorbu a skladovani
tukd. Jadro i cytoplasma jsou

tu vytlageny ke krajam buriky velkou
tukovou kapkou.

60-120 pm

NERVOVA TKAN

télo buriky

Nervové buriky &ili neurony se specializuji

na komunikaci. Mozek a micha jsou tvofeny
hustou siti neuront ulozenych mezi podparnymi
gliovymi bufikami,

axon

Axon vede elektrické signaly smérem
od téla nervové bunky. Tyto signaly
vznikaji tokem iontl pres plasmatickou
membranu neuronu.

Synapse vznikaji tam, kde se
neuron styka s dalsim neuronem
nebo se svalovou burnkou.

Pfes synaptickou &térbinu
prechazeji chemické signaly

k dalsimu neuronu nebo

ke svalové burnce.

Specializované gliové burky
obaluji axon mnohavrstevnou
membranovou pochvou.

“anel - Diferencované savéi buriky



sve produkty, jako je hlen,
sizy a Zzaludecni stavy, do kanalka,
zatimco endokrinni Zlazy
vyluéuji hormony

do krevniho obéhu.

Sekreéni epitelialni bunky .. .+ vyluovany
<= casto sdruzuji a tvofi zlazu, ST e s material
«terd se specializuje na S O TR gt ol
vylugovani (sekreci) uréitych \/ " /
latek. Tak exokrinni Zldzy vyluduji -« o o000

ilazovy
kanalek

sekredni Zlazové bunky

KREV

Srytrocyty (Eervené krvinky) jsou velmi malé buriky,

«i=ré u savel neobsahuji ani jédro ani vnitrobunééné
membréany. Zralé erytrocyty jsou naplnény hemoglobinem,
-0z je bilkovina vazajici kyslik.

2V &

1 mL krve obsahuje jejich obvykly tvar
5 miliard erytrocytd je bikonkavni kotoucek

_=ukoeyty (bilé krvinky) chrani proti infekci. Krev obsahuje
=7iblizné jeden leukocyt na 100 erytrocytu. Ackoliv jsou
‘zukocyty soucasti krevniho ob&hu, mohou prochazet
=22nami krevnich kapilar a ptsobit pak v okolni tkani.
_zukocytl je cela fada druht, mezi nimi

ymifocyty, zodpovédne za imunitni odpoved,
mezi jinym tvorbu protilatek

makrofagy a neutrofily, které se pohybuji k mistu
‘~fekce a tam pohlcuji bakterie a rozbité bunky.

sténa
kapilary

bakterialni infekce
v pojivové tkdni ——————=s

ZARODECNE BUNKY

2=k spermie tak vajicko

=ou haploidni buniky, které
==sahuji pouze jednu sadu
c~romosomu. Spermie ze samce
“_zuje s vajitkem ze samice,
=r2 pak vytvafi diploidni
=rganismus mnoha
==slzdnymi
Sunstnymi
2=tanimi.

vajitko
s navazanou
spermii

SVAL

Svalové bunky vykonavaji praci svym stahem. U obratloveci
se vyskytuji tfi druhy svalovych bunék.

Kosterni sval - ten pohybuje klouby
svym rychlym a mohutnym stahem.
Kazdy sval je svazkem svalovych viaken,
kazdé z nichz je ohromnou bunkou

s mnoha jadry.

burika

pfitné
pruhovaného
svalu

Hladky sval - ten je pfitomen v zazivacim traktu,
mocovém méchyfi a v cévach. Je slozen
ze §tihlych protahlych, nepruhovanych bunék,
kazda z nichz obsahuje jediné jadro.

/

Srdecn) sval - jeho rysy lezi mezi hladkym

a pficné pruhovanym svalem. Sousedici bunky
jsou spojeny elektrickymi spoji, které zarucuji
synchronni praci svalu.

SMYSLOVE BUNKY

Pozoruhodné specializovane buriky
v téle jsou zodpovédné za pfijem

vnéjsich signali. Viaskové buiky Stereoelin o el

PR - L e tuhé vyristky, protoze
vnitiniho ucha jsou primarnimi jsou zpevnina
detektory zvuku. Jsou to modifikovane aktinovymi viakny.

epitelidini bunky, které nesou na jedné
strané specidlni mikroklky zvané stereocilia.
Pohyb sterocilii po zachyceni zvukovych
vibraci vyvolava elektricky signal,
ktery putuje do mozku.

Tyginky v oéni sitnici jsou specializovany

na zachycovani svételnych signal.

Jejich fotocitliva oblast obsahuje mnoho
membranovych desticek (éervené),

v jejichz membranach je uloZen fotocitlivy
pigment zvany rhodopsin. Svétlo vyvola
elektricky signal (zelenad sipka),

ktery se pfenasi k nervovym bufikdm v oku

a pak se pfeddva dal&imi neurony do mozku.

S\




Buiiky jsou zdkladnimi jednotkami Zivota.

Bunky Zivoc¢isnych a rostlinnych tkidni jsou obvy-
kle 5-20 um velké a lze je pozorovat ve svételném
mikroskopu, ktery také ukaze nékteré jejich vniti-
ni ¢asti neboli organely.

Elektronovy mikroskop umoZiiuje spatfit mensi
organely a dokonce jednotlivé molekuly, ale vzor-
ky vyZaduji naro¢nou pfipravu a nemohou byt
pozorovany Zive.

a Zivocisnych bunék je jadro. To obsahuje genetic-
kou informaci organismu uloZenou ve struktufe
molekuly DNA. Zbytek obsahu bunky mimo jadro
tvorfi cytoplasma.

Cytoplasma rostlinnych a Zivo¢isnych bunék
obsahuje celou radu dalsich membranovych
organel se zvlastnimi chemickymi funkcemi.
K témto organelam patfi mitochondrie, které
zabezpecuji oxidaci molekul potravy, a chloroplas-
ty v rostlinnych burikach, které uskutec¢nuji foto-
syntézu.

Zbyvajici intraceluldrni kompartment (vnitrobu-
nécny oddil) kromé membranovych organel se
nazyva cytosol. Obsahuje koncentrovanou smés
velkych i malych molekul, které se ii¢astni mnoha
nezbytnych biochemickych déju.

V cytosolu se rozprostira soustava proteinovych
vlaken zvand cytoskelet. Tato soustava ovlada tvar
a pohyb buiiky a umoznuje organeldm a moleku-
lam presun z jednoho mista v cytoplasmé na
druhé.

Ma se za to, Ze vSechny dnesni bunky se vyvinuly
ze stejné prabunky, ktera existovala pfed vice nez
tfemi miliardami let. '

cytoskelet

cytosol
bakterie eukaryota
burika evoluce
cytoplasma chloroplast

Kapitola 1 : Prvni seznameni s burikami

Viechny buriky obsahuji DNA jako misto uloze-
ni genetické informace a vyuzivaji ji k fizeni syn-
tézy proteintl. VSechny bunky vytvéreji své DNA
a proteiny ze stejnych dvou malych soubort
stavebnich blokd.

Py e

Bakterie, nejjednodussi z dnesnich Zijicich orga-
nismt, jsou prokaryota: ackoli obsahuji DNA,
chybi jim jddro a ostatni organely. Pravé bakterie
nejvice pripominaji praptivodni bunku.

Rtizné druhy bakterii se 1i8i ve svych chemickych
schopnostech a obyvaji podivuhodné Sirokou
Skalu lokalit. Rozeznavame dvé zakladni vyvojo-
vé skupiny: eubakterie a archebakterie.

Eukaryontni bunky vlastni jadro. Pravdé-
podobné se vyvinuly v fadé stadii z bunék vice
podobnych bakteriim. Dtilezitym krokem se zda
byt ziskdni mitochondrii, ve formé pohlcenych
bakterii zijicich v symbioze s velkymi anaerobni-
mi bunikami.

Volné Zijici jednobunééné eukaryontni organis-
eukaryontnich bunék a jsou schopné plavat,
péfit se, lovit a pozirat potravu

Jiné typy eukaryontnich bunék spolupracuji
a utvareji velké slozité mnohobunécné organis-
my, jakymi jsme i my sami. Takové organismy se
skladaji z miliard az biliond bunék.

Biologové si zvolili maly pocet organismui za
stfed intenzivniho vyzkumu. Mezi tyto orga-
nismy patii bakterie E. coli, pekarské kvasinky,
hlistice, moucha, drobné rostlina, my$ a sém
clovék.

Bunky v mnohobunécném organismu se mohou
znacne liSit jedna od druhé, ackoli obsahuji
tutéz DNA. Je to tim, Ze vyuZivaji selektivné
rtzné ¢asti své genetické informace podle pod-
nétl z jejich okoli.

chromosom nanometr
jadro organela
mikrometr prokaryota
mikroskop prvok
mitochondrie



Na prvni pohled je tézké prijmout fakt, Ze Zivi tvorové jsou pouze
chemickymi soustavami. Neuvéfitelna pestrost jejich tvard, jejich
viditelné tcelové jednani i jejich schopnost rtistu a reprodukce jako
by je vyjimaly ze svéta pevnych latek, kapalin a plynd, které chemie
obvykle popisuje. Jesté pfed koncem devatenactého stoleti se vieo-
becné véfilo, Ze Zivocichové obsahuji Zivotni silu, vis vitalis, které je
zodpovédna za jejich rozdilné vlastnosti.

Nyni vime, Ze v zivych organismech neni nic, co by odporovalo
chemickym a fyzikdlnim zdkontim. Chemie Zivota v3ak opravdu
predstavuje zvlastni oblast. Za prvé, je zaloZena hlavné na slouceni-
nach uhliku; ¢asti chemie zabyvajici se témito slou¢eninami se ik
organickd chemie. Za druhé, spociva téméf vyluéné v chemickych
reakcich, které probihaji ve vodném roztoku a v pomeérné tizkém roz-
mezi teplot obvyklych pro Zemi. Za tfeti, chemie Zivota je nesmirné
slozita: dokonce i chemie té nejjednodussi butiky je mnohem sloZi-
t€jsi nez jakakoli jind zndama chemicka soustava. A konecné, tato
oblast chemie je ovladdna a fizena obrovskymi polymernimi moleku-
lami - chemickymi jednotkami spojenymi do Fetézce, jejichz jedi-
necné vlastnosti umoznuji bunkam a organismtim riist, mnoZit se
a délat vSechny ostatni véci, které jsou typické pro Zivot.

Latka ve smyslu hmoty je tvofena riiznymi kombinacemi prvkii -
substanci jako vodik nebo uhlik, které nelze chemickou cestou roz-
§tépit nebo pfeménit v jiné latky. Nejmensi c¢astici prvku, kterd si
jesté uchovava jeho typické chemické vlastnosti, je atom. Aviak vlast-
nosti jinych latek neZ ¢istych prvki véetné stavebnich materialt
Zivych bunék zavisi na zptsobu, jakym jsou jejich atomy spojeny
dohromady do molekul. Abychom pochopili, jak jsou z nezivé hmoty
utvofeny Zivé organismy, potfebujeme védét, jak vznikaji chemické
vazby, které drzi atomy v molekuldch pohromadé.

Buiiky jsou sloZeny jen z nékolika druht

atomii.
Vnéjsi elektrony uréuji reaktivitu atomi
Iontové vazby vznikaji ziskem nebo
ztratou elektronii.
Kovalentni vazby vznikaji sdilenim
elektroni.
Existuji riizné typy kovalentnich vazeb.
Voda je nejhojné&jsi latkou v burikich.
Nékteré polarni molekuly tvofi ve vodé
kyseliny a zasady.

Buiiky jsou vytvofeny ze sloucenin
uhliku.

Buiiky obsahuji étyfi hlavni skupiny
malych organickych molekul.

Sacharidy jsou zdrojem energie
pro buriky a tvofi podjednotky
polysacharidi.

Mastné kyseliny jsou slozkami
bunéénych membran,

Aminokyseliny jsou podjednotkami
proteini.

Nukleotidy jsou podjednotkami DNA
a RNA.

Makromolekuly obsahuji specifické
sekvence podjednotek.

Nekovalentni vazby uréuji pfesny tvar
makromolekuly.

Nekovalentni vazby umoziiuji
makromolekule vizat dalsi vybrané
molekuly.
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Buriky jsou sloZeny jen z nékolika druhii atomt

Kazdy atom ma svijj stfed a kladné nabité masivni jadro, které je v jisté
vzdalenosti obklopeno oblakem zaporné nabitych elektroni (obr. 2-
1). Tyto elektrony jsou na svych drahdch udrZovény elektrostatickymi
pfitazlivymi silami jadra. Jadro se sklada ze dvou druhti subatomar-
nich ¢astic: protonti, které jsou kladné nabité, a neutronti, které jsou
elektricky neutrélni. Po¢et protonti v atomovém jadfe udava atomové
¢islo. Atom vodiku ma jadro sloZené z jediného protonu - proto je
vodik s atomovym cislem 1 nejlehéim prvkem. Atom uhliku ma ve
svém atomovém jadie Sest protont a atomové ¢islo 6 (obr. 2-2). Kazdy
proton nese elektricky néboj, ktery je pfesné stejné velky jako nédboj
elektronu, ale mé opa¢né znaménko. Protoze je atom jako celek elek-
tricky neutrdlni, je pocet zdporné nabitych elektronti obklopujicich
jadro stejny jako pocet kladné nabitych protonti v jadre. Pocet elektro-
nt v atomu je tedy stejny jako atomové ¢islo. Atomové cislo je stejné
pro véechny atomy daného prvku a ur¢uje chemické vlastnosti prvku,
jak brzy uvidime.

Neutrony jsou nenabité subatomadrni ¢astice s pfiblizné stejnou
hmotnosti jako protony. Prispivaji ke strukturni stabilité jadra: je-li jich
pfilis malo nebo pfilis mnoho, jadro se muze radioaktivné Stépit.
Neutrony viak neméni chemické vlastnosti prvku. Prvek tak muze exi-
stovat v nékolika fyzikalne rozlisitelnych, ale chemicky identickych for-
mdch zvanych izotopy, pficemz kazdy izotop ma jiny pocet neutront,
ale viechny izotopy téhoz prvku maji stejny pocet protonti. V piirodé se
vyskytuji €etné izotopy vSech prvkd, dokonce i téch nestabilnich.
Napfiklad, zatimco vétSina uhliku se na Zemi vyskytuje jako stabilni
izotop *C s Sesti protony a Sesti neutrony, existuji také mala mnozstvi
dalsiho stabilniho izotopu C a mald mnozstvi nestabilniho izotopu,
radioaktivniho "C, jehoZz atomy maji Sest protonti a osm neutrona.
Uhlik "*C pomalu podléha4 radioaktivnimu rozpadu, na némz? je zaloZe-
na metoda urc¢ovani stafi organického materialu v archeologii.

Atomova hmotnost prvku nebo molekulova hmotnost slouceniny
je pomérna hmotnost atomu nebo molekuly vzhledem k atomu vodi-
ku. V podstaté se rovnd poctu protonti a neutronti v atomu ¢i mole-
kule, protoze elektrony jsou mnohem leh¢i a k celkové hmotnosti
témeér nepfispivaji. Hlavni izotop uhliku ma tedy atomovou hmotnost
12, zatimco nestabilni izotop, o kterém jsme pfed chvilkou mluvili, ma
atomovou hmotnost asi 14. Hmotnost atomu nebo molekuly se casto

elektron

neutron

proton

atom vodiku
atomaove éislo = 1

atom uhliku

atomove gislo = 6
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oblak
obihajicich
jadro elektront

o~

LY

Schematicky pohled na
atom. Husté kladné nabité jadro obsahuje
vétsinu hmotnosti atomu. Mnohem leh¢i
zaporné nabité elektrony se rychle pohy-
buji okolo jadra podle zdkonti kvantové
mechaniky. Elektrony jsou zndzornény
jako spojity oblak; neexistuje Zadny zpti-
sob, jak predpovédét, kde presné se bude
elektron v daném okamziku nachézet.
Hustota stinovani oblaku ukazuje pravde-
podobnost, s jakou nalezneme elektron
v daném misté. Primeér elektronového
oblaku sahd od 0,1 nm u vodiku az
k 0,4 nm u atomil s vy$&imi atomovymi
¢isly. Jadro je mnohem mensi: napf.

u uhliku asi 2 x 10° nm.

Schematické znazornéni
atomu uhliku a atomu vodiku. Na rozdil
od obrazku 2-1 jsou zde elektrony ukazany
jako oddélené ¢dstice. Jadro kazdého
atomu kromé vodiku se sklada z kladné
nabitych protont a z elektricky neutral-
nich neutront. Pocet elektronii v atomu
se rovnd poctu protont (atomovému
¢islu), takZe atom nemad Zadny vysledny
naboj. Soustiedné cerné kruznice znazor-
fuji velmi schematicky dréhy elektrontl.
Neutrony, protony a elektrony jsou ve sku-
tecnosti ve srovnani s celym atomem
zanedbatelné malé; na tomto obrazku jsou
znacné zvétseny.



uvadi v daltonech, pficemz jeden dalton je jednotka atomové hmot-
nosti; pfiblizné se rovhd hmotnosti vodikového atomu.

Atomy jsou tak malé, Ze jejich velikost si Ize jen stéZi predstavit.
Jeden atom uhliku mé primér asi 0,2 nm; to znamend, Ze na jeden mili-
metr by se jich veslo asi 5 miliont vedle sebe. Jeden proton ¢i neutron
vazi piiblizné 1/(6x10”) gramu, takZe jeden gram vodiku obsahuje
6x10% atomti. Toto obrovské ¢islo (6x10*, zvané Avogadrova konstanta)
je hlavnim méfitkem pro vztah mezi béZnymi pocty a mnoZstvimi kaz-
dodenniho Zivota a poéty ze svéta jednotlivych atom a molekul. Ma-li
latka molekulovou hmotnost M, bude mit 6x10* molekul této latky
hmotnost M gram. Toto mnozstvi se nazyva jeden mol nebo jedna
grammolekula latky (obr. 2-3).

V pfirodé se vyskytuje 92 prvkii*, které se navzdjem liSi poc¢tem pro-
tonti a elektron®t v atomech. Zivé organismy jsou v8ak tvofeny jen
malym vybérem z téchto prvkd, z nichz étyfi - uhlik (C), vodik (H), dusik
(N) a kyslik (O) - tvofi az 96,5 % hmotnosti organismu. Toto sloZeni se
znac¢né lisi od nezivého anorganického prostiedi (obr. 2-4) a svédci
o odliném typu chemie. Nejbéznéjsi prvky Zivych organismi s néktery-
mi atomovymi charakteristikami jsou uvedeny v tabulce 2-1.
*Pozndmka prekladatele: Toto neni zcela spravné. Ze 112 prvkia dnes
znamych se v pfirodé vyskytuje 94, ale pouze 85 v mnoZstvi vétSim nez
1:10". Celkem je zndmo 81 neradioaktivnich prvk.

Vnéjsi elektrony urcuji reaktivitu atomt

Abychom pochopili, jak se atomy spojuji dohromady za vzniku molekul,
které tvofi Zivé organismy, musime vénovat zvlastni pozornost jejich
elektrontim. Protony a neutrony jsou v jadru tésné spojeny a vymenuiji si
partnery jen pii extrémnich podminkach, napfiklad béhem radioaktiv-
niho rozpadu nebo uvnitf Slunce ¢i jaderného reaktoru. V Zivych tkénich
dochdzi jen k preskupovéni elektronti. Tyto elektrony tvoff vnéjsi casti
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Chemické vazby

1 mol znamena M gram latky,

pricemz M je jeji molekulova hmotnost.
Toto mnostvi obsahuje 6 x 10%* molekul
dané latky.

1 mol uhliku ma hmotnost 12 g
1 mol glukosy ma hmotnost 180 g |
1 mol chloridu sodného ma hmotnost 58 g

Molarni roztoky maji koncentraci 1 mol
latky v 1 litru roztoku. Napfiklad molarni
roztok (1 M) glukosy ma koncentraci

180 g/L, zatimeco milimolarni roztok (1 mM)
mé koncentraci 180 mg/L.

'~ Moly a molarni roztoky.

Jhrizek 20 Zastoupeni nékterych
chemickych prvki v neZivém svété (zem-
ska kiira) ve srovndni s jejich zastoupe-
nim ve tkanich zivoéichil. Zastoupeni kaz-
dého prvku je vyjddfeno v procentech
z celkového poétu atomii pfitomnych ve
vzorku. Tak napfiklad témér 50 % atomi
v Zivich organismech tvofi atomy vodiku.
Tento piehled nebere v tivahu mineralizo-
vané tkané, jako jsou kosti a zuby, protoze
obsahuji velkd mnozstvi anorganickych
soli vapniku a fosforu. Pomérné zastoupe-
ni prvkil je podobné ve viech Zivych orga-
nismech.
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Atomové | Atomova

Prvek Protony | Neutrony |Elektrony Mo Wihicinost
Vodik H 1 0 1 1 1
Uhlik C 6 6 6 6 12
Dusik N 7 7 7 7 14
Kyslik 0 8 8 8 8 16

Atomové | Atomova

Prvek Protony | Neutrony | Elektrony iilo. [haiohase
Sodik Na 11 12 11 11 23
Hoi¢ik Mg 12 12 12 12 24
Fosfor P 15 16 15 15 31
Sira S 16 16 16 16 32
Chlor Cl 7 18 17 17 35
Draslik K 19 20 19 19 39
Vépnik Ca 20 20 20 20 40

atomu a urcuji chemicka pravidla, podle nichz se atomy spojuji za vzni-
ku molekul.

Elektrony jsou v neustdlém pohybu okolo jadra, ale pohyby v tomto
mikroskopickém meéiitku se fidi jinymi zdkony nez pohyby, na které jsme
zvykli z kazdodenniho Zivota. Podle téchto zédkonti mohou elektrony
v ur€itém atomu existovat jen v urcitych nespojitych stavech pohybu -
zhruba fec¢eno, mohou se pohybovat jen po uréitych drahdch. Plati také, Ze
na draze - orbitu - urcitého typu se mtiZe pohybovat jen omezeny pocet
elektronti (tzv. elektronovd slupka). Elektrony, které jsou v priiméru nejbli-
Ze kladné nabitému jadru, jsou k nému pritahovany nejsilnéji a zaujimaji
vnitini tésné vazanou slupku. Tato slupka (oznac¢ovana K) miiZe obsahovat
maximélné dva elektrony. Druhad slupka (oznacovand L) se nachézi dale od
jadra a jeji elektrony jsou vézdny méné pevné. Tato druhd slupka mtze
pojmout aZ osm elektrond, a to ve dvou podslupkach (ss 2 a p s 6 elektro-
ny). Treti slupka (oznacovand M) obsahuje elektrony, které jsou vazany
jeSté volnéji; ta miZe pojmout az 18 elektront, a to ve tfech podslupkach
(s, p a d s maximdlné 10 elektrony). Ctvrtd a pata slupka (oznacované
N a O) mohou kazda pojmout 32 elektrond, a to ve ¢tyfech podslupkach
(s, p, da fs maximalné 14 elektrony). Atomy s vice neZ ¢tyfmi slupkami jsou
v biologickych molekulach velmi vzacné.

Uspotadani elektronti v atomu je nejstalejsi, pokud jsou elektrony
maximalné pevné vazané, tj. kdyz obsazuji vnitfni slupky. Proto - s jistymi
vyjimkami u vétsich atomti - elektrony obsazuji v atomu nejprve prvni
slupku, potom druhou atd., az nakonec slupku vnéjsi. Atom se zcela zapl-
nénou vnéjsi slupkou nebo vnéjsi podslupkou je zvlasté staly, a proto che-
micky nereaktivni (inertni). Pfiklady jsou helium se dvéma elektrony 1s,
neon se dvéma elektrony 1s, dvéma 2s a Sesti 2p a argon se dvéma elektro-
ny 1s, dvéma 2s, Sesti 2p, dvéma 3s a Sesti 3p; ve viech piipadech jde
o inertni plyny. Naopak vodik, ktery md jen jeden elektron a tudiZ jen zpola
zaplnénou slupku, je vysoce reaktivni. Podobné i viechny ostatni atomy
v Zivych organismech maji jen ¢asteéné zaplnéné vnéjsi elektronové slup-
ky, a proto jsou schopné spolu reagovat za vzniku molekul (obr. 2-5).

ProtoZe nezaplnéna elektronova slupka je méné stabilni nez slupka

zaplnénd, maji atomy s netipInymi vnéjsimi slupkami silny sklon intera-
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Atomové charakteristiky
nejbéznéjsich prvki v Zivych tkdnich.
Ctyfi prvky uvedené v modré ¢asti tabulky
predstavuji 96,5 % hmotnosti lidského
téla; prvky uvedené v zelené casti tabulky
predstavuji kazdy asi 0,1-1,5 %. Atomova
¢isla rovna poétu protonii v kazdém jadfe
jednoznac¢né definuji kazdy prvek.
Atomova hmotnost, kterd je pfiblizné
souctem protond a neutronu v jadre, se
miiZe ménit ve skupiné izotopt stejného
prvku, jak je zdiiraznéno v textu. Atomové
hmotnosti uvedené v této tabulce pfislusi
nejbéznéjsim izotoptim kazdého z prvki.



atomove tislo
— energeticka hladina (slupka) ——

Prvek | 1l il A"
1 | vodik ®
2 | helium 1]
6 | uhlik os|le0e®
7 | dusik oslessoe
B | kyslik os|le0eeee
10| neon eejecosesse
11| sodik o®oosce00O®
12 | hoféik oseco0oean|00

15 | fosfor T TNIIITY (TTIXY]
16 | sira es|ocosecro0/000000

@

17 | chlor 00|0PE0ROBO|0000000
18 | argon osleosococe|eonsaese
19 | draslik oelecsosose/oosansae®
20| vapnik esleccceoov/0osnoncocee

govat s ostatnimi atomy tak, aby se ziskem nebo ztratou patficného
poctu elektront dostaly do stavu se zaplnénou vnéjsi slupkou. Této
vymény elektronti mtize byt dosaZzeno bud pfenosem elektronti z jedno-
ho atomu na druhy nebo sdilenim elektroni dvéma atomy. Tyto dvé
strategie d4vaji vznik dvéma typtim chemické vazby mezi atomy: Pokud
jeden atom daruje elektrony druhému, vznikd iontovd vazba, zatimco
pokud dva atomy elektronovy par sdileji, vznikd kovalentni vazba (obr.
2-6). Casto je par elektronti sdilen nestejnomérné s ¢dsteCnym posunem
k jednomu atomu; toto vnitini uspofadani vede k poldrni kovalentni
vazbé, jak uvidime pozdéji.

Atom vodiku, ktery potfebuje k doplnéni své elektronové slupky jen
jeden dalsi elektron, sdili obvykle tento elektron s dalSim atomem za
vzniku kovalentni vazby; v mnoha pfipadech je tato vazba polarni. Dalsi
nejbéZnéjsi prvky v zivych burikdch - C, N a O s netiplnou druhou slup-
kou a P a S s neuplnou tfeti slupkou (viz obr. 2-5) - sdileji elektrony
a dosahuji zaplnéni vnéjsi slupky osmi elektronti utvorenim nékolika
kovalentnich vazeb. Poéet elektronti, které musi atom ziskat nebo ztratit
(sdilenim ¢i pfesunem), aby dosdhl zaplnéné vnéjsi slupky, se nazyva
vaznost (valence).

atomy atomy
® ®
® ® ®
®
\___________’
SDILENI PRENOS
ELEKTRONU ELEKTRONU
~®
@ @
~
molekula kladny zaporny
ion ion

kovalentni vazba

Chemické vazby

iontova vazba

Zaplnéné a nezapInéné
slupky v atomech nékterych béZnych
prvki. Vsechny prvky, které se béZneé
nachdazeji v Zivych organismech, maji
nezaplnéné vnéjsi slupky (cervené),

a proto se mohou d¢astnit chemickych
reakci s jinymi atomy. Pro srovnani jsou
ukézany nékteré prvky se zcela zaplnény-
mi vnéjsimi podslupkami (Zluté); tyto
prvky se chemickych reakei neticastni.

Srovnéni kovalentni a ionto-
vé vazby. Atomy mohou vzijemnou inter-
akci dosdahnout stélejstho uspofddani
vnéjsich elektronovych slupek. Iontova
vazba vznika pfi pfenosu elektronil z jed-
noho atomu na druhy. Kovalentni vazba
vznikd, pokud atomy nékteré elektrony
sdileji. Tyto dva piiklady predstavuji
extrémni situace; ¢astéji vznikaji kovalent-
ni vazby s &asteénym pfesunem elektront
(nestejnomérné sdileni elektronfi), coz
vede k polarné kovalentni vazbé (viz obra-
zek 3-11).
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Klicova role vnéjsi elektronové slupky v uréeni chemickych vlast-
nosti prvku znamena, Ze pfi sefazeni prvkii podle jejich atomovych
¢isel budeme opakované nachézet prvky s podobnymi vlastnostmi:
napfiklad prvek s netiplnou druhou slupkou, kterd obsahuje jeden
elektron, se bude chovat do zna¢né miry podobné jako prvek, v jehoz
atomu je druhd slupka zcela zaplnénd a ve tieti slupce se nalézé jeden
elektron. Napiiklad viechny kovy maji netiplné vnéjsi slupky s jednim

nebo nékolika mélo elektrony, zatimco inertni plyny maji vnéjsi slupky
zaplnéné, jak jsme prave vidéli.

Iontové vazby vznikaji ziskem nebo ztratou elektronii

Tontové vazby vytvareji nejcastéji atomy, které maji jeden nebo dva
elektrony navic ke zcela zaplnéné vnéjsi slupce, nebo atomy, kterym do
tplného zaplnéni vnéjsi slupky jeden nebo dva elektrony chybi. Tyto
atomy mohou ¢asto dosdhnout zcela zaplnéné vnéjsi slupky mnohem
snadnéji zachycenim nebo odevzdanim patficného poctu elektrona
nez jejich sdilenim. Napiiklad na obrazku 2-5 mtiZzeme vidét, Ze atom
sodiku (Na) s atomovym ¢islem 11 se mtize dostat do stavu se zcela
zaplnénou vnéjsi slupkou tak, Ze se zbavi jediného elektronu z drahy
vnéjsi ke druhé slupce. Naopak atom chloru (Cl) s atomovym Cislem 17
muZe doplnit svou vnéjsi elektronovou slupku zachycenim jednoho
elektronu. KdyZ se tedy setkéd atom Na s atomem Cl, elektron mtiZe pfe-
skocit z Na na Cl a oba atomy se tak dostanou do stavu se zcela zapl-
nénou vnéjsi slupkou. Ditétem z tohoto sfiatku mezi mékkym a mimo-
fadné reaktivnim kovem sodikem a jedovatym zelenym plynem
chlorem je kuchyniska stil NaCl.

KdyZ elektron pieskoci z Na na Cl, stanou se z obou atomt elek-
tricky nabité ionty. Atom Na, ktery ztratil elektron, ma ted o jeden elek-
tron méné, nez je protond v jadfe, a proto nese jeden kladny naboj
(Na"). Atom chloru, ktery elektron ziskal, ma ted o jeden elektron vice,
nez je protonid v jeho jadre, a proto nese jeden zaporny naboj (CI').

atom sodiku (Na) atom chloru (CI}

(A) chlorid sodny (NaCl)

(B)

42 Kapitola 2 : Chemické sloZeni buriky

I_sc:mlr'u_.'r kation (Na*) chloridovy anion (cry

Atom uhliku obsahuje Sest pro-
tond a $est neutront.

A. Jake je jeho atomoveé Gislo a atomo-
va hmotnost?

B. Kolik ma elektroni?

C. Kolik elektronti navic musi pfijmout,
aby zcela zaplnil svou vné&jsi slupku?
Jak to ovliviiuje chemické chovani
uhliku?

D. Uhlik s atomovou hmotnosti 14 je
radioaktivni. Jak se svou strukturou
li&i od neradioaktivniho uhliku? Jak
tento rozdil ovliviuje jeho chemické
chovani?

Chlorid sodny: pfiklad vzni-
ku iontové vazby. (A) Atom sodiku (Na)
reaguje s atomem chloru (Cl). Je znazorné-
no umisténi elektront kazdého atomu
v jejich riznych energetickych hladinach.
Elektrony v chemicky reaktivnich (netiplné
zaplnénych) slupkéch jsou nakresleny
cervené. Reakce probihd za pfenosu nepd-
rového elekironu ze sodiku na chlor za
vzniku dvou elektricky nabitych atomi
neboli iontt, z nichZ kazdy obsahuje ve
své ynéjsi slupce kompletni sadu elektro-
ntt. Oba ionty s opac¢nymi naboji drzi
pohromade elektrostatickym pfitahova-
nim. (B) Produkt reakce mezi sodikem
a chlorem, krystalicky chlorid sodny, se
sklada ze sodikovych a chloridovych iontt
sloZzenych do tésné mfizky, ve které jsou
jejich ndboje pfesné vyrovnany. (C)
Barevna fotografie krystal(i chloridu
sodného.



: : Pevnost vazby (kJ/mol)
Druh vazby Délka (nm) e e
Kovalentni 0,15 376 376
Nekovalentni: iontova 0,25 334 13

vodikova 0,30 17 4
van der Waalsova 0,35 0,4 0,4
(na 1 atom)

Kladné nabité ionty se jmenuji kationty, zdporné nabité ionty anionty.
lonty lze déle délit podle toho, kolik elektronti ziskaly nebo ztratily.
Sodik a draslik (K) mohou ztratit jeden elektron a vytvofit kationty
s jednim kladnym nabojem (Na" a K), zatimco hof¢ik a vapnik mohou
ztratit dva elektrony a vytvorit kationty se dvéma kladnymi ndboji
(Mg** a Ca®™).

Diky svym opacénym nédbojiim se ionty Na“a Cl” vzdjemné pfitahu-
jladrzi tak pohromadé iontovou vazbou. Krystal kuchyriské soli obsa-
huje astronomicky pocet Na® a Cl™ (asi 2x10"” iont(i kazdého druhu na
jeden milimetrovy tisek krystalu). Tyto ionty jsou uspordadéany do pres-
né trojrozmérné miizky a jejich opaéné néboje jsou presné vyrovnany
(obr. 2-7). Latky jako NaCl, které drzi pohromadé jen iontovou vazbou,
se obvykle nazyvaji soli. lontové vazby jsou jen jednim z nékolika druhti
nekovalentnich vazeb, které mohou mezi atomy existovat. Pozdéji se
v této kapitole setkdme s dalsim typem nekovalentni vazby, vodikovym
miistkem. Diky pfiznivému vzdjemnému ptisobeni vodnych molekul
aiontl je mnoho soli véetné NaCl znacné rozpustnych ve vodé za diso-
ciace na jednotlivé ionty (napf. Na* a CI"), pficemz kazdy ion je potom
obklopen molekulami vody. Proto je ve vodé zna¢né omezena sila vodi-
kovych muistk(i mezi dvéma molekulami. Toto omezeni se vSak netyka
kovalentnich vzeb (tabulka 2-2).

Kovalentni vazby vznikaji sdilenim elektront

VSechny vlastnosti buriky zévisi na molekulach, které tato burika obsa-
huje. Molekula je souborem atom, které jsou drZzeny pohromadé
kovalentnimi vazbami; v téchto vazbach jsou elektrony spise sdileny
neZ pfemistovany mezi atomy. Sdilené elektrony zapliuji vnéjsi slupky
v obou atomech. V nejjednodussi mozné molekule — molekule vodiku
(H,) — sdileji dva atomy H, z nichZ kazdy ma jediny elektron, dva elek-
trony, coz je pocet potfebny k zaplnéni prvni slupky. Sdilené elektrony
tvoii oblak zaporného néboje, ktery je nejhustsi mezi dvéma kladné
nabitymi jadry a poméhé je udrZet pohromadé proti sile, kterou se

Molekula vodiku - jednoduchy pfiklad vzniku kovalent-
ni vazby. Kazdy izolovany vodikovy atom md jediny elektron, takze
jeho prvni elektronova slupka je zaplnéna netiplné. Pii dostate¢ném
pfiblizeni jsou dva atomy schopny sdilet dva elektrony, pficemz sdile-
né elektrony se pohybuji po novych drahdch kolem obou jader.
Kovalentni vazba mezi dvéma atomy ma svou danou délku. Pokud se
atomy dostanou bliZe, budou se kladné nabité jadra navzdjem odpuzo-
vat. Pokud se atomy pfili§ vzdali, nebudou uz schopny ti¢inné sdilet
elektrony.

Chemické vazby

. Kovalentni a nekovalentni
chemické vazby. Sila vazby se méfi jako
energie potfebnd k prerudeni této vazby
v joulech na mol (viz definici téchto jedno-
tek ve Slovnicku). Délka vodikového mst-
ku X...H...X je vzdalenost mezi dvéma nevo-
dikovymi atomy (X). Uvedené délky a sily
vazeb jsou pfibliZzné, protoze pfesné hod-
noty zdaviseji na zicastnénych atomech.
Riizné typy nekovalentnich vazeb jsou
popsany déle v této kapitole (viz panel 2-7,
str. 70-71).

dva atomy vodiku
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® @

PRILIS
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stejné nabité jadra navzdjem odpuzuji a bez sdilenych elektronti by se
jedno jaddro od druhého vzdélilo. Pfi charakteristické vzdélenosti jader,
zvané délka vazby, jsou pritazlivé a odpudivé sily v rovnovaze
(obr. 2-8).

Dal3i dtleZitou vlastnosti vazby, at uz kovalentni nebo nekova-
lentni, je jeji sila nebo pevnost. Ta se méfi mnozstvim energie, kterou
je tfeba do vazby dodat, aby doslo k jejimu rozstépeni. Tato energie se
obvykle vyjadtuje v kilojoulech na mol (kJ]/mol), pfi¢emz 1 kilojoule je
mnozstvi energie odpovidajici sile 1000 newtont ptisobici po draze 1m.
Typické energie a délky hlavnich tfid chemickych vazeb jsou uvedeny
v tabulce 2-2. Jinou jednotkou pouzivanou k méfeni energie je kalo-
rie, pficemz 1] = 0,239 cal.

Abychom ziskali lepsi predstavu o sile vazby, je uzitecné srovnat ji
s priimeérnou energii narazd jinych molekul z okoli (tedy s tepelnou
energii). Typické kovalentni vazby maji energii asi 100krat vétsi; jsou
tedy odolné viici tepelnému Stépeni a rozpadaji se jen pfi specific-
kych chemickych reakcich s jinymi atomy ¢i molekulami. Tvorba
a Steépeni kovalentnich vazeb jsou ndsilné jevy a v bunce jsou fizeny
zvlastnimi katalyzdtory — enzymy. Nekovalentni vazby jsou zpravidla
mnohem slabsi; pozdéji uvidime, Ze jsou v bunice velmi uZite¢né
v mnoha situacich, pfi kterych potfebuji molekuly k plnéni svych
funkci rychle asociovat a disociovat.

Zatimco atom H miiZe vytvéret jen jedinou kovalentni vazbu, jiné
bézné atomy, které tvoii kovalentni vazby v butikach, jich mohou tvo-
fitvice. Jde o atomy O, N, S a P a samozfejmeé i o nejdulezitéjsi atomy
uhliku C. Vnéjsi slupka téchto atomt tedy mtize ,ubytovat” az osm
elektront; tyto atomy tvoii kovalentni vazby s po¢tem atomi odpovi-
dajicim poctu elektronti ve vnéjsi slupce. Kyslik s Sesti elektrony ve své
vnéjsi slupce je nejstélejsi, kdyZ ziskd dalsi dva elektrony sdilenim

kyslik =N =C=

(A)

voda (H,0)

propan {CHy-CH,-CH,)

(B}
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Uspotadani kovalentnich
vazeb. (A) Prostorové uspoiddédni kovalent-
nich vazeb, které muize vytvaret kyslik,
dusik a uhlik. (B) Molekuly utvofené
z téchto atomit majf pfesnou trojrozmeér-
nou strukturu uréenou vazebnymi thly
a délkami vazeb pro kazdy kovalentni spoj,
jak je zde ukédzdno pro pfipad vody a pro-
panu. Napfiklad molekula vody ma4 tvar
pismene V s tihlem blizkym 109°.



s jinymi atomy, a proto vytvaii aZ dvé kovalentni vazby. Dusik s péti
vnéjsimi elektrony tvoii aZ tfi kovalentni vazby, zatimco uhlik se Ctyi-
mi vné&jsimi elektrony tvofi aZ ¢tyfi kovalentni vazby sdilenim ¢ty
part elektronti (viz obr. 2-5).

KdyZz atom vytvoii kovalentni vazby s nékolika ostatnimi atomy,
maji tyto ndsobné vazby pfesné danou orientaci v prostoru vzhledem
k ostatnim atomtim. Tato orientace odrazi orientaci drah sdilenych
elektronti. Pro kovalentni vazby mezi vice atomy jsou proto charak-
teristické specifické vazebné iithly, délky a energie (obr. 2-9). Napfiklad
¢tyfi kovalentni vazby, které mohou vznikat okolo atomu uhliku, jsou
usporadany tak, Ze sméfuji do rohii pravidelného étyfsténu. Presna
orientace kovalentnich vazeb je zdkladem pro trojrozmérné uspora-
dani organickych molekul.

Existuji rtizné typy kovalentnich vazeb

Vétdina kovalentnich vazeb predstavuje sdileni dvou elektrond,
z nichZ kazdy byl darovan jednim ze zicastnénych atomu. Takovym
vazbam se fikd jednoduché vazby. Nékteré kovalentni vazby vsak
zahrnuji sdileni vice nez jednoho péru elektronti. Mze napfiklad
dochézet ke sdileni ¢tyf elektronti, pficemz z kazdého ze zucastné-
nych atomil pochdzeji dva elektrony; takové vazbé se fika dvojnd
vazba. Dvojné vazby jsou kratsi a pevnéjsi nez vazby jednoduché
a maji charakteristicky vliv na trojrozmérné uspofddani molekul,
které je obsahuji. Jednoduchd kovalentni vazba mezi dvéma atomy
obecné umoznuje otdceni jedné ¢asti molekuly viici druhé okolo osy
vazby. Dvojna vazba takové rotaci brani a pfedstavuje vice rigidni
(tuhé) a méné flexibilni uspofadani atoma (obr. 2-10 a panel 2-1, str.
46-47).

Neékteré molekuly obsahuji soubor vazeb, které sdileji elektrony,
a proto maji hybridni charakter pfechodného stavu mezi jednodu-
chymi a dvojnymi vazbami. Napfiklad vysoce stabilni molekula ben-
zenu obsahuje kruh $esti uhlikovych atomt se stejnomérnym rozlo-
zenim vazebnych elektrontt (ackoli je benzen €asto zndzorfniovan se
stiidajicim se pofadim jednoduchych a dvojnych vazeb, jak je ukaza-
no na panelu 2-1).

Pokud jsou jednoduchou kovalentni vazbou spojeny atomy rtz-
nych prvkd, pfitahuji vétsinou tyto dva atomy sdilené elektrony riiz-
nou mérou. Napfiklad atomy O a N ve srovnéni s atomem C pfitahu-
ji elektrony pomérné silné, zatimco atom H pfitahuje elektrony
pomérné slabé. Podle definice je polarni struktura (v elektrickém
vyznamu) takova, kterd ma kladny néboj soustfedény na jednom
konci (kladny p6l) a zaporny naboj na druhém konci (zdporny pol).
Proto se kovalentni vazby s timto nestejnomérnym sdilenim elektro-
nl jmenuji polarni vazby, jak jsme se zminili uz dfive (obr. 2-11).
Napfiklad kovalentni vazba mezi kyslikem a vodikem, O-H, nebo
mezi dusikem a vodikem, N-H, je polarni, zatimco vazba mezi uhli-
kem a vodikem, C-H, pfedstavuje elektrony pritahované daleko vice
stejnomérné obéma atomy a je pomérné nepolarni.

Polarni kovalentni vazby jsou v biologii nanejvys dtileZité, nebot
umoznuji molekulam vzdajemné ptlisobeni prostfednictvim elektric-
kvch sil. Kazda velkd molekula s mnoha poldrnimi skupinami bude
mit na svém povrchu mista s ¢aste¢nym kladnym a zapornym nabo-

Chemické vazby

(A) ethan

-

{B) ethen

Srovnéni jednoduché
a dvojné vazby mezi dvéma uhliky. (A)
Molekula ethanu s jedinou kovalentni vaz-
bou mezi dvéma atomy uhliku je prikla-
dem ¢tyfsténného usporddéni jednodu-
chych kovalentnich vazeb tvofenych uhli-
kem. Kazda z obou skupin CH, , spojenych
kovalentni vazbou, se miize libovolné oté-
¢et vzhledem ke druhé skupiné okolo osy
vazby. (B) Dvojnd vazba mezi atomy uhli-
ku v molekule ethenu (ethylenu) zménila
uspofadédni vazeb u atomti uhliku a zptso-
bila, Ze viechny zicastnéné atomy lezi
v jedné roviné. Dvojnd vazba brani otaceni
skupin CH,.

[}
5+F‘I )@.\H &

voda

*
kyslik

Polarni kovalentni vazby.
Rozdéleni elektronti v polarni molekule
vody (H,0) a nepoldrni molekule kysliku
(0,) (8" = ¢aste¢ny kladny naboj, §” = ¢as-
te¢ny zdporny ndboj).
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UHLIKATE KOSTRY

Uhlik hraje jedineénou dlohu v bufice,
protoZe dokaZe tvofit pevné kovalentni vazby
s dalsimi atomy uhliku a tvofit tak fetézce atomu.

\C/ \C/ \C/ \C/
R e

/\N /N /N /\

zkracené znaden( \/\/\/\

vétvené fetézce

\/ \ 4
—C O~
T Y
/\ I\

zkracené znaceni OO

Ll

KOVALENTNI VAZBY

Kovalentni vazba se vytvafi, jestlize se dva atomy dostanou

do vzajemné blizkosti a sdileji jeden nebo vice elektrond.

Pfi jednoduché vazbé se sdili po jednom elektronu

z kazdého atomu, pfi dvojné vazbé se sdileji celkem ¢tyfi elektrony.
Kazdy atom muze tvofrit uréity pocet kovalentnich vazeb

v definovaném prostorovém usporadani. Naprik

lad uhlik

vytvari ctyfi jednoduché vazby usporadane v tyfsténu,

zatimco dusik tvofi tfi jednoduché vazby a kyslik
jak je to naznaceno dole.

dve,

Atomy spojené dvéma
nebo vice kovalentnimi
vazbami se nemohou
volné otaéet okolo
spoleéné osy. Toto
omezeni md vyznamny
vliv na trojrozmérny
tvar mnoha
makromolekul.

[

N\
KONJUGOVANE DVOJNE VAZBY

Retézec uhlikovych atom( muZe obsahovat
dvojné vazby. Jestlize se vyskytuji stfidavé
s vazbami jednoduchymi, vazebne elektrony
se pohybuji uvnitf celé molekuly

a stabilizuji ji. Rika se tomu rezonance.

N \ /
E— — C
/ \ / \ /
£ C=C C—
/ \ / \
skuteénost lezi nékde
mezi témito strukturami
\ / l N /
C— C—C C
STN_STNS
/ \ \
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Konjugované dvojné vazby
v kruhu tvofi velice pevnou
a stabilni strukturu.

H H
H H H
—
—
H H H H
H H

benzen

mozno znadit téz jako @

T

Panel 201 Chemické vazby a skupiny bézné se vyskytujici v biologickych molekuldch

SLOUCENINY
S VAZBOU C-H

Uhlik a vodik tvofi spoleéné
mnozstvi stabilnich sloucenin,
jez nazyvame uhlovodiky.
Jsou to nepolarni latky,

které netvofi vodikoveé muistky
a jsou nerozpustné ve vode.

1
H—(l:—H H—C—
H H

methan methylové skupina
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¢ast uhlovodikového konce
molekuly mastné kyseliny



SLOUCENINY S VAZBOU C-0 SLOUCENINY SE SKUPINOU C-N
Mnoho biologickych molekul obsahuje Aminy a amidy jsou dva dulezité pfiklady
uhlikové atomy vazané na kyslik. Napfiklad slouéenin obsahujicich uhlik vazany na dusik.
alkohol H Arr]in\( se ve vodé sI!.lEL!iJ’ s kationtem H"
| _ Skupiné ~OH a ziskavaji tak kladny naboj.
_CI_“H se fika hydroxylova. . o
H y .
—C—N +H' +=— —C—N—H"
aldehyd 0 i [N\ RN
/ \ H H
==
\H ) Amidy se tvofi pfi reakei kyseliny s aminem. Na rozdil
Skupiné C=0 . od aminG nenesou amidy ve vodé elektricky naboj.
keton \C/ se fikd karbonylova. Ptikladem je peptidové vazba, ktera spojuje aminokyseliny
o \ v proteinu.
cC=0 |
\C/ \ /O | //O
karboxylové kyselina //U Skupiné ~-COOH ) OH l | _(]:_ )
g se fika karboxylova. kyselina B H Bt
\UH Ve vodé ztréaci ion H*
za tvorby aniontu —-COQ". Dusik se také vyskytuje v cyklickych slouéeninach,
jako napfiklad v purinech a pyrimidinech, které jsou slozkami
i : tvoi kombinaci nukleovych kyselin.
estery estery se tvofi kombinaci
kyseliny a alkoholu NH,
)\ H
| » l a e
S + HO —C|-- —C——C\ | + H,0 | || cytosin (jeden z pyrimidina)
| OH | O '—C|—
kyselina alkohol ester
FOSFATY
Anorganicky fosfat je stabilni ion vznikajici Fosforeéné estery vznikaji vazbou fosfatu a volné hydroxylové skupiny.
z fosforeéné kyseliny H,PO,. Oznaduje se zkracené Casto jsou fosforeéné skupiny timto zpisobem pfipojeny k proteintim.
jako P.
(I_f (”) | O zkracené
s = se znaci jako
HO—T—O ——C—0H+H0—|]9—o — —c-—o—T—O‘ + H;0 |
~ N " ===}
5 | 5 6 @
Spojenim fosfatu a karboxylové skupiny nebo dal$ich fosforeénych skupin vznikaji anhydridy kyselin.
H,0
0 O O
// I = // ” zkracené se znadéi jako
C + HO—P—O —C O acylfosfatova vazba o
p | )\ %, (karboxyl-fosfore&ny kysely /
H O H,0 O—=P—0 anhydrid) s vysokym obsahem —C
(l)_ energie se vyskytuje O—®

v riznych metabolitech

— O0—P—O0OH + HO—P—O —O0—P—0—P—0O" vazby s vysokym obsahem
| | | —o—@®

energie nalézané v ATP

(o1 (o

H,0
O O O O s
" " ] ” " fosfoanhydrid je typem zkracené se znadi jako
H,O




jem. KdyZ se takova molekula setka s jinou molekulou s komplemen-
tarni sadou nébojt, budou se tyto dvé molekuly navzdjem pfitahovat
slabymi nekovalentnimi iontovymi silami, které budou pfipominat
drive probirané vazby v NaCl (obr. 2-12), ale budou slabsi. Vytvofi-li se
takto mezi dvéma povrchy dostate¢ny pocet slabych nekovalentnich
vazeb, prilnou povrchy specificky k sobé navzajem, jak je popsano
déle v této kapitole.

Voda je nejhojnéjsi latkou v burikach

Voda predstavuje 70 % hmotnosti bunky a vétsina reakci uvnitf
buriky se odehréava ve vodném prostfedi. Zivot na Zemi zacal v ocea-
nu a v podminkach, ve kterych ptivodni prostfedi vtisklo stalou pecet
chemii Zivych tvorti. Zivot je proto zcela zavisly na vlastnostech vody
(panel 2-2, str. 50-51).

Vkazdé molekule vody (H,0) jsou dva atomy H spojeny s atomem
O kovalentnimi vazbami. Tyto vazby jsou znacné poldarni, nebot
O silné pritahuje elektrony, zatimco H je pfitahuje jen slabé. Proto
jsou v molekule vody elektrony rozdéleny nerovnomeérné, s pfevahou
kladného néaboje na dvou atomech H a zdporného néboje na atomu
O (viz obr. 2-11 a panel 2-2). Kdyz se kladné nabitda ¢ast molekuly vody
(tj. jeden z jejich atomi H) dostane do blizkosti zdporné nabité oblas-
ti jiné molekuly vody (tedy O), elektrické pfitahovani mezi nimi vyus-
ti ve slabou vazbu zvanou vodikovy mistek. Tyto miistky jsou mno-
hem slabsi nez kovalentni vazby a snadno se §tépi nahodnym tepel-
nym pohybem diky tepelné energii molekul, takZe kazdy vodikovy
mustek existuje jen velmi kratkou dobu. Spole¢ny efekt mnoha sla-
bych vazeb vsak rozhodné neni zanedbatelny. Kazda molekula vody
miiZe svymi dvéma atomy H vytvéaret vodikové mustky se dvéma dal-
$imi molekulami vody; tak se tvofi sit, v niz neustale vznikaji a zani-
kaji vodikové mustky (panel 2-2). Jen diky témto vodikovym mfist-
kiim, které udrzuji molekuly vody pohromadé, je voda za pokojové
teploty kapalinou s vysokym bodem varu a velkym povrchovym napé-
tim, a nikoli plynem.

Obecné mtize vodikovy mustek vznikat vzdy, kdyz se kladné nabi-
ty H drZeny v jedné molekule polarni kovalentni vazbou pfibliZi
k zaporné nabitému atomu (obvykle kysliku ¢i dusiku), ktery patfi
k jiné molekule. Vodikové vazby se také mohou vyskytovat mezi riiz-
nymi ¢astmi jedné velké molekuly, kde ¢asto pomahaji udrZovat sta-
bilitu struktury. Patfi do rodiny slabych nekovalentnich vazeb, které
rozhodujicim zptisobem pomaéhaji velkym molekulam skladat se do
piesné dané struktury a selektivné se vézat k jinym molekulam, jak
probereme pozdéji v této kapitole.

Molekuly, které obsahuji polarni vazby a které mohou tvofit vodi-
kové mitstky s vodou, napfiklad alkoholy, se ve vodé ochotné roz-
poustéji. Jak jsme se uz drive zminili, molekuly nesouci kladny nebo
zaporny naboj (ionty) interaguji ochotné s vodou. Takovym moleku-
lam se fika hydrofilni, coZ znamend, Ze miluji vodu. Do této kategorie
nutné spada velka ¢ast molekul ve vodném prostiedi bunky véetné
sacharidd, DNA, RNA a vétSiny proteint. Hydrofobni (vody se bojici)
molekuly nenesou naproti tomu Zadny néaboj a tvofi jen velmi malo
vodikovych mistkti nebo viibec Zadné; takové molekuly se ve vodé
nerozpoustéji. Dtlezitym pfikladem jsou uhlovodiky (viz panel 2-1,
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Piemyslejte, zda je spravné
nasledujici tvrzeni: ,lontovou vazbu si lze
v zasadé pfedstavit jako velmi polarni
kovalentni vazbu. Polarni kovalentni vazby
potom spadaji kamsi do spektra, na jehoz
jednom konci jsou nepolarni kovalentni
vazby a na druhém konci vazby iontove.”

Proteiny se mohou navza-
jem vazat komplementarnimi ndboji na
svém povrchu.



str. 46-47). V téchto molekulédch jsou atomy H kovalentné spojeny
s atomy C pfevazneé nepolarni vazbou. ProtoZe atomy H nemaji prak-
ticky zadny vysledny kladny néaboj, nemohou se Géastnit Zddnych
vodikovych mitistkd s ostatnimi molekulami. To ¢ini uhlovodiky jako
celek hydrofobnimi. Tato vlastnost je vyuzita v bunkéch, jejichz mem-
brany jsou sestaveny z molekul s dlouhymi uhlovodikovymi Fetézci,
jak uvidime v kapitole 11.

Nékteré polarni molekuly tvoii ve vodé kyseliny a zasady

Pfi rozpousténi molekul s vysoce polarni vazbou mezi vodikem
a jinym atomem ve vodé dochazi k jedné z nejjednoduSich chemic-
kych reakci; tato reakce md vSak pro bunky hluboky vyznam.
Vodikovy atom v takové molekule predal témér tiplné sviij elektron
druhému atomu, a tak se vlastné vyskytuje jen jako holé vodikové
jadro, jinymi slovy jako proton (H"). Je-li polarni molekula obklopena
molekulami vody, je proton pfitahovan k ¢astecnému zdpornému
naboji na atomu O sousedni molekuly vody a mtiZe disociovat od
svého ptvodniho partnera a pfidruZit se k atomu kysliku molekuly
vody za vzniku hydroxoniového iontu (H;0%) (obr. 2-13A). Velmi
ochotné probihd i opacna reakce, takZe si mtizeme pfedstavit rovno-
vazny stav, pfi némz miliardy protonti neustéle preskakuji z jedné
molekuly v roztoku na druhou.

Latky, které pfi rozpousténi ve vodé uvoliuji proton za vzniku
H,0', se nazyvaji kyseliny. Cim vy3si je koncentrace H,O", tim je roz-
tok kyselejsi. Ionty H,O" jsou pfitomny i v ¢isté vodé — v koncentraci
107 M, jako vysledek pohybu protonti od jedné molekuly vody ke
druhé (obr. 2-13B). Podle tradice se koncentrace H;0" obvykle uvadi
jako koncentrace H', ackoli je vétSina ionttt H" v roztoku pfitomna
jako H;O". Abychom se vyhnuli pouZivani nepraktickych ¢isel, vyjad-
fujeme koncentraci H® s pomoci logaritmického méfitka zvaného
stupnice pH, které je vidét na panelu 2-2 (str. 50-51). Cist4d voda ma
pH 7,0. (Pozndmka prekladatele: To je pfesné pravda jen pii 25 °C a 101
325 Pa.)

ProtoZe se proton z hydroxoniového iontu mtize snadno dostat
k mnoha molekuldm v bunkach, a tak ménit jejich charakter, musi byt
koncentrace H;O" (kyselost) v bunce prisné regulovana. Molekuly, které
mohou odevzdavat protony, tak budou ¢init tim ochotnéji, ¢im bude
koncentrace H,O" v roztoku niZzsi, zatimco pfi vysoké koncentraci H;0"
v roztoku budou mit tyto molekuly snahu si své protony udrzet.

/O /H /O H
v g
CHy—C + 0 = CHsC + H—O
i N~ \ D\
O—H H 0 H
octova kyselina voda acetatovy hydroxoniovy
ion jon
(A)
@. ‘f-" +
protar‘l
se pohybuje
od jedné molekuly
B) ke druhs hydroxnniow hydroxidovy

ion ion

Chemické vazby

Najdéte chybu, pokud existu-
je, v nasledujicim tvrzeni: ,PFi rozpusténi
NaCl ve vodé se budou molekuly vody nej-
blizsi jontim snazit orientovat se pred-
nostné tak, aby jejich kyslikové atomy byly
u sodikovych iontl a co nejdale od iontd
chloridovych.” Vysvétlete svou odpovéd.

Kyseliny ve vodé. (A)
Reakce, ktera probiha pfi rozpousténi
kyseliny octové ve vodé. (B) Molekuly
vody si stdle navzajem vyménuji protony
za tvorby hydroxoniovych a hydroxidovych
ionti. Tyto ionty se rychle spojuji za vzni-
ku molekul vody.
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VODIKOVY MUSTEK délka vazby

a

Diky své polarizaci se dvé ici
iky své polarizaci se dvé sousedici vodikovy; rtistek

molekuly vody mohou spojit tzv. vodikovym

miustkem. Vodikové mstky pfedstavuji 25 5 H lﬂ_[

mnohem slabsi vazbu, nez je kovalentni

(pfiblizné 1/20). I 28~ QO i H—Q —
o — |

Vodikové mistky jsou nejpevnajsi, e H 0,10 nm

jestlize vodikovy atom leZi na pfimce spolu 2 vodikovy mustek kovalentni vazba

s ostatnimi dvéma atomy. &

| E— |
VODA STRUKTURA VODY

Dva atomy spojené kovalentni vazbou mohou vykazovat ruznou pfitazlivost Molekuly vody se spojuji pfechodné do mfiiky

vidi elektrontim takové vazby. V takovém pfipadé hovofime o vazbé polarni, véazané vodikovymi atomy. | pfi 37 °C je az 15 %

kdy jeden konec je nabit ponékud zaporné (&), druhy pak ponékud kladné (5°). molekul vody spojeno se étyfmi ostatnimi

do struktury oscilujicich shluku.

elektropozitivni
oblast

elektronegativni
oblast

Atkoliv ma molekula vody jako celek nulovy elektricky naboj (obsahuje stejny
potet elektront a protond), jsou elektrony rozmistény asymetricky, ¢imz vznika
polarni molekula. Jadro kyslikového atomu pfitahuje elektrony od vodikovych

jader, Eirni se atomyf vodiku st{{vaj[ n?patrné.kla,dné nabité.‘Nadbytek elektronl Kohezni povaha vody je zodpovédna za mnoho
v oblgsn a?omu kysl:ku pak tvoii slabé negativni oblast v mistech dalSich dvou jejich necekanych viastnosti, jako je vysoké povrchové
imagifgrmich vreholw Syrstany, napéti, specifické teplo a teplo vypafovani.
e
HYDROFILNi MOLEKULY HYDROFOBNI MOLEKULY
Latky, které se dobfe rozpoustéji ve vodé, se nazyvaji hydrofilnl. Jsou sloZeny Molekuly obsahujici pfevahu nepoléarnich vazeb
ziontll nebo polarnich molekul, které pfitahuji molekuly vody vlivem elektrickych jsou obvykle nerozpustné ve vodé a nazyvaji
naboji. Molekuly vody obklopuji ionty nebo polarni molekuly na povrchu pevného se hydrofobnl. To plati zejména pro uhlovodiky,
télesa a prevadéjl je do roztoku. které obsahuji vice vazeb.
H Molekuly vody nejsou k takovym molekulam
H Ho ~ pfitahovény, a proto nemaji tendenci je obklopovat
H H O/ H % a pfivadét do roztoku.
H— \ 4 b
S Y aae TR T 5 E H
H o = § H N—HIIii:.IO/ - /
A Na* H H 5 Cl % / H=0
Qe i) O/ \O,.a-l‘(i H\ % = ! H H 79H H
H/ g | iy ¥ 0 $ N _H N Ny I
H— \ i | fH /N—Hmnuc% C\ (EJ Himo L
H w0 H Q H H A / H H
H Y = —€ |
H = \ H 0 H
lontové slouceniny, jako napiiklad /O\ ¥ \H/ /
; ; L i H H c “y
chlorid sodny, se rozpou$téji, protoze molekuly H /\ W&
vody jsou piitahovany ke kladnému (Na®) Polarnf latky, jako napfiklad | H H A H
nebo zdpornému (CI') naboji mocovina, se rozpoustéji proto, e ?
toho kterého iontu. ze jejich molekuly vytvareji e H
vodikové mustky s okolnimi
molekulami vody.
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VODA JAKO ROZPOUSTEDLO

Mnoho znamych latek, napfiklad bézny cukr, se rozpousti ve vodé. To znamena,
ze maolekuly takové latky jsou od sebe oddéleny tim, Ze je obklopuji molekuly vody.

Jestlize se néjaka |atka rozpusti v kapaling,
hovofime o roztoku. Rozpusténa latka

{v naSem pfipadé cukr) se nazyva solut,
kapalina, ktera cukr rozpustila (v nadem
pfipadé voda) se nazyva solvent €ili
rozpoustédlo. Voda je vybornym
rozpoustédlem pro fadu latek,

protoZe obsahuje polarni vazby.

cukr
s& rozpousti

malekula \
vody krystal cukru molekula cukru

VYMENA VODIKOVYCH IONTU

Kladné nabité ionty vodiku (H*) se mohou spontanné premistovat
z jedné molekuly vody na druhou a vytvaret
tak dva rGzné druhy iontd.

KYSELINY

Latky, které do roztoku uvolfuji vodikové ionty,
se nazyvaji kyseliny

H\ / H\ ® © /H
5 o
HCl _— H™ o+ a QiliH—0~ — O—H + O

kyselina solna vodikovy ion chloridovy ion 74 ~ A

(siln4 kyselina) H H

hydroxoniovy ion  hydroxidowy ion
s " N— da tu f j
Mnoho kyselin vyznamnych pro bunku je pouze ¢astecné i:ﬂgiit: 1vojai;us[:€égum
jako baze) kyselina)

disociovano a nazyvaji se proto slabe kysaliny - napfiklad
organické kyseliny s karboxylovou skupinou -COOH,
kterd disociuje pouze Gastecné.

H,0 = H' + OH

cili _—

@] O ion ion
_C/’ : H* 5 i Vi vodikovy  hydroxidowy
\OH N o Protoze jde o vratny proces, pohybuji se ionty vodiku neustéle

mezi jednotlivymi molekulami vody. Cisté voda tak obsahuje
stalou koncentraci vodikovych i hydroxidovych iontd,
rovnou 0,1 mmol/L.

(slaba kyselina)

Vsimnéte si, Ze tu jde o vratnou reakci.

el

N~ |
pH ZASADY
H* Latky, které snizuji pocet vodikovych iontl v roztoku, se nazyvaji
koncentrace pH zasady Gili baze. Nékteré z nich, napfiklad épavek, se pfimo

T — v molech na litr sluéuji s vodikovymi ionty.

je dana koncentraci iontd H*, 7 0 —mm— 1 + < +
Pro jednoduchost tu pouzivame u“jg 107 2 6NH3k -::dﬂg 5% NH“, ;
stupnice pH, kde z e p pavek v vy ion amonny ion
< 104 a Jiné zasady, napfiklad hydroxid sodny NaOH, sniZuji mnoZstvi
pH =—logqolHF] A 105 5 vodikovych iontd nepfimo, pfic¢emi se vznikajici ionty OH-
< 105 . sluéuji s H* za tvorby molekul vody.
—=ag+ 7S NaOH Na* +  OH
= 0° B hydroxid sodny ion ion
< 107° {siln zasada) sodny hydroxidovy
Pro gistou vodu plati 2 10710 . i ) o .
< e Mr{E)ho zés'ad'v burikéch je pouze tastetné dlsocm_ve!no a fika .
[H*] = 107 v molech na litr E & i se jim slabe_z zasady nebo béze. To plati o slougeninach obsahujicich
< e —aes— 12 aminoskupinu (-NH,), které projevuje slabou tendenci
N 10718 k reverzibilnimu pfijeti H* z molekuly vody, éimi se zvysuje
. '3g° mnozstvi volnych ionti -OH".

-NH, + H' —=  -NH;
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Opakem kyseliny je zasada. Je-li kyselinou podle definice latka,
ktera odevzdava protony do roztoku a tak zvySuje koncentraci H,0",
vznikajicich adici protont k molekulam vody, je podle stejné definice
zasadou latka, kterd zvysuje koncentraci hydroxidovych iontt, které
vznikaji odebranim protonu z molekuly vody. Tak napfiklad hydroxid
sodny (NaOH) je zasadity (pouziva se i termin alkalicky), protoZe ve
vodném roztoku disociuje za vzniku iontti Na' a OH . Dalsi skupinou
zasad zvlasteé dilezitych pro Zivé buriiky jsou latky obsahujici skupiny
NH,. Tyto skupiny mohou vytvaret OH™ z vody odebranim protonu:
-NH, + H,0 — -NH;" + OH".

ProtoZe ionty OH™ a H;0" se spojuji za vzniku dvou molekul vody,
vyvold vzriist koncentrace OH™ pokles koncentrace HO" a naopak.
Cist4 voda obsahuje stejné nizké koncentrace obou iontti (107 M),
a proto neni ani kyseld ani zasaditd, nybrz neutrdini a ma pH 7,0.
Uvnitf buriky je udrzovano pH blizké neutrdlni hodnoté.

Poté, co jsme se podivali, jak se atomy spojuji do malych molekul a jak
se tyto molekuly chovaji ve vodném prostiedi, prozkoumame nyni
hlavni tfidy malych molekul nachdazejicich se v bunkach a jejich bio-
logickou tlohu. Uvidime, Ze nékolik malo zakladnich kategorii mole-
kul vytvofenych z hrstky rtiznych prvki stoji u zrodu celého neoby-
¢ejného bohatstvi tvarti a projevii zivych organismii.

Buriky jsou vytvoreny ze slou¢enin uhliku

Kdyz odhlédneme od vody, je zakladem témér viech molekul v burice
uhlik. Uhlik nad jiné prvky vynika svou schopnosti tvofit dlouhé
molekuly; kfemik v této schopnosti zaujima jen vzdalené druhé
misto. Diky tomu, Ze je maly a Ze mad ve vnéjsi slupce ¢&tyfi elektrony
a Ctyfi prdzdnd mista, mizZe atom uhliku vytvéfet ¢tyfi kovalentni
vazby s jinymi atomy. Co je vSak nejdtlezitéjsi, jeden atom uhliku se
miiZze spojit s jinym uhlikovym atomem vysoce stabilni kovalentni
vazbou C-C za vzniku fetézcti a kruht, a tak mtize uhlik vytvaret velké
a slozité molekuly bez jakéhokoli omezeni velikosti (viz panel 2-1, str.
46-47). Malé i velké slouceniny uhliku vytvafené bunkami se nazyvaji
organické molekuly.

Jistd spojeni atomt, jako tfeba methyl (-CH;), hydroxyl (-OH),
karboxyl (-COOH), karbonyl (-C=0), fosforyl (-PO,*) a aminoskupina
(-NH,) se v organickych molekulach vyskytuji opakované. Kazda
z téchto skupin mé odlisné chemické a fyzikalni vlastnosti, které
ovliviiuji chovani molekuly obsahujici tuto skupinu. Nejbéznéjsi che-
mické skupiny a nékteré jejich vlastnosti jsou shrnuty v panelu 2-1.

Buriky obsahuji ¢tyfi hlavni skupiny malych
organickych molekul
Malé organické molekuly v burice jsou slou¢eninami uhliku s mole-

kulovymi hmotnostmi od 100 do 1000, které obsahuji az 30 uhliko-
vych atomt. Obvykle se nachazeji volné v roztoku v cytoplasmé a maji
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A. Existuji néjaké jonty H,O" v gisté vodé
pfi neutralnim pH (tedy pri pH = 7,0)7
B. Pokud existuji, jaky je pfi neutralnim
pH podil iontd H,0* a molekul vody?
(Napovéda:molekulova hmotnost vody
je 18 a jeden litr vody ma hmotnost
1 kg.)



Priblizné chemické sloZeni bakteridlni bunky

Procento z celkové  Pocet druhii kazdého

hmotnosti typu molekuly
Voda 70 1
Anorganické ionty 1 20
Cukry a prekursory 1 250
Aminokyseliny a prekursory 0,4 100
Nukleotidy a prekursory 0,4 100
Mastné kyseliny a prekursory 1 50
Jiné malé molekuly 0,2 =300
Makromolekuly (proteiny, 26 =3000

nukleové kyseliny a polysacharidy)

ni podjednotky pfi stavbé obrovskych polymernich makromolekul
buriky - bilkovin, nukleovych kyselin a velkych polysacharidii. Jiné
slouzi jako zdroje energie a jsou odbouravény a pfeménovany v malé
molekuly v labyrintu vnitrobunéénych metabolickych drah. Mnoho
malych molekul ma v bunice vice neZ jednu tlohu — naptiklad slouzi
jako mozné podjednotky makromolekul i jako zdroj energie. Malych
organickych molekul je méné nez organickych makromolekul; pfed-
stavuji jen asi jednu desetinu celkové hmotnosti organického materi-
alu v burnice (tabulka 2-3). Zhruba lze odhadnout, Ze v typické burice
mutiZe byt asi tisic réiznych druht téchto malych molekul.

Vsechny organické molekuly jsou syntetizovdny ze stejného sou-
boru jednoduchych sloucenin a zase se na tyto slouceniny odboura-
vaji. Jejich syntéza i odbourani probihaji v fadé chemickych reakci,
které jsou prostorové vymezeny a probihaji podle pfesnych pravidel.
Nasledkem toho jsou slouceniny v burice chemicky pfibuzné a vétsi-
nu z nich lze zafadit do nékolika mélo odlisnych chemickych tfid.
Buriky obsahuiji ¢tyfi hlavni tiidy malych organickych molekul: sacha-
ridy, mastné kyseliny, aminokyseliny a nukleotidy (obr. 2-14). Ackoli
mnoho slou¢enin pfitomnych v bunkdch do téchto kategorii nespa-
d4, prispivaji tyto ¢tyfi rodiny malych organickych molekul spole¢né
s makromolekulami vytvofenymi jejich spojenim do dlouhych fetéz-
cti velkou ¢asti k hmotnosti buniky (viz tabulku 2-3).

Sacharidy jsou zdrojem energie pro buriky
a tvoii podjednotky polysacharida

Nejjednodussi cukry — monosacharidy — jsou slouceniny s obecnym
vzorcem (CH,0),, kde 7 je obvykle 3, 4, 5, 6 nebo 7. Cukrim a od nich
odvozenym slouceninam se diky tomuto jednoduchému vzorci dfive
fikalo také uhlovodany. Naptiklad glukosa mé vzorec C¢H,,O; (obr. 2-

Stavebni Vétsi komplexy
kameny bufky v bufice
CUKRY jjmmp [ POLYSACHARIDY i

MASTNE KYSELINY s [ LIPIDY/MEMBRANY |

|
|
[ AMINOKYSELINY  |mmp | PROTEINY i
|

NUKLEOTIDY > [ NUKLEOVE KYSELINY |y

Molekuly v buiikach

- Podivejte se kratce na kulickovy
a kalotovy model molekuly glukosy na
obrazku 2-15C a D. V&imnéte si, Ze na kaz-
dém z obrazkd jsou vodikové atomy jinak
veliké. Méli bychom se omluvit za chybu,
které se dopustil ilustrator? Vysvétlete
svou odpovéd.

13 i Cty¥i hlavni skupiny
malych organickych molekul v burikéch.
Tvofi monomerni stavebn{ bloky ¢i pod-
jednotky pro vétsinu makromolekul a dalsi
komplexy v burice. Nékteré z nich jsou
i zdroji energie, jako napfiklad cukry
a mastné kyseliny.
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CH,OH

15 a panel 2-3, str. 56-57). Vzorec v§ak neurcuje molekulu tiplné pres-
né: tentyz soubor uhlik(, vodikt a kyslik(i lze spojit kovalentnimi
vazbami celou fadou zptlisobti a vytvofit tak slouc¢eniny naprosto
odlidnych tvarti. Jak je ukdzédno v panelu 2-3 (str. 56-57), mtize se
napiiklad glukosa pfeménit v jiny cukr — mannosu nebo galaktosu —
pouhou zménou orientace specifické skupiny ~-OH vzhledem ke
zbytku molekuly. Kazdy z téchto cukrii mtiZze navic existovat v jedné
ze dvou forem D a L, které jsou navzdjem svymi zrcadlovymi obrazy.
Molekuly se stejnym sumarnim vzorcem ale odlisnou strukturou se
jmenuji izomery a molekuldm, které jsou navzajem zrcadlovymi
obrazy, se fika optické izomery.1zomery jsou mezi organickymi mole-
kulami obecné zna¢né rozsifené a maji hlavni tlohu pfi vytvarent
nesmirného mnoZstvi riznych cukrti.

Monosacharidy se spojuji dohromady kovalentnimi vazbami za
vzniku vétsich sacharidi. Dva monosacharidy spojené dohromady
tvofi disacharid, jakym je napt. sacharosa sloZena z glukosové a fruk-
tosové podjednotky. Vétsi sacharidové polymery sahaji od oligosa-
charidii (trisacharidy, tetrasacharidy atd.) aZ k obrovskym polysacha-
riditim, které mohou obsahovat tisice sacharidovych jednotek.
Pfehled struktur a chemie cukrti je uveden v panelu 2-3.

Zpuisob, jakym se cukry spojuji dohromady, ilustruje nékteré
obecné vlastnosti biochemické tvorby vazeb. Vazba vznikd mezi
dvéma skupinami -OH dvou sacharidovych molekul kondenzaéni
reakci, v niZ je pfi vzniku vazby vypuzena molekula vody. Vazby
vytvofené vSemi druhy takovych kondenzaénich reakci mohou byt
preru$eny obracenym procesem zvanym hydrolyza, na ktery se spo-
tfebuje molekula vody (obr. 2-16).

ProtoZe kazdy monosacharid ma nékolik volnych hydroxylovych
skupin, které mohou vytvofit vazbu s jinym monosacharidem (nebo
s néjakou jinou slou¢eninou), mohou byt cukerné polymery rozvétve-
né a pocet moznych polysacharidovych struktur je nesmirné velky.
Proto je urceni usporadani cukernych jednotek v polysacharidu mno-
hem slozZitéjsi tlohou neZ stanoveni pofadi nukleotidi v DNA, kde je
kazda jednotka spojena s nésledujici pfesné stejnym zptisobem.

Monosacharid glukosa hraje hlavni roli jako energeticky zdroj pro
buniku. V fadé reakci se odbourdva na dalsi molekuly a uvoliiuje ener-
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Struktura jednoduchého
cukru glukosy. Molekulu lze zndzornit
nékolika zptlisoby. Ve strukturnich vzorcich
ukdzanych v ¢dstech (A) a (B) jsou atomy
zakresleny jako chemické znacky spojené
dohromady plnymi éarami, které piedsta-
vuji kovalentni vazby. Zesilené ¢dry se pou-
Zivaji k vyznaceni roviny sacharidového
kruhu a ke zvyraznéni poloh skupin -OH
a -H, které se nachazeji mimo rovinu
kruhu. (B) Schematické zndzornéni trojroz-
meérné struktury glukosy a dalsich podob-
nych cukrti. (C) Kulickovy model, na kte-
rém je ukdzdno trojrozmérné uspofadéani
atomu v prostoru. Rozdilné zbarvené kulic-
ky predstavuji riizné atomy a spoje mezi
nimi znazoriuji kovalentni vazby. (D)
Kalotovy model , ktery vedle prostorového
uspofadani atomu ukazuje i jejich vzajem-
nou velikost a povrchové kontury molekuly.
Atomy v édstech (C) a (D) jsou zbarveny
nésledovné: H bile, C éerné, O cervené. To je
bézné barevné oznaceni téchto atomii
a bude pouZivdno v celé této knize.

monosacharid monosacharid

O O
OH HO
b

KONDENZACE HYDROLYZA

H,O ._) \-_ H,0

vypuzeni vody spotfeba vody

0

reaktivni vazba
v disacharidu

) Reakce dvou monosachari-
dii za vzniku disacharidu. Tato reakce
patfi do obecné kategorie reakci zvanych
kondenzace, ve kterych se dvé molekuly
spoji dohromady za ztrdty molekuly vody.
Opacna reakce, ve které se voda pfidava,
se nazyva hydrolyza.



gii, kterou muize bunka vyuzit k uzite¢né praci, jak si vysvétlime ve 4.
kapitole. Bunky vyuzivajli jednoduché polysacharidy sloZené jen
z glukosovych jednotek jako dlouhodobé zasobarny energie. U Zivoci-
chti plni tuto Glohu glykogen (viz panel 2-3, str. 56-57), u rostlin Skrob.

Cukry se neti¢astni jen vytvafeni a skladovani chemické energie.
Mohou byt napfiklad pouZity k tvorbé mechanickych podpér.
Nejhojnéjsi organicka sloucenina na Zemi - celulosa v bunéénych sté-
néch rostlin — je polysacharidem glukosy. Jinou mimofadné hojnou
organickou latkou je chitin ve vnéjsich kostrach hmyzu a v bunéc-
nych sténach hub. T on je polysacharidem — v tomto pfipadé linear-
nim polymerem cukerného derivatu zvaného N-acetylglukosamin
(viz panel 2-3). Polysacharidy rtiznych dalsich druht predstavuji
hlavni slozky slizu, hlenu a chrupavek.

Mensi polysacharidy se mohou kovalentné spojovat s proteiny za
vzniku glykoproteinti a s lipidy za vzniku glykolipidii (panel 2-4, str.
58-59), které se nachdazeji v bunééné membrané. Tyto fetézce na vnéj-
§i strané buniky mohou byt selektivné rozpozndvany jinymi bunkami.
Malé rozdily ve struktufe cukrii na povrchu bunék u riiznych lidi jsou
napf. molekularnim zdkladem pro hlavni lidské krevni skupiny.

Mastné kyseliny jsou sloZkami bunéénych membran

Molekula mastné kyseliny, napfiklad palmitové kyseliny (obrazek 2-17
a panel 2-4), ma dvé chemicky odlisné oblasti. Jednou z nich je dlou-
hy uhlovodikovy fetézec, ktery je hydrofobni a chemicky neni pfili§
reaktivni. Druhou oblasti je karboxylovd skupina (-COOH), kterd se
chova jako kyselina (karboxylova kyselina): v roztoku se vyskytuje
v iontové formé (-COO"), je mimoradné hydrofilni a chemicky reaktiv-
ni. Téméf véechny molekuly mastnych kyselin v bunice jsou svymi kar-
boxylovymi skupinami spojeny s jinymi molekulami (viz panel 2-4).

Uhlovodikovy konec kyseliny palmitové je nasyceny: neobsahuje
zadnou dvojnou vazbu mezi atomy uhliku a nese maximalni mozny
pocet vodikti. Jiné mastné kyseliny, jako napfiklad olejova kyselina,
obsahuji nenasycené konce s jednou nebo vice dvojnymi vazbami.
Dvojné vazby vytvaieji v molekuldach strukturni nepravidelnosti
a ovliviiuji jejich schopnost sbalit se v pevnou latku. Pravé diky tomu-
to jevu pozorujeme rozdil mezi tvrdym (nasycenym) a meékkym
(nenasycenym) margarinem. Mnoho mastnych kyselin nachazejicich
se v bunkdch se lisi jen délkou svého uhlovodikového konce a poctem
a polohou dvojnych vazeb mezi uhliky (viz panel 2-4).

Mastné kyseliny slouzi v buiikdch jako koncentrované zasoby
potravy, které pfi odbourdni poskytuji na jednotku hmotnosti asi
Sestkrat vice vyuzitelné energie nez glukosa. Jsou uskladnény v cyto-
plasmé mnohych bunék ve formé kapének molekul triacyiglyceroli,
sklddajicich se ze tii fetézclt mastnych kyselin pfipojenych k moleku-
le glycerolu (viz panel 2-4). Tyto molekuly pfedstavuji Zivoc¢isné tuky,
které se vyskytuji v mase, mésle a smetang, a rostlinné oleje jako
kukufi¢ny olej a olivovy olej. Je-1i tieba dodat energii, mastné kyseli-
ny jsou uvolnény z triacylglyceroli a odbourany na dvojuhlikové jed-
notky. Tyto dvojuhlikové jednotky jsou stejné jako jednotky vznikié
odbouranim glukosy a vstupuji do stejnych ,reakci na vyrobu ener-
gie*, jak uvidime v Kapitole 4.

Molekuly v burikdch

hydrofilni hlavicka karboxylove kyseliny —4|

hydrofobni uhlovodikovy konec
(A) (B) c

Obri; | 7 Mastnd kyselina. Mastna
kyselina se skldd4 z hydrofobniho uhlovo-
dikového fetézce, ke kterému je pfipojena
hydrofilni skupina karboxylové kyseliny.
Na tomto obrazku je palmitova kyselina.
Riizné mastné kyseliny se 1isi svymi uhlo-
vodikovymi fetézci. (A) Strukturni vzorec.
Karboxylova skupina je uvedena v ionizo-
vané formé. (B) Kulickovy model. (C)
Kalotovy model.
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MONOSACHARIDY

Monosacharidy maji obvykle sumarni vzorec (CHz0l,, kde n miZe byt 3-8, a obsahuji dvé nebo vice hydroxylovych skupin.
Bud se v nich vyskytuje aldehydova skupina H(iImO a nazyvaji se aldosy, nebo ketonova (oxo) skupina =C=0 a nazyvaji se ketosy.

triuhlikaté (triosy)

pétiuhlikaté {pentosy)

sestiuhlikaté (hexosy)

>
W 0]
Q Nl
Q C
< |
H-([j —OH
H—C[ —0OH
H
glyceraldehyd
> H
8 |
5 H—C—OH
¥ |
i
H— ? —OH
H
dihydroxyaceton
(glyceron)

- N7
\C/ H—C|—OH
H—(|j—OH HO—(|:—H
H—C—OH H—C|—OH
H—C—OH H—(|i—OH
H—C—0OH H—(|:—OH
; y
ribosa glukosa
H
H H—C|—OH
H—(|:—OH C|=O
cC=0 HO—(|Z
H—C|—OH H—(|:—OH
H—C—OH H—(IZ—OH
H—C—OH H—(|:—OH
g y
ribulosa fruktosa

CYKLIZACE

Ve vodném roztoku ma aldehydova nebo ketonova skupina
v molekule cukru tendenci reagovat s hydroxylovou
skupinou téze molekuly, ¢imz se vytvari cyklické struktura.

N7 CH,OH

(5]

w4
H=G—OH
HO—C—H
H=C—OH
H~C—OH
 CH,0H

glukosa

H. /O

'
H—C—OH
H—C—OH
Hjé—OH
_CH,0H

ribosa

Vsimnéte si éislovani uhlikovych atomd.
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IZOMERY

Mnoho monosacharidl se lisi pouze v prostorovém uspofadani
atomd; to znamen4, ze jsou to izomery. Napfiklad, glukosa,
mannosa a galaktosa maji stejny sumarni vzorec CgHq,0g.

Lisi se od sebe v uspofadani hydroxylovych skupin okolo
jednoho nebo dvou atoma uhliku.

CH,OH

CH,OH H OH CH,OH
O galaktosa (0]
H
‘ i OH d OH
HO  oH H OH O
H HO H

H OH H H
glukosa mannosa

Tyto drobné rozdily neméni pfilis chemicke vlastnosti
jednotlivych cukrt, ale pfi enzymovych reakcich a interakcich
s riznymi proteiny se tyto cukry chovaji velmi odlisné.

- Nekteré typy cukrd, bézné se vyskytujicich vbusikdch



a- a B— VAZBY DERIVATY CUKRU
Hydroxylova skupina na atomu uhliku, ktery nese Hydroxylové skupiny
aldehydovou nebo ketonovou skupinu, se muze jednoduchého monosacharidu CH,OH
snadno pohybovat z jedné polohy do druhé. mahou byt nahrazeny jinymi Q OH
Tyto polohy se nazyvaji o af. substituenty. Napfiklad
OH H
HO
O [®)
OH Qe h NH, CH,OH
¢ A o
OH @) OH glukosamin
OH H
OH HO
B- hydroxyl o— hydroxy! HO fTIH
OH : Cc=0
Jakmile se véak molekuly cukru spoji, z(istava ) ) N-acetylglukosamin
- nebo B-poloha fixovana. glukuronové kyselina CHs

EEETIRTY  rae

T

DISACHARIDY o-glukosa CH,OH f~fruktosa
Uhlikovy atom, ktery nese aldehydovou O HOCH, O
nebo ketonovou skupinu, muze reagovat +
s jakymkoli dal§im monosacharidem OH H
za tvorby disacharidu. HO OH HO CH,OH
TFi bézné disacharidy jsou

v H }v OH
H,O

maltosa (glukosa + glukosa) CH,OH 3

laktosa (galaktosa + glukosa) O HOCH, _O

sacharosa (glukosa + fruktosa)
v je ukdzana tvorb h i 0 a

pravo je ukadzana tvorba sacharosy HO CH,OH

OH OH
sacharosa

OLIGOSACHARIDY A POLYSACHARIDY

Velké linearni i vétvené molekuly se tvofi z jednoduchych opakovanych jednotek.
Jde-li o kratké fetézce, hovofime o oligosacharidech, jde-li o dlouhé fetézce,

mame co &init s polysacharidy. Napfiklad glykogen je polysacharid vytvofeny
pouze z mnoha molekul glukosy.

mista vétveni

CH,OH
KOMPLEXNI OLIGOSACHARIDY TR
H,0OH HO 0] 2
O,

V' mnoha pfipadech se ve slozenych cukrech HO 0
neopakuji tyté? jednotky - je tu fada moZnosti O
kombinace riznych monosacharidli, Takové komplexni o H O_
oligosacharidy se obwykle vyskytuji ve vazbé H S
na lipidy nebo proteiny. Prikladem je oligosacharid,
ktary je vazan na povrchu burnky a uréuje e
jednu ze specifickych krevnich skupin. r:u—c o |‘|~IH

¢=0 CH, |

CH, CHy

HO
OH

57



BEZNE MASTNE KYSELINY Stovky riznych mastnych kyselin se vyskytuji v pfirodé. Nékteré z nich obsahuji jednu nebo vice
dvojnych vazeb a nazyvame je nenasycené. Mastné kyseliny bez dvojnych vazeb jsou pak nasycené.

Toto jsou karboxylove kyseliny
s dlouhymi uhlovodikovymi konci

(i:OOH (|:OOH (|:OO H

| | | kalotovy model

olejova
kyselina

uhlikata kostra

NENASYCENE

0 @]
N4
C
Tato dvojna vazba
je pevna a vytvari
/tak v uhlovodikovém )
fetézci zahyb. Ostatni stearova
kyselina

vazby C-C se mohou
volné otacet,

NASYCENE

TRIACYLGLYCEROLY

Mastné kyseliny se ukladaji jako energeticka
rezerva (tuky a oleje) ve formé estericky

véazaného glycerolu jako triacylglyceroly. H.C—OH

I
| | H.:'_-{}/C\/\/\/\/\/\/\/\ HC —OH
2 o

palmitova
C|H2 kyselina (|:H2
CH, (C186) CH,
iC—0
stea I'(?Vé olejova L
kyselina kyselina
{C18) (C18)

H,C—OH

._/C\/\/\/\/W\/\/\ glycerol
(9]

KARBOXYLOVA SKUPINA

Ve volné formé je karboxylova
skupina mastné kyseliny ionizovana.

Obvykle je vsak vazana s dalsimi
skupinami a tvofi estery

a
NN
Y |

O—E—
|
nebo amidy
8]
Vs
/\/\/\/\/\/\/\/C
N
N_
|
H
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Fosfolipidy jsou hlavni slozkou
bunéénych membran.

FOSFOLIPIDY

hydrofilni (
skupina

Q hydrofobni
konec

mastné kyseliny

kalotovy model
molekuly typického
fosfolipidu fosfatidyl-
cholinu &ili lecithinu

Ve fosfolipidech jsou dvé hydroxylové skupiny
glycerolu esterifikovany mastnou kyselinou.
Treti hydroxylova skupina je vazana na zbytek
obecna struktura kyseliny fosforec¢né a vznikajici fosfat je dale
fosfolipidu esterifikovan riznymi malymi polarnimi
molekulami, ¢asto obsahujicimi skupinu —OH.




LIPIDOVE AGREGATY

Mastné kyseliny obsahuji )
polarni hydrofilni hlaviéku ]
a hydrofobni nepolarni konec.
micela

Ve vodé tvofi povrchovou
vrstvu nebo drobné micely

Jejich derivaty pak mohou tvofit vétsi agregaty udrzované pohromadé hydrofobni interakci.

Triacylglyceroly tvofi velké kulovité Fosfolipidy a glykolipidy tvofi uzaviené dvojné
kapénky v bunééné cytoplasmé, vrstvy, které jsou zakladem bunégnych membran.

. o——@

200 nm

nebo vice “: ;‘=.

DALSI LIPIDY Lipidy jsou def)inovéﬁny jako ve Yc:c_;f'é nercngstr:né CHs
molekuly, které se vSak rozpou$téji v organickych ™\
rozpoustédlech. Dva béineé typy lipidu jsou vedle /,C_CH=CH2
fosfolipidd a glykolipidd steroidy a isoprenoidy, CH, isopren
slozené z isoprenovych jednotek.

e
STEROIDY  Steroidy obsahuji jednotnou polycyklickou strukturu.
OH
HO
cholesterol se vyskytuje v Zivogisnych Q
membranach testosteron je muzsky pohlavni hormon
GLYKOLIPIDY
Podobné jako fosfolipidy jsou tyto latky sloZeny z hydrofobni
oblasti, obsahujici dva dlouhé uhlovodikové retézce,
2 z polarni oblasti. Tato oblast obsahuje jeden nebo vice -y
zbytkl cukr( a zadnou fosforecnou skupinu. ‘ galakiosa
H OH o
C|\ (|: '? {l:H cukerny
P W o o it S Se- R zbytek

™~
| H
H

et TR T T R N R R g
C—NH jednoduchy
L : =] (“3 glykolipid
uhlovodikové konce

POLYISOPRENOIDY

polymery isoprenu
s dlouhym Fetézcem

dolicholfosfat, ktery je
pouzivan v burkach pro
pfenos aktivovanych cukri
pfi membranove syntéze
glykoproteint a nékterych
polysacharidi




Mastné kyseliny a jejich derivaty, jako napf. triacylglyceroly, jsou
piiklady lipidii. Tato tfida biologickych molekul je volné definovanou
sbirkou sloucenin, jejichZ obecnymi vlastnostmi jsou nerozpustnost
ve vodé a rozpustnost v tucich a v organickych rozpoustédlech, jako
napft. v benzenu. Lipidy obvykle obsahuji dlouhé uhlovodikové fetéz-
ce, jako v mastnych kyselinach a isoprenoidech, nebo nékolik spoje-
nych kruhq, jako ve steroidech (viz panel 2-4, str, 58-59).

Nejdtlezitéjsi funkei mastnych kyselin v buiikach je vystavba
bunéénych membran. Tyto tenké vrstvy uzaviraji vSechny burky
a obklopuji jejich vnitini organely. Jsou sloZeny z velké ¢asti z fosfoli-
pidii, coZ jsou malé molekuly postavené podobneé jako triacylglyce-
roly hlavné z mastnych kyselin a glycerolu. Na rozdil od triacylglyce-
rol je viak ve fosfolipidech glycerol spojen pouze se dvéma fetézci
mastnych kyselin. , Tfeti“ misto glycerolu je spojeno s hydrofilni fos-
fatovou skupinou, kterd je pak pfipojena k malé hydrofilni sloZce, jiz
je napfiklad cholin (viz panel 2-4). Kazda molekula fosfolipidu ma
proto hydrofobni konec slozeny ze dvou retézcti mastnych kyselin
a hydrofilni hlavicku v misté fosfatové skupiny. Proto se fosfolipidy
svymi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi lisi od triacylglycerold,
které jsou prevazné hydrofobni. Molekuly jako fosfolipidy, které maji
jak hydrofobni tak hydrofilni oblasti, se nazyvaji amfipatické nebo
amfifilni (tedy milujici oba typy sloucenin, polarni i nepolérni).

Membréanotvorné vlastnosti fosfolipidi plynou z jejich amfipatic-
ké povahy. Na hladiné vody utvori fosfolipidy jednovrstevny film
molekul s hydrofobnimi konci obracenymi do vzduchu a hydrofilnimi
hlavickami v pfimém kontaktu s vodou. Dvé takové vrstvy molekul se
mohou ve vodeé spojit zptisobem ,pata k paté“ a utvofit fosfolipidovy
sendvic¢ neboli lipidovou dvojnou vrstvu, ktera je zakladem struktury
vSech bunéénych membrén (obr. 2-18) (probira se v Kapitole 11).

Aminokyseliny jsou podjednotkami proteini

Aminokyseliny pfedstavuji razné tfidy molekul s jedinou spole¢nou
vlastnosti: vSechny vlastni karboxylovou a aminovou skupinu, pfi-
¢emz obé skupiny jsou pfipojeny k jednomu uhlikovému atomu zva-
nému uhlik alfa (obr. 2-19). Chemicka rtiznorodost spociva v postran-

hydrofilni
hlavicka
voda

dvojna
vrstva
fosfolipida
d cili
va s
hydrofobni membrana
konce
mastnych

kyselin

mastna kyselina
mastna kyselina

N/

r'r_molekula fosfolipidu
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Struktura fosfolipidi
a jejich orientace v membrané. Ve vod-
ném prostfedi se hydrofobni konce fosfoli-
pidi seskupuji, aby vytésnily vodu, a vzni-
ka dvojvrstva s hydrofilnimi hlavickami
fosfolipidi obracenymi do vodného pro-
stredi.



i |
H,N—C —COOH —= H;N—C—COO0
e pH7 0 ] 2
CHy CH;
o-uhlik
neionizovana forma ionizovana forma
{A) (B) (C)

Aminokyselina alanin. (A) V burice, kde je pH blizké 7,
existuji volné aminokyseliny v ionizované formé. Kdyz se viak zafadi
do polypeptidového fetézce, ndboje aminoskupiny a karboxylu zmizi.
(B) Kulickovy model a (C) kalotovy model alaninu (H bile, C cerné,

O éervené, N modre).

nim Fetézci, ktery je také pripojen k uhliku alfa. DiileZitost aminokyse-
lin pro buriku plyne z jejich role pfi tvorbé proteint, coZ jsou polyme-
ry aminokyselin spojenych zptisobem ,hlava k paté“ do dlouhého
fetézce, ktery je potom poskladan do trojrozmérné struktury jedinec-
né pro kazdy protein. Kovalentni vazba mezi dvéma sousednimi ami-
nokyselinami se jmenuje peptidovd vazba; fetézec aminokyselin je
znamy také jako polypeptid (obr. 2-20). Nehledé na specifické amino-
kyseliny, z nichz je sestrojen, ma polypeptid na jednom konci aminos-
kupinu (-NH,) (jeho N-konec) a na druhém konci karboxylovou skupi-
nu (-COOH) (jeho C-konec). To dodava peptidu urcitou smérovou
vlastnost — strukturni polaritu (jako protiklad polarity elektricke).

V proteinech se béZné nachézi jednadvacet druhti aminokyselin;
kazda mé jinou velikost postranniho fetézce pfipojeného k uhliku
(panel 2-5, str. 62-63). Tato skupina 21 aminokyselin se vyskytuje
napfi¢ véemi proteiny od bakterii pfes rostliny az k Zivo¢ichtim. Jak
doslo k vybéru pravé téchto jednadvaceti aminokyselin, je jednim
z tajemstvi, ktera obklopuji vyvoj zivota na Zemi; neexistuje Zadny
ziejmy chemicky diivod, proc by stejné dobfe nemohly poslouZit jiné
aminokyseliny. Jakmile vSak byla tato volba provedena a ustélila se,
nelze ji zménit, nebot na ni zavisi pfili§ mnoho.

Podobné jako cukry existuji i aminokyseliny s vyjimkou glycinu
jako optické izomery, ve formach p a L (viz panel 2-5). V proteinech
viak byly zatim nalezeny jen formy L (ackoli b-aminokyseliny se
vyskytuji jako €asti bakteridlnich stén a v nékterych antibiotikach).
Pivod tohoto vyluéného pouziti L-aminokyselin pfi tvorbé proteinti je
dals$im tajemstvim evoluce.

Chemicka rozmanitost, kterou tyto aminokyseliny skytaji, je Zivot-
né dulezita pro funkce proteint. Pét z 21 aminokyselin ma postranni
fetézce, které mohou v roztoku tvofit ionty, a tedy mohou nést naboj.
Ostatni postranni fetézce ziistavaji nenabité; nékteré jsou polarni
a hydrofilni, jiné nepolarni a hydrofobni (viz panel 2-5; v panelu chybi
selenocystein Sec, v némz je atom S cysteinu nahrazen atomem Se).
Jak probereme v Kapitole 5, jsou souborné vlastnosti postrannich
fetézct aminokyselin zdkladem vSech rozmanitych a rafinovanych
funkci proteinti.

Molekuly v burikdch

Phe H-C—CH. = )

Lo
H~<;: —CH,—OH
o
==y
Glu H=C—CH;~CH,-C_
0=C ke
N-H

w
m

H

I
lys  H—C—CH;-CHy-CH;~CH,-N-

|
=5

s s

H

Mala ¢ast molekuly protei-

nu. Ctyii zde ukdzané aminokyselinové
zbytky jsou spojeny tfemi peptidovymi
vazbami; jedna z nich je zvyraznéna

Zluté. Jedna z aminokyselin je Sedé stino-
vana. Postranni fetézce aminokyselin jsou
vypsédny cervené. Oba konce polypeptido-
vého Fetézce se navzdjem lisi. Na jednom

konci je aminoskupina (N-konec), na
druhém konci je karboxylova skupina
(C-konec).

Prot jsou podle vés pro tvorbu
proteini vyuzivany jen L-aminokyseliny
a ne nadhodna smés forem L a D od kazdé

aminokyseliny?
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RODINY ZASADITE POSTRANNI RETEZCE
AMINOKYSELIN
lysin arginin histidin
B&iné aminokyseliny mizeme {Lys, K) (Arg, R) (His, H)
rozdélit do skupin podle
toho, zda jejich postranni T (") | [ T Tf)
Fetézec je —N—C—C— —N—C—C— —N—C—C—
. [ [
kysely H CH; H CH H CH,
zasadity I | il
nenabity polarni CH, CH; PN
nepolarni | ; | HN CH
CH, Tato skupina CH, |
; - . ) je velmi bazicka, | HC = NH"
Nasledujicich 20 aminokyselin CH, protoze jeji NH 5 !
je oznaceno tfipismennym o straktura Tyto atomy dusiku maji pomérné
a jednopismennym symbolem, NH; je stabilizovéna C nizkou afinitu k H*
napfiklad alanin = Ala =A. rezonanci. ‘HaNT O NH, a jsou jen nepatrné kladné
4 * pfi neutralnim pH.

|
AMINOKYSELINA

Obecny vzorec aminokyselin je

H o-uhlik

karboxylova
skupina

R
T postranni fetézec

R je obecné jeden z postrannich
fetézcud. PFi neutralnim pH jsou jak
aminoskupina tak karboxylova skupina ionizovany.

|
aminoskupina HzN“(r:_COOH

H
@ | ©
H3N—(|:——COO
R

el e

a-Uhlik je tu asymetricky, coz umozniuje
OPTICKE ISOMERY existenci dvou zrcadlovych struktur

aminokyseliny (s vyjimkou glycinu),
které se nazyvaji b- a L-isomery.

Proteiny obsahuji vyluéné L-aminokyseliny.

Tt
PEPTIDOVA VAZBA

Aminokyseliny jsou béZné pospojovany amidovou vazbou,
ktery se nazyva peptidova.

Peptidova vazba. Ctyfi atomy na $edém pozadi tvofi velmi
pevnou planarni strukturu bez jakékoli rotace kolem vazby C-N.

H,0

H R

H 0 H o) H O R
A N oz l e 1 E | A°
N—C—C + N—C—C N—C —=E—=N-—C—C

I Wl Sou v L1 oy

R H R H H

SH
amino- 1 karboxylovy
Proteiny jsou dlouhé polymery ~ neboli N-konec T (”J TH:J |i| T neboli C-konec
slnz_ené: z ruznyph aminokyselin \ +HN—C —C=—N—C——E—N—~C—CO00" /
spojenych peptidovou vazbou | I |
a vidy se popisuji s N-koncem CH., H (0] CH
vlevo. Ukéazana sekvence : ch. CH
tripeptidu (vpravo) je His-Cys-Val. Lo ths Lok
HN  CH

. Tyto dvé jednoduché vazby umoZziuji volnou rotaci,
HC = NH- takZe dlouhé fetézce aminokyselin jsou ve skuteénosti
vysoce pohyblivé.
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KYSELE POSTRANNI RETEZCE NEPOLARNI POSTRANNI RETEZCE
asparagova kyselina glutamova kyselina ‘alanin valin
(Asp, D) (Glu, E) (Ala, A) (Val, V)
H O H H O H O
[ [ [l [l
—N—C—C— —N—C—C— —N—C—C— —N—C—C—
[ 1 [ | (|
H CH, H CH, H CH H CH
E CH CH, CH
O G- ’
o o leucin isoleucin
(Leu, L} (lle, 1)
H O H O
[ [
i e e e S e —N—c—C— —N—C—C—
|| |
H CH CH
NENABITE POLARNI POSTRANNI RETEZCE CH CH; CH
CH TH CH
asparagin glutamin prolin fenylalanin
{Asn, N) (GIn, a Q) {Pro, P) {Phe, F)
H O H O @] o]
[ [ [ L
T T z R
H CH, H  CH. ¢H CH H CH,
|
C CH Cl fLW
7N\ ) ve skuteénosti Ll
8] jde o imino-skupinu -
methionin tryptofan
(Met, M) (Trp, W)
11 [
coli ofi e
Ackoli pri nEI:r(raln,lm pH. o ) . e
neni amidovy dusik nabity, je polarni. | | | |
H CH H o CH
|
CH
: Z
. . @ |‘
serin threonin tyrosin s—CH T
H
(Ser, S) (Thr, T) (Tyr, Y)
H O H O 5 5
L [ L glycin SyEi
S S i n - (Gly, & (©v%.0)
H CH, H CH—CH; CH,
o e ' '
OH OH = | N — —N—C—C—
/ - | [
| H: R H CH
OH |~
/ "' 1
Hydroxylové skupina je polarni Disulfidové mustky se mohou tvofit mezi vzdalenymi zbytky cysteinu.
— —CH,—S—8 —CH,— —




(A)

(B)

Nukleotidy jsou podjednotkami DNA a RNA

Nukleotid je molekula sloZena z kruhu obsahujictho dusik a z pétiu-
hlikatého cukru. Timto cukrem je bud ribosa nebo 2-deoxyribosa,
kterd nese jednu ¢i vice fosfatovych skupin (panel 2-6, str. 66-67).
Nukleotidy obsahujici ribosu jsou zndmy jako ribonukleotidy, zatimco
nukleotidy obsahujici deoxyribosu jsou znamy jako deoxyribonukleo-
tidy. Kruhtim obsahujicim dusik se z historickych d@ivod(i obecné fiké
bdze: v kyselém prostiedi mtiZe kazdy z nich vazat H* (proton), a tak
zvySovat koncentraci ionti OH™ ve vodném roztoku. Mezi rtiznymi
bazemi existuje zna¢na podobnost. Cytosin (C), thymin (T) a uracil
(U) se nazyvaji pyrimidiny, protoZe jsou véechny odvozeny od Sesti-
¢lenného pyrimidinového kruhu; guanin (G) a adenin (A) jsou puri-
nové slozky s druhym kruhem s péti ¢leny, ktery fiizoval s Sesticlen-
nym kruhem. Kazdy nukleotid se nazyvé podle baze, kterou obsahuje
(viz. panel 2-6).

Nukleotidy mohou zastdvat tilohu kratkodobych pfenasect che-
mické energie. Pfedevsim ribonukleotid adenosintrifosfat ¢ili ATP
(obr. 2-21) se tcastni pfenosu energie ve stovkach bunéénych reakci.
ATP vzniké v reakcich, které jsou pohanény energii uvolnénou oxi-
daénim odbourdnim potravy. Jeho tfi ptivodné fosfdtové skupiny jsou
spojeny v fadé dvéma fosfoanhydridovymi vazbami (viz panel 2-6),
jejichZ preruseni uvoliiuje velké mnoZstvi uZite¢né energie. Zvlasté

.

P—0-P—0-P-0O—CH,
KK
o)
RIBOSA

fosfoanhydridové vazby

-0-

= ATP :
energie energie pro
ze sluneéniho bunéénou praci
svétla nebo a chemickou
potravy syntézu
?_
-0— ]&, —0-
(6]
anorganicky
fosfat (Fi)
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Chemickad struktura adeno-
sintrifosfatu (ATP). (A) Strukturni vzorec.
(B) Kalotovy model. V ¢asti (B) jsou barvy
atomt nésledujici: C cerné, N modre,

H bile, O ¢ervené a P zelené.

Molekula ATP slouZi v buri-
kdch jako pfenaSec energie. Energeticky
naro¢nd (endergonickd) tvorba ATP z ADP
a z anorganického fosfatu je sprazena
s exergonickou oxidaci potravy (v Zivo¢is-
nych burikach, houbdach a nékterych bak-
teriich) nebo se zachycovanim svétla
v burikdch rostlin a v nékterych bakteriich,
Hydrolyza tohoto ATP zpét na ADP a anor-
ganicky fosfét poskytuje energii k pohonu
mnoha reakei v buiice.



Kratky tsek jednoho z vldken molekuly deoxyribonuk-
leové kyseliny (DNA) se viemi ¢tyfmi nukleotidovymi zbytky. Jedna
z fosfodiesterovych vazeb, které spojuji sousedni nukleotidové zbytky,
je zvyraznéna Zluté, a jeden z nukleotidil je uzavien do Sedého rdmec-
fku. Nukleotidy jsou spojeny dohromady fosfodiesterovou vazbou mezi
specifickymi uhlikovymi atomy ribosy — atomy 5’ a 3" Z tohoto dtivodu
bude mit polynukleotidovy fetézec na svém 5'-konci volnou fosfatovou
skupinu a na 3'-konci polynukleotidu bude volna hyvdroxylova skupi-
na. Linedrni sekvence nukleotidovych zbytk( v polynukleotidovém
fetézci se obvykle zapisuje zkracené jednopismennym kédem a ¢te se
vzdy od konce 5" Sekvence v uvedeném piikladu je G-A-T-C.

koncova fosfatova skupina se ¢asto hydrolyticky odstépuje, pficemz
Casto prendsi fosfat na jiné molekuly a uvoliiuje energii, kterd pohani
endogennni biosyntetické reakce po celé burice (obr, 2-22). Jiné deri-
vaty nukleotidli slouzi jako pfenasece dalsich chemickych skupin, jak
bude popséano v Kapitole 3.

Zéakladni tlohou nukleotidt v bunce je vsak uloZeni a opétné vyvo-
lani biologické informace. Nukleotidy slouzi jako stavebni bloky pro
konstrukci nukleovych kyselin - dlouhych polymerti, ve kterych jsou
nukleotidové podjednotky kovalentné spojeny prostiednictvim fosfodi-
esterové vazby mezi fosfatovou skupinou pfipojenou k cukru jednoho
nukleotidu a hydroxylovou skupinou cukru z nasledujiciho nukleotidu.
Retézce nukleovych kyselin jsou syntetizovany z energeticky bohatych
nukleosidtrifosfatt kondenzacni reakci, pfi niZ se béhem tvorby fosfo-
diesterové vazby uvoliuje anorganicky difosfét.

Existuji dva hlavni druhy nukleovych kyselin, které se lisi typem
cukru ve své sacharido-fosfatové péatefi. Ty, které obsahuji cukr ribosu,
jsou znamé jako ribonukleové kyseliny neboli RNA (ribonucleic acid)
a zahrnuji béze A,G,C a U. Ty nukleové kyseliny, jejichz sacharido-fosfa-
tovd péatef obsahuje deoxyribosu (ve které je hydroxyl v poloze 2’ ribosy
nahrazen vodikem, viz panel 2-6), jsou znamy jako deoxyribonukleové
kyseliny neboli DNA (deoxyribonucleic acid) a obsahuji baze A, G,
CaT (T je chemicky podobny U v RNA) (obr. 2-23). RNA se v buiikdch
obvykle vyskytuje jako maly polynukleotidovy fetézec, zatimco DNA
existuje témérf vidy jako dvouvldknova molekula slozena ze dvou poly-
nukleotidovych fetézcti, pficemz tyto fetézce maji vii¢i sobé opacny
smér (jsou antiparalelni) a drzi pohromadé vodikovymi mustky mezi
béazemi obou fetézcti.

Linearni pofadi nukleotidd v DNA ¢i v RNA koéduje genetickou
informaci buriky. Schopnost bazi v riiznych nukleovych kyselinach roz-
poznavat jiné baze a utvafet s nimi pary pomoci vodikovych mustka
(pdrovdni bdzi;vidy G s CaAsT nebo U) je zdkladem dédi¢nosti a evo-
luce a je vysvétlena v kapitoldch 7 a 8.

Makromolekuly obsahuji specifické sekvence podjednotek

Z hlediska hmotnosti jsou makromolekuly zdaleka nejhojnéjsimi uhli-
katymi molekulami v Zivé bunce (obr. 2-24). Jsou zdkladnimi stavebni-
mi bloky, z nichz je konstruovana buiika, a také slozkami, které pro-
ptjéuji Zivym vécem nejriiznéjsi vlastnosti. Makromolekuly v buri-
kdch jsou polymery vzniklé pouhym kovalentnim spojenim malych
organickych molekul (zvanych monomery ¢i podjednotky) do dlou-
hych fetézct (obr. 2-25). Maji vSak fadu neocekdvanych vlastnosti,

Molekuly v burikach

5'-k
Tnec o

0o—P=0 N NH
| ﬁ G
5'CH; (N ] )\

3'-konec

Co se mysli ,polaritou” poly-
peptidového fetézce a ,polaritou” chemic-
ké vazby? Jak se tyto dva vyznamy li§i?

65



BAZE ﬁ TH;
P donly K 8GR
adenin
NH, HC P, Baze jsou dusikaté cyklické slougeniny, Ecill
‘ H(ljl U I uracil bud pyrimidiny nebo puriny HC ” A |
C \\N/IQ%O N’C\WJ¢CH
He” T XN -
|| C ‘ cytosin %
HC C
. *QD (o H
H ‘ c
N gl
3 C NH
\\C/ \‘NH HC / ” G |
“ ¥ | guanin N’C\ /C\
HCQEIEC H N NH,
thymin H 0 PYRIMIDIN PURIN
| M-
FOSFATY NUKLEOTIDY ZAKLADNI
i . . e R VAZBY CUKRU
Fosfaty jsou obvykle pfipojeny Nukleotid se sklada z dusikaté baze,
k hydroxylové skupiné na uhliku C5 ribosy pétiuhlikatého cukerného zbytku a jedne
nebo deoxyribosy. BéZne jsou mono-, nebo vice fosforylovych skupin.
di- a trifosfaty.
" v BAZE N-glykosidova
1) vazba
|| : "z
-0—P—0—CH. napfiklad BAZE
| ! 2 AMP N
o~ FOSFAT | &
= . napfiklad l N 0
L P_O_T_‘O_‘I}‘R ADP & o
o= o= o~
napfiklad
Ndi 4 =
“-0O—P—0—P—0—P—0—CH, Nukleotidy Béze je pfipojena k témuz
o c|r [ jsou soucastmi uhlikovému atomu (C1),
nukleovych CUKR jako pfi spojovani

vazba fosfatu vnasi do nukleotidu
zdporny néboj

kyselin

jednotlivych cukernych
zhytk{

CUKRY

PENTOSA
pétiuhlikaty cukr

Kazdy ¢islovany atom uhliku v cukerném zbytku
v nukleotidu se oznatuje znakem pro stopu ('),

tedy 5’ ; Cesky se fika "pét s éarkou".
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vyskytuji se dva druhy

o-ribosa
v ribonukleovych kyselinach

2-deoxy-p-ribosa
v deoxyribonukleovych
kyselinach




NAZVOSLOVI Nézvy mohou byt matouci, ale zkratky jsou jasné. ‘
baze

BAZE NUKLEOSID | ZKRATKA
adenin adenosin A
guanin guanosin G
cytosin cytidin C
uracil uridin u
thymin thymidin T

Nukleotidy se zkracuji tfemi
velkymi pismeny. Uvedme nékolik

piikladi:
BAZE + CUKR = NUKLEOSID
AMP = adenosinmonofosfat

dAMP = deoxyadenosinmonofosfat
UDP = uridindifosfat baze

ATP = adenosintrifosfat o

BAZE + CUKR + FOSFAT = NUKLEQTID

NUKLEOVE KYSELINY

Nukleotidy jsou navzajem spojeny
fosfodiesterovou vazbou mezi uhliky

5'a 3, atvofi tak nukleovou kyselinu.
Linearni sled nukleotid( v fetézci
nukleové kyseliny se obvykle nazyva
sekvence a oznacuje se jednopismennym
kodem, napfiklad A-G-C-T-T-A-C-A,

s b’-koncem vlevo.

fosfodiesterova 3 ?
vazba -0— F|’ =0
©]
|
DNA

3" OH

3'-konec Fetdzce

NUKLEOTIDY PLNI MNOHO DALSICH FUNKCI

. Prenaseji chemickou energii ve svych snadno hydrolyzovatelnych
fosfoanhydridovych vazbach.

NH;
fosfoanhydridové vazby

| N o
T V4 N
Yy <A
| Pe,

Priklad: adenosintrifosfat (aTp)  OH  OH

e Vazou se na dalsi skupiny za tvorby koenzymu.

|
I—N—x
|
I—nN—I
|

Ptiklad: koenzym A (CoA)

. Pouziva se jich jako specifickych signalnich molekul v burice.

NH,

N =
Vi N
Gy

Priklad: cyklicky AMP (cAMP)
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g P ) | ionty,
bﬂ'l;t;;';;“' | mals molekuly (4 %)
—— fosfolipidy (2 %)
30% E DNA (1%)
riznych
slouéenin RNA (6%) =
?293 proteiny (15 %) _
W rmﬁ polysacharidy (2 %)

Makromolekuly jsou v buiikdach hojné
zastoupeny. Obrazek ukazuje pfiblizné sloZeni bakterial-
ni buriky. SloZeni Zivocisné buriky je podobné (viz také
Tabulka 2-3, str. 53).

které nelze pfedvidat jen podle jejich jednoduchych slozek. Naptiklad
molekuly DNA a RNA (nukleové kyseliny) skladuji genetickou infor-
maci a pfedavaji ji dale.

Proteiny jsou zvldsté rozmanité a v bunkach plni tisice funkci.
Mnoho proteinti funguje jako enzymy a katalyzuje potfebné reakce
v burice: napfiklad v8echny reakce, pfi nichz bunky ziskavaji energii
7 potravy, jsou katalyzovany enzymy na bdzi proteinti a v chloroplastech
rostlin sidli enzym zvany ribulosabisfosfatkarboxylaza, ktery pfeménuje
CO, na sacharidy . Dalsi proteiny jsou zapotfebi ke stavbé strukturnich
komponent, napf. tubulinu - proteinu, ktery se sam spojuje do dlouhych
utvar(i zvanych mikrotubuly (viz obr. 1-20). Dals$im pfikladem jsou his-
tony - proteiny, které spojuji jednotlivé smycky DNA, a tak pomahaji jeji-
mu kompaktnimu uloZeni v chromosomech. Jesté dalsi proteiny fungu-
jI jako molekularni motory, které prevadéji energii v pohyb jako v pfipa-
dé myosinu ve svalu. Proteiny mohou mit i celou fadu dalsich funkci
a my fadu z nich v této knize postupné prozkoumame. Zde probereme
nékteré obecné principy makromolekularni chemie, diky kterym jsou
takové funkce mozné.

Ackoli se pfidavani podjednotek k polymertim proteint, nukleo-
vych kyselin a polysacharidii v detailech po chemické strance lisi, maji
tyto reakce duileZité spolecné znaky. Kazdy polymer roste pfidavanim
monomertl ke konci fetézce kondenzacni reakci, v niz se pti kazdém
pridani nového monomeru uvolni molekula vody (obr. 2-26; viz tézZ obr.
2-16). Ve vSech pripadech jsou tyto reakce katalyzovany enzymy, které
zajistuji pfidavani monomert jen vhodného typu. Postupné polymera-
ce monomerl do dlouhého fetézce predstavuje jednoduchy zptsob,
jak vyrobit velkou a slozitou molekulu, nebot podjednotky jsou pfida-
vany ve stejné reakci mnohokrit stejnym souborem enzymii. V tomto
smyslu cely déj pripomind praci stroje v tovarné — kromé jedné dtilezi-
té véci. Kromé nékolika polysacharidti jsou makromolekuly sestaveny
ze souboru podjednotek, které se navzajem jen malo li§i. Pfikladem je
21 aminokyselin, z nichZ jsou vytvoifeny proteiny (viz panel 2-5, str. 62-
vych fetézcli nepridavaji ndhodné, nybrz v presné daném pofadi —
vznika piesnd sekvence téchto podjednotek v polymeru.

68 Kapitola 2 : Chemické sloZeni buriky

SLOZKA MAKROMOLEKULA
OO
<1;>kr polysacharid
amin?ﬁleﬁna protein
T TTFTTT
nukleotid ovn
Tfi skupiny makromolekul.

Kazda z techto makromolekul je vytvore-
na z malych molekul spojenych kovalent-
nimi vazbami.

- Obecna reakce vzniku
makromolekuly. V kondenzaé¢ni reakci se
pfi pridani kaZzdé podjednotky k rostouci-
mu konci polymeru uvolni molekula vody.
Obrécend reakce — odbourani viech tfi
typti polymerti — nastévd za spotfeby
molekul vody z okoli (hydrolyza).



Mechanismy, které urc¢uji sekvenci u polymert v bufice, jsou probi-
rdny v kapitolach 6 a 7. Tyto mechanismy hraji v biologii tGstfedni roli,
nebot biologickd funkce proteinti, nukleovych kyselin a mnoha polysa-
charidii je zcela zdvisla na kazdé jednotlivé sekvenci podjednotek
v linedrnim fetézci. MoZnost zamény pofadi podjednotek je zdkladem
nesmirné rozmanitosti polymernich molekul, které tak mohou vznik-
nout. Tak pro Fetézec proteinu o 200 aminokyselinach existuje 21°*
moznych kombinaci (21x21x21x21 ... ndsobeno dvéstékrat), zatimco
pro molekulu DNA dlouhou 10 000 nukleotidii (coZ je mezi jinymi
DNA pomérné mald molekula) se 4 rtiznymi nukleotidy existuje
4% riznych moZnosti, coZ je zcela nepfedstavitelny pocet. Kdyby
se 4'°" molekul DNA polozilo vedle sebe (nikoli za sebou), zabraly
by vzdalenost pfibliznél5 primérti znamého vesmiru. Proto musi
byt sled polymera¢nich reakci podfizen citlivému ovladani, které
presné urcuje, kterd podjednotka mé byt pfiddna jako dalsi k rostou-
cimu polymeru.

Nekovalentni vazby urcuji pfesny tvar makromolekuly

Vétsina jednoduchych kovalentnich vazeb v makromolekule umoZiuje
otaceni spojenych atomd, takZe fetézec polymeru je znac¢né ohebny.
V podstaté to makromolekule umoznuje nabyvat téméf neomezeného
poctu tvartt neboli konformaci podle toho, jak se fetézec polymeru
néhodné ohyba a staci vlivem tepelné energie. Tvar vétSiny biologickych
molekul je viak dosti pfesné vymezen diky slabsim nekovalentnim vaz-
bam, které se tvori mezi rtiznymi ¢astmi molekuly. Pokud tyto slabsi
nekovalentni vazby vzniknou v dostateéném poctu, zabrani ndhodnym
pohybim a polymerovy fetézec potom muZe uprednostiiovat jednu
uré¢itou konformaci danou linedrni sekvenci monomertt v polymeru.
V8echny molekuly proteinti a mnoho malych molekul RNA, které byly
nalezeny v burikach, se skute¢né sklddalo do tésného uspofadani timto
zptisobem (obr. 2-27).

Nekovalentni vazby dtileZité v biologickych molekuldch zahrnuji dva
druhy vazeb popsané dfive v této kapitole — iontové vazby a vodikové
mistky. Tretim typem slabych vazeb jsou van der Waalsovy sily, coZ je
elektrostatické pritahovani vyvolané fluktuaci elektrického naboje, ke
které dochazi, jakmile se dva atomy pfiblizi na velmi kratkou vzdalenost.
V8echny tyto nekovalentni sily jsou popsany v panelu 2-7 (str. 70-71).

mnoho jedina stala
nestabilnich sloiena
konformaci konformace

Molekuly v burikach

Existuje cela fada raznych,
chemicky odlignych zplsobil, jak spojit
malé molekuly do polymeri., Napfiklad
ethen s malymi molekulami CH=CH se
obchodné vyuiivd k vyrobé plastického
polyethylenu  {...-CH-CH-CH-CH-CH-...).
Jednotlivé podjednotky tfi hlavnich tfid
biclogickych makromolekul jsou wv3ak
véechny spojovany podobnym reakénim
mechanismem, tj. kondenzaéni reakci za
uvolnéni vody. Mlzete odhadnout, jaky
prospéch pfindsi pravé tato chemicka
cesta a proé mohla byt vybrana béhem
evoluéniho procesu?

Vétsina proteinti a mnoho

molekul RNA se skldda do své jediné stalé
konformace. Pfi pferudeni slabych vazeb
udrzujicich tuto stdlou konformaci se
molekula stane ohebnym fetézcem, ktery
nemd Zadnou biologickou hodnotu.
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VAN DER WAALSOVY SILY

Na velmi kratké vzdalenosti vykazuji kterékoli dva atomy
slabou vazebnou interakci diky pohyblivym elektrickym
nabojum. Pokud se véak atomy dostanou do velmi tésné
blizkosti, velmi silné se odpuzuji.

odpudiva

ENERGIE —=

pfitazliva

vzdalenost mezi —=
stredy atomu

van der Waalsova styéna vzdéalenost

Kazdy atom ma svij charakteristicky ,rozmér", tzv. van der
Waalsuv polomér; kontaktni vzdalenost mezi dvéma atomy
je souétem jejich van der Waalsovych polomérd.

®© @ ©

0,15 nm

0,12 nm 0,2 nm 0,14 nm

Dva atomy se pfitahuji van der Waalsovou silou az do vzdalenosti
dané jejich van der Waalsovymi poloméry. | kdyz tyto interakce
mohou byt jednotlivé velmi slabé, van der Waalsova pfitazlivost

se muze stat vyznamnou silou, jestliZe se dva povrchy makromolekul
dostanou do tésného kontaktu.

SLABE CHEMICKE VAZBY

Organické molekuly mohou interagovat
s jinymi molekulami nekovalentnimi [
vazbami, ptusobicimi na kratkou
vzdalenost.

VODIKOVE MUSTKY

Jak uZ bylo popséno v panelu 2-2, vodikove vazby ¢i mustky
se tvofi, jestlize se atom vodiku dostane mezi dva
elektropozitivni atomy (obvykle kyslik nebo dusik).

Vodikové mustky jsou nejpevnéjsi, jestlize jsou
véechny tfi atomy v jedné linii.

\O—HIIIIIIIIIIO \N—HIII IIf o//
A

Priklady nachazime v makromolekulach:

aminokyseliny v polypeptidovych fetézcich
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Slabé chemické vazby reprezentuji pfiblizné 5 % silné
kovalentni vazby. Jsou véak dostatecné silng, jestlize
se jich ucastni vice najednou.

VODIKOVE MUSTKY VE VODE

Kterékoli molekuly, jez jsou schopny tvofit vodikové muistky
samy se sebou, to mohou éinit i s molekulami vody.

Diky této soutézi s molekulami vody jsou vodikové mustky
mezi dvéma molekulami rozpusténymi ve vodé

pomérné slabé.
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HYDROFOBNI INTERAKCE

IONTOVE VAZBY

lontové interakce se vyskytuji mezi plné
nabitymi skupinami (iontova vazba) nebo
skupinami s ¢asteénym nabojem.

_jlj] il [}:ﬁ

PritaZliva sila mezi dvéma naboji,
&% a &, se prudce zmensuje
se vzdalenosti mezi nimi.

V nepfitomnosti vody jsou iontove
interakce velmi silné. Zodpovidaji
za pevnost takovych nerostl,
jako je mramor nebo achat.

krystal kuchynske
soli NaCl

Voda nuti hydrofobni skupiny, aby se navzajem
spojovaly a minimalizovaly tak kontakt s vodou.
Hydrofobni skupiny, které jsou tak k sobé
tladeny, jsou vlastné odpuzovany nemoZnosti
interakce s okolim; pfesto se této ,pfitazlivosti”
éasto fika hydrofobni interakce.

IONTOVE VAZBY VE VODNYCH ROZTOCICH

Nabité skupiny jsou chranény
svymi interakcemi s vodou.
Proto jsou iontové vazby
ve vodé velmi slabé.

%, I

“HIMO —H

Podobné se dalsi ionty v roztoku shlukuji
kolem nabitych skupin a dale oslabuji iontové vazby.

< @
R s o
2 Ne @ "

Pfes oslabeni vodou a solemi

jsou iontove vazby velmi dilezité
v biologickych systémech. Enzym,
ktery véZe kladné nabity substrat,
ma ¢asto ve vazebném misté
zaporné nabite aminokyselinove

zbytky.




molekula A se ndhodné
setkdvad s molekulami B, CaD

Dalsi nekovalentni sila vznika diky trojrozmérné struktufe vody, kterd
udrzuje hydrofobni skupiny pohromadé, aby neutralizovala jejich rusivy
vliv na sit vodnich molekul pospojovanou vodikovymi miistky (viz panel 2-
7 a panel 2-2, str. 50-51). Toto vytla¢ovani z vodného roztoku déva vznik
¢tvrtému druhu slabé nekovalentni vazby, zvané hydrofobni interakce. Tato
interakce udrZuje pohromadé fosfolipidové molekuly v membranach
bunék a udili také molekulam vétsiny proteinti soudrzny globuldrni tvar,

Nekovalentni vazby umoziuji molekule vazat dalsi
vybrané molekuly

Ackoli jsou jednotlivé nekovalentni vazby velmi slabé (viz tabulku 2-2, str.
43), mohou se sdruzovat a byt zdrojem silného pfitahovani mezi molekula-
mi, pokud se tyto molekuly k sobé hodi jako ruka a rukavice a dostanou se
k sobé dostatecné blizko, aby mezi nimi mohlo vzniknout mnoho nekova-
lentnich vazeb (viz panel 2-7, str. 70-71). Tento zptisob molekulové inter-
akce prispiva k velké specifité vazeb makromolekul k ostatnim molekulam,
nebot kontakt v mnoha bodech, ktery je pro silnou vazbu potfebny, umoz-
fiuje molekuldm vybrat si pomoci slabych vazeb vhodného partnera
z mnoha tisic molekul pfitomnych v burice. Sila vzdjemného pritahovani
navic zavisi na poctu nekovalentnich vazeb, takze je mozna interakce velmi
znacné sily.

Vazby tohoto druhu jsou zdkladem veskeré biologické katalyzy, protoze
umoznuji proteintim fungovat jako enzymy. Nekovalentni vazby mohou
také stabilizovat asociaci dvou rtiznych makromolekul, pokud se jejich

povrchy molekul A a B,

respektive A a C jsou schopny tvofit
navzajem jen velmi slabé vazby,

které jsou v zapéti porueny termalnim
pohybem maolekul

povrchy molekul A a D jsou viak
dobrymi kontaktnimi partnery,
takZe tvofi dostatek slabych vazeb,
aby se pfekonaly vlivy termalniho
pohybu, a molekuly zlstavaji

na sebe navazany

brazel 2220 Jak nekovalentni vazby
zprostiedkovivaji interakce mezi makro-
molekulami.

' Malé molekuly, proteiny
aribosomy nakreslené v pfiblizném
méfitku. Ribosomy jsou ¢sti aparatu,
ktery burika pouzivd k vyrobé proteinii.
Kazdy ribosom je slozen asi z 90 makro-
molekul (proteiny a molekuly RNA).

SLOZKY MAKROMOLEKULY _ MAKROMOLEKULARNI
kovalentni vazby nekovalentni vazby KOMPLEXY
o ® K
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o®cee -
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e e° S o
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cukry, o)

aminokyseliny, nukleotidy

globularni proteiny, RNA
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povrchy dostateéné piibliZi (obr. 2-28). Tyto vazby tak umoziiuji pouZiti
makromolekul jako stavebnich bloktt pfi tvorbé vétsich struktur. Napiiklad

Edited by Foxit PDF Editor
Copyright (c) by Foxit Software Company, 2004
For Evaluation Only.

Pro& nemohou byt k zajisténi
vétsiny interakci makromolekul misto

proteiny se Casto vaZou do multiproteinovych komplexti a vytvéreji damy- nekovalentnich vazeb pouity vazby kova-
slné stroje s mnoha pohyblivymi ¢dstmi, které pInf tak slozité tikoly, jakymi lentni?
jsou napiiklad replikace DNA a syntéza proteinti (obr. 2-29).

* Zivé buriky se fidi stejnymi chemickymi a fyzikél-
nimi zdkony jako neZivé véci. Stejné jako viechny
ostatni formy latky jsou i ony sloZeny z atom,
které jsou nejmensimi jednotkami chemickych
prvka.

e Atomy jsou vytvofeny z malych ¢dstic. Jadro
atomu obsahuje kladné nabité protony a elektric-
ky neutrdlni neutrony. Jidro je obklopeno obla-
kem zdporné nabitych elektront.

¢ Pocet elektronti v atomu je stejny jako pocet pro-
tont v jadfe. Jadra rtiznych izotopli stejného
prvku obsahuji stejny pocet protont ale rtizny
pocet neutrona.

e Zivé burnky obsahuji jen maly pocet prvki,
z nichz Sest (C, H, N, O, B S) pfedstavuje 99 %
jejich hmotnosti.

¢ Chemické vlastnosti atomu jsou uréeny poctem
a uspoiadanim jeho elektronti. Atom je nejstalejsi,
kdyzZ jsou vSechny jeho elektrony na svych nejniz-
§ich energetickych hladinach a kdyz je kazda elek-
tronova slupka zcela zaplnéna elektrony.

e Chemické vazby mezi atomy vznikaji, kdyZ se
elektrony pohybuji od jednoho atomu ke druhé-
mu ve snaze dosdhnout stabilnéjsiho usporadani.
Shluky dvou nebo vice atomt drzenych pohro-
madé chemickymi vazbami jsou znamé jako
molekuly.

» Kdyz elektron pfeskoci z jednoho atomu na druhy,
vzniknou dva ionty s opacnym ndbojem.
Vzdjemnym pritahovanim takovych nabitych
atom1i vznikaji iontové vazby.

elektron
hydrolyza
aminokyselina hydroxoniovy ion
atom chemické skupina
atomova hmotnost chemicka vazba
ATP ion
Avogadrova konstanta iontova vazba
baze kondenzace
DNA konformace

Zakladni shrnuti

Kovalentni vazba vznika pii sdileni paru elektronti
dvéma sousednimi atomy. Jsou-li sdileny dva pary
elektronti, vznikd dvojna vazba.

Zivé organismy obsahuji charakteristicky a ome-
zeny soubor malych uhlikatych molekul, které
jsou v podstaté stejné pro vSechny Zivé druhy.
Hlavnimi kategoriemi téchto latek jsou cukry,
mastné kyseliny, aminokyseliny a nukleotidy.

Cukry jsou pro buriky prvotnim zdrojem energie
a mohou byt zabudovany do polysacharidii jako
z4soba energie.

Mastné kyseliny jsou také dilezité pro ukladani
energie, ale jejich zdkladni funkci je tvorba bunéc-
nych membrén.

Polymery sklddajici se z aminokyselin jsou zédkla-
dem pozoruhodné rozmanitych molekul zna-
mych jako proteiny.

Nukleotidy hraji ustfedni roli v pfenosu energie
a jsou podjednotkami informaénich makromole-
kul RNA a DNA.

Makromolekuly jsou ve své velikosti a sloZitosti
pfechodem mezi malymi molekulami a bunéény-
mi organelami.

Makromolekuly vznikaji jako polymery opakova-
nou kondenzac¢ni reakci. Jejich neobycejna roz-
manitost prameni ze skutecnosti, Ze kazdy druh
makromolekuly méa vlastni jedine¢nou sekvenci
(poradi) podjednotek.

Mezi rtznymi oblastmi makromolekuly vznikaji
slabé nekovalentni vazby. Ty mohou pfimét mak-
romolekulu posklddat se do svého jedine¢ného
trojrozmérného tvaru, jak je to nejlépe vidét
u proteintl.

kovalentni vazba protein

kyselina proton

mastnd kyselina RNA

molekula sacharid, cukr
molekulova hmotnost sekvence
nekovalentni vazba vodikovy mustek
nukleotid

pH

polarni
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Zivé tvory témérf zdzracné odliSuje od nezivé hmoty predevsim
jedna vlastnost: vytvateji a udrzuji potradek ve svété, ktery spéje
k ¢im dél vétsimu chaosu. Pfi tvorbé tohoto pofadku musi burky
v zivém organismu provadét nikdy nekonéici proud chemickych
reakci. V nékterych z téchto reakci se déli ¢i pozménuji malé orga-
nické molekuly jako aminokyseliny, cukry, nukleotidy a lipidy, aby
poskytly celou fadu dalsich malych molekul, jeZ bunka potfebuje.
V jinych reakcich se tyto malé molekuly pouZivaji pfi vystavbé
nesmirné rozmanité §kaly proteinti, nukleovych kyselin a dalsich
makromolekul, které obdafuji Zivé systémy jejich rozdilnymi vlast-
nostmi. Na kazdou buriku se mtizeme divat jako na malou chemic-
kou tovarnu, kde se kazdou sekundu odehrava mnoho tisic chemic-
kych reakei.

K provadéni chemickych reakei pro udrZeni své vlastni existence
potfebuje Zivy organismus nejen zdroj atomi ve formé molekul
Zivin, ale také zdroj energie. Jak atomy tak energie musi nakonec
pochézet z nezivého prostredi. V této kapitole probereme, jak bunky
ziskdvaji energii a jak tuto energii a atomy ze svého okoli pouZivaji
k vytvafeni pofadku na molekuldrni drovni, ktery umoziuje Zivot.

Chemické reakce provadéné bunkou by normalné probihaly jen
pii teplotach znaéné vyssich nez uvnitf bunky. Proto kazda reakce
vyZaduje specifické zvySeni chemické reaktivity. Tento poZadavek
ma zdsadni vyznam, nebot umoznuje bunce ovladat kazdou chemic-
kou reakci. Buiitka ovlddé reakce prostfednictvim enzymii, z nichz
kazdy urychluje (katalyzuje) jen jednu uréitou reakci z mnoha moz-
nych cest, které reagujici molekula miize nastoupit. Enzymové kata-
lyzované reakce jsou spojeny za sebou, takze produkt jedné reakce
mtiZe byt vychozi latkou neboli substrdtem pro reakci nasledujici
(obr. 3-1). Tyto dlouhé linearni reakéni drahy se navzdjem spojuji
a vytvafeji labyrint vzdjemné propojenych reakci, které buiice umoz-
nuji preZit, rist a rozmnozovat se (obr. 3-2).

Biologicky pofidek je umoziiovan
uvolfiovdnim tepelné energie z bunék

Fotosyntetické organismy vyuZivaji
sluneéni svétlo k syntéze organickych
molekul

Buiky ziskdvaji energii oxidaci
organickych molekul

Oxidace a redukee zahrnuje pfenosy
elektronii

Enzymy obchazeji bariéry, které brani
pritbéhu chemickych reakei

Jak enzymy nachdézeji své substréty:
diileZitost rychlé difuze

Zména volné energie pfi reakei uréuje,
zda reakce miize probéhnout

Na AG ma vliv koncentrace reaktanti

Pro nédsledné reakce se hodnoty AG®
sCitaji

Tvorba aktivovaného nosice je spfaZzena
s energeticky vyhodnou reakei

ATP je nejcastéji uZivanou nosicovou
molekulou

Energie uloZend v ATP se ¢asto vyuZiva
ke spojeni dvou molekul

NADH a NADPH jsou diileZité pfenasece
elektronit

V burikdch existuje mnoho dalsich
aktivovanych pfenasecovych molekul

Syntéza biologickych polymerti vyzaduje
prisun energie

77



molekula molekula molekula molekula

’ katal\?zah katalyza katal\}zah @ katalyza

enzymem 1 enzymem 2 enzymem 3 enzymem 4

molekula
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katalyza @

enzymem 5

molekula

V burikach se vyskytuji dva opaéné proudy chemickych reakci.
(1) Katabolické drahy odbouravaji Ziviny na mensi molekuly a pfi tom
vytvafeji uZitetnou formu energie pro buriku a nékteré z malych
molekul, které bunika potfebuje jako stavebni kameny. (2) Anabolické
¢ili biosyntetické drahy pouzivaji energii ziskanou organismem v kata-
bolismu k pohonu syntézy mnoha jinych malych molekul, které tvofi
bunku. Spoleéné se oba soubory reakci oznacuji jako metabolismus
buriky (obr. 3-3).

Mnoho z téchto reakci spada do pfedmétu biochemie a my se jimi
nemusime zabyvat. Obecné principy, podle nichz buriky ziskavaji ener-
gii ze svého okoli a pouZivaji ji k vytvareni porddku, jsou viak v bunécné
biologii ustfednim tématem. V této kapitole jsou tyto principy vyloZeny,
pricemz na jejim pocdtku probereme, pro¢ je k udrZovani Zivych orga-
nismt zapotiebi neustdly pfisun energie.
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Jak soubor enzymové
katalyzovanych reakci vytvari
metabolickou drdhu. Kazdy enzym
katalyzuje jednu uré¢itou reakci a sam ji
opousti nezménén. V tomto piikladu
soubor enzym pilisobicich za sebou méni
molekulu A v molekulu F a vytvari
metabolickou drahu.

Nékteré z metabolickych
drah a jejich vzdjemnad propojeni
v typické burice. Na schématu je ukdzano
asi 500 béznych metabolickych reakci;
kazda molekula je v metabolické draze
zndzornéna plnym krouZkem podobné
jako ve Zlutém poli na obrazku 3-1.



Schematické zndzornéni vztahu mezi katabolickymi
a anabolickymi drahami v metabolismu. Protoze se velkd ¢ast energie
uloZené v chemickych vazbach rozptyli jako teplo, je hmotnost potravy,
kterou potfebuje kazdy organismus Cerpajici viechnu svou energii

z katabolismu, mnohem vétsi nez hmotnost molekul, které mohou
byt vytvoteny v anabolismu.

12141 o 3 i nercie hunkai
LAl Vi ¢ 1LY ClICIY1C 19808 .%

Nezivé véci dfive ¢i pozdéji dopusti vlastni pfechod do stavu chaosu:
stavba se rozpadd a mrtvé organismy se rozkladaji. Naproti tomu Zivé
buniky nejenze udrzuji poradek na kazdé trovni, ale dokonce ho samy
vytvéreji: od makroskopické stavby motyla ¢i kvétiny aZ po usporadani
atomti v molekuldch, z nichZ se tyto organismy skladajf (obr. 3-4). Zivot
miiZe mit tuto vlastnost diky diimyslnym bunéénym mechanismiim,
které ziskavaji energii z okoli a pfevadéji ji na formy, které muize bunka
vyuzivat k neustdlému vytvéareni biologického poradku.

Biologicky poradek je umoznovan uvoliiovanim
tepelné energie z bunék
Vseobecna snaha véci sméfovat k chaosu je vyjadiena v jednom ze
zakladnich zakont fyziky. Tim je druhd véta termodynamiky, které fika,
Ze ve vesmiru nebo jakékoli izolované soustavé (soustava latky c¢i latek,
ktera je zcela izolovana od okolniho vesmiru) mize neusporddanost
jen vzriistat. Tento zdkon ma tak hluboké dlsledky pro vsechny Zivé
tvory, Ze stoji za to si ho formulovat nékolika rtiznymi zptisoby.
Druhou vétu termodynamiky si mZeme pfedstavit napiiklad
v pojmech pravdépodobnosti a prohlésit, Ze soustavy se budou samo-
volné ménit smérem k nejpravdépodobnéjsimu uspofadani. Kdyz
vezmeme krabici se 100 mincemi, které vSechny leZi na tézZe strané,
povede fada jevi ptisobicich zménu uspofddéani téchto minci postup-
né ke stavu ,hlava“ u 50 minci a , orel“ u dal$ich 50 minci. Dfivod je pro-
sty: existuje obrovské mnozZstvi uspofddani jednotlivych minci ve
smési s pomérem 50:50, ale jen jedno mozné uspofdddni, pii kterém
zustdva u vdech minci ,hlava“. Smés 50:50 je proto pravdépodobnéjsi
a my fikdme, Ze je vice ,neuspofddand”. Ze stejného diivodu pozoruje-
me, Ze v naSem Zivotnim prostoru vzristd neuspofddanost bez toho,
abychom na to zdmérné vynalozili néjaké usili. Pohyb soustavy smé-
rem k vét8i neuspofadanosti je samovolny déj, k jehoZ obraceni je tfeba
opakovaného tsili (obr. 3-5).

maolekuly
potravy

molekuly
tvofici bunku

o

I
ANABOLICKE
8 =]  DRAHY

uzitetné.

I o

stavebni bloky
pro biosyntézu

Usporadanost v biologickych
strukturédch. Na vSech tirovnich organizace
v zivych organismech lze najit dobfe
definované a krdsné prostorové vzory.
Podle rostouci velikosti: (A) molekuly
proteinu v pldsti viru, (B) pravidelné
uspofadani mikrotubul(i pozorované
v pfi¢ném fezu ocdskem spermie,

(C) povrchové kontury pylového zrna,

(D) kiidlo motyla fotografované

z bezprostfedni blizkosti. Vzorek je tvofen
Supinkami, pfi€¢emz kazda Supinka je
produktem jedné buriky. (E) spiralovité
pole semen, utvofené miliony bunék,

v kvétu slunecnice.

Katalyza a vyuZiti energie burikami

(B) (€ D)
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"SPONTANNI REAKCE"

v éase v

ORGANIZOVANA SNAHA VYZADUJICI DODANI ENERGIE

Mnozstvi nepofddku v soustaveé lze méfit. Velicinou, kterou pou-
Zivame k méfeni této neuspoiddanosti, je entropie soustavy: ¢im
vétsi je neusporadanost soustavy, tim vétsi je jeji entropie. Treti moz-
nosti, jak vyjadfit druhou vétu termodynamiky, je réeni, Ze soustavy
se samovolné méni smérem k vyssi entropii.

Zivé buriky pfi své snaze pfeZit a pfi svém rozmnoZzovani a utva-
feni slozitych organismu vytvafeji poradek, a tak by se mohlo zdait,
ze vzdoruji druhému zdkonu termodynamiky. Jak je to mozZné?
Odpovéd je prosta: buiika neni izolovanou soustavou. Bere si ener-
gii z okoli v podobé potravy nebo fotont slunec¢niho svétla, pfipad-
né — jako nékteré chemosyntetické bakterie — ze samotnych anor-
ganickych molekul, a potom pouZziva tuto energii k vytvafeni pofad-
ku uvnitf sebe samé. V priibéhu chemickych reakei vedoucich
k vy8si uspotfadanosti se c¢ast energie pouZivané bunikou méni
v teplo. Toto teplo se rozptyluje do okoli buriky a zvysuje v ném neu-
spofddanost, takZe celkovd entropie buriky a okoli vzriistd pfesné
tak, jak to vyzaduji zdkony fyziky.

zvysena uspofadanost

Zvysena neuspofadanost
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dzel Kazdodenni ukazka
samovolného vzniku nepofadku. Zvrdaceni
tohoto pohybu smérem k nepofadku
vyZaduje zdmérné usili a dodani energie;
rozhodné neni spontanni. Podle druhého
zdkona termodynamiky si miZeme byt
jisti, Ze potiebny lidsky zakrok uvolni
do okoli dost tepelné energie, ktera vice
nez vyrovna opétné uspoiadani véci
v mistnosti.

Jednoducha
termodynamicka analyza Zivé buriky.
Na obrazku vlevo jsou molekuly v buiice
i v okolnim vesmiru (mofe hmoty)
nakresleny v pomérné neuspofddaném
stavu. Na obrédzku vpravo burika pfijala
energii z molekul potravy a uvolnila teplo
reakci, kterd uspofddd molekuly obsazené
v butice. ProtoZe teplo zvySuje
neuspofadanost v okoli buriky
(znazornéna klikatymi Sipkami
a deformovanymi molekulami, které
ilustruji tepelny pohyb), je riistem
a délenim buriky splnéna druhd véta
termodynamiky, kterd fikd, Ze mnozstvi
neuspofadanosti ve vesmiru musi neustéle
vzristat.



padajici cihla

zdviiena cihla obsahuje kinetickou energii

obsahuje
potencile’alni N pfi dopadu cihly
energii / m—\ na podlahu
zplsohenou se uvoliuje teplo
pfitailivosti

AT eI o

potencialni energie dana polohou ——— kinetickd energie ————— tepelna energie

1. @ — O . G 8°

dvé molekuly molekula rychlé rotace teplo rozptyleng
plynného plynného a vibrace nové vytvofenych do okali
vodiku kysliku molekul vody
! : rychly pohyb i _
—— | i
energie chemické vazby v H, a 0 —— molekul H,0 tepelna energie

motor
ventilatoru

baterie

ventilator

energie chemickych vazebh ———— elektrickd energie ———— kineticka energie

WAy
T -
—
sluneéni svétlo molekula excitovana
chlorofylu molekula chlorofylu

elektromagneticka (svételna) energie energie chemicke vazby

Abyste pochopili principy, jimiZ se tyto zmény energie fidi, pted-
stavte si buriku v mofi latky pfedstavujici okolni svét. BEhem svého
Zivota a riistu burika vytvaii vnitini pofddek na tcet mofe, nebot pii
své vyrobé molekul a jejich sklddani do bunéénych struktur uvoliu-
je tepelnou energii. Teplo je nejneuspoiddanéjsi formou energie —
ndhodnymi srdZkami molekul. Kdyz burka uvolni teplo do mofe,
vzroste intenzita pohybtt molekul v mofi (tepelny pohyb), a tak se
zvy$i ndhodnost neboli neuspofddanost mote. Druhy zdkon termo-
dynamiky je tak splnén, nebot vzriist uspofddanosti uvnitf buriky je
vice nez vyrovnan vétsim poklesem uspoiddanosti (vzriistem entro-
pie) v okolnim mofi latky (obr. 3-6).

Odkud pochézi teplo uvolnéné buiikou? Tady se setkdvame s dal-
§im dtlezitym zédkonem termodynamiky. Pruni véta termodynamiky
tikd, Ze energie muliZe pfechazet z jedné formy do jiné, ale nelze ji
vytvofit ani zni¢it. Nékteré formy energie jsou znazornény na obraz-

Katalyza a vyuziti energie bunkami

Nékolik vzdjemnych pfemén
znamych forem energie. Viechny formy
energie 1ze v podstaté pfevadét jednu
vdruhou. Pi téchto déjich se celkové
mnoZstvi energie zachovava; miZeme tedy
napfiklad z hmotnosti cihly v prvni ¢asti
obrazku a z vysky, ve které se nachdzi,
piesné pfedpovédét, kolik tepla se uvolnf
pii jejim ndrazu na podlahu. Ve druhém
pfikladu si viimnéte, Ze velké mnoZzstvi
chemické energie uvolnéné pfi vzniku
vody se na poc¢atku preméni na velmi
rychly tepelny pohyb obou novych
vodnych molekul; sraZkami s ostatnimi
molekulami se viak tato energie téméf
okamZité rovnomérné rozptyli do okoli
(prenos tepla) a nové molekuly se tak
stanou neodliditelné od ostatnich.
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ku 3-7. Vysledkem chemickych reakeci uvnitf bunky je zména rozloze-
ni energie do rtiznych forem, ale — jak ndm ikd prvni zdkon termo-
dynamiky — celkové mnoZstvi energie musi byt stdle stejné.

Bunka nemtiZze mit zadny uzitek z tepelné energie, kterou uvol-
ni, pokud nespiahne reakce uvolnujici teplo s déji, pfi kterych vzni-
ka vyssi uspofadanost. Pravé sprazeni produkce tepla a ristu uspo-
fadanosti je to, co odliuje metabolismus buiiky od nehospodarné-
ho spalovani paliva v ohni. Pozdéji si v této kapitole ukdzeme, jak
takové sprazeni reakci funguje. Prozatim postaci, kdyz si uvédomi-
me, Ze spfazeni ,spalovani“ potravy a vytvareni biologického pofad-
ku je nezbytné, maji-li byt buriky schopné vytvafet a udrzovat ost-
rtivek porddku uprostfed svéta, ktery sméfuje k ¢im dal vetSimu
chaosu.

Fotosyntetické organismy vyuzivaji slune¢ni svétlo
k syntéze organickych molekul

Vsichni zivoc¢ichové vyuZivaji k Zivotu energii ulozenou v chemic-
kych vazbach vytvofenych jinymi organismy, které pojidaji.
Molekuly potravy zivo¢ichtim poskytuji také atomy, které potiebuji
k tvorbé nové zivé hmoty. Néktefi Zivo¢ichové svou potravu ziskava-
ji pozfenim jinych. Na konci Zivo¢isného potravniho fetézce jsou
vak takovi, ktefi se zivi rostlinami; ty zachycuji energii pfimo ze slu-
necniho svétla. Vysledkem je, Zze energie uZivana Zivoc¢isnymi bun-
kami je odvozena pfimo ze Slunce (obr. 3-8).

Slune¢ni energie vstupuje do zivého svéta prostfednictvim foto-
syntézy v rostlindch a ve fotosyntetickych bakteriich. Fotosyntéza
umoziuje elektromagnetické energii slunecniho svétla zménit se
v energii chemickych vazeb v bunce. Rostliny mohou ziskavat
v§echny potfebné atomy z anorganickych zdrojt: uhlik z atmosfé-
rického oxidu uhlic¢itého, dusik z amoniaku a dusi¢nant v padé,
daldi potfebné prvky v malych mnoZstvich z anorganickych soli
v ptidé. Rostliny pouzivaji energii ziskanou ze slune¢niho svétla
k zabudovani téchto atomt do cukrti, aminokyselin, nukleotid
a mastnych kyselin. Tyto malé molekuly jsou potom zaclenovany
do proteint, nukleovych kyselin, polysacharidt a lipidti, které tvofi
rostliny. V8echny tyto latky slouzi jako molekuly potravy v pfipadé,
Ze jsou rostliny pozdéji pozfeny.

Reakce fotosyntézy se odehravaji ve dvou fazich (obr. 3-9).
V prvni fazi je energie ze slunec¢niho svétla zachycena a prechodné
uskladnéna jako energie chemickych vazeb ve specidlnich malych
molekuléach, které slouZi jako prenasece energie a reaktivnich che-
mickych skupin. (Tyto aktivované nosicové molekuly probereme

Z4a¥iva energie slune¢niho
svétla. Svétlo zachycené v rostlindch
a nékterych organismech fotosyntézou je
prvotnim zdrojem vedkeré energie pro
lidské bytosti a ostatni Zivocichy.

‘=l -1 Fotosyntéza Dvé faze
fotosyntézy. Nosici energie vytvorenymi
v prvni fazi jsou dvé molekuly, které brzy
probereme podrobnéji: ATP a NADPH.

— FOTOSYNTEZA
SLUNCE
" A ——s a—— H,0+CO;
zachyceni pfenasede RS
svételné energie energie tvorba cukru o
— _— — =  CUKR

VAR
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pozdégji.) V tomto prvnim stadiu je jako vedlejsi produkt rozpadu
vody uvolniovan molekulovy kyslik (plynny O,).

Ve druhém stadiu jsou vyuziviny molekuly, které slouzi jako
nosice energie — poméahaji pohanét proces fixace uhliku, pti kterém
jsou vyrabény cukry z plynného oxidu uhli¢itého (CO,) a vody (H,O).
Pfitom skytaji uziteény zdroj uloZené energie chemickych vazeb
a materialti - jak pro samotné rostliny tak pro Zivocichy, ktefi se jimi
budou zivit. Elegantni mechanismy, na kterych spocivaji tyto dvé
faze fotosyntézy, popiseme v Kapitole 13.

Cisty vysledek celé fotosyntézy, alesponi u zelenych rostlin, mtiZze
byt jednoduse shrnut v rovnici

svételna energie + CO, + H,O — cukry + O, + tepelnd energie

Vyrobenych cukrii se potom pouZije jako zdroje energie chemickych
vazeb a zdroje materidlti pro pfipravu mnoha jinych malych orga-
nickych molekul, které jsou pro rostlinnou buriku nepostradatelné.

Buriky ziskavaji energii oxidaci organickych molekul

Vsechny Zivocisné a rostlinné buriky jsou pohanény chemickou energii
ulozenou v chemickych vazbéch organickych molekul, at uz jsou to
cukry syntetizované rostlinami jako Zivina pro rostliny samotné nebo
smés velkych a malych molekul potravy, kterou pozfel Zivocich.
V télech rostlin i Zivocicht je energie z molekul potravy ziskdvana
postupnou oxidaci neboli fizenym spalovanim.

Zemska atmosféra obsahuje velky podil kysliku, v jehoz pfitom-
nosti je energeticky nejstéalejsi formou uhliku CO, a nejstélejsi formou
vodiku H,0. Burika je proto schopna ziskédvat energii z cukrii ¢i jinych
organickych molekul tak, ze umozni sluc¢ovani jejich atomi uhliku
a vodiku s kyslikem za vzniku CO, a H,O. Tomuto déji se fika respirace
(dychéni).

Fotosyntéza a respirace jsou komplementérni (vzajemné se dopl-
nujici) déje (obr. 3-10). To znamen4, Ze ne vSechny vymény mezi rost-
linami a Zivocichy jsou jednosmérné. Rostliny, Zivocichové a bakterie
na této planeté existovali vedle sebe tak dlouho, Ze se néktefi z nich
stali pfirozenou soucéasti Zivotniho prostfedi jinych organismi.
A nekteré molekuly CO, , jeZ jsou dnes fixovany do organickych mole-
kul pri fotosyntéze v zeleném listu, byly véera uvolnény do atmosféry
pri dychéani Zivo¢icha nebo houby ¢i bakterie rozkladajici mrtvou orga-
nickou latku. Vidime tedy, Ze vyuziti uhliku tvofi obrovsky cyklus,

FOTOSYNTEZA DYCHANI
€O, + H,0 = O, + CUKRY CUKRY + 0,—= H,0 + CO,

[ o) co, co, O

i

ROSTLINY
RASY
NEKTERE BAKTERIE

ENERGIE
SLUNECNIHO

CUKRY A DALSI
ORGANICKE
LATKY

VETSINA
ORGANISMU

.-.-\E’.
UZITECNA
ENERGIE

CHEMICKYCH

VAZEB

H,0

SVETLA

Katalyza a vyuziti energie bunnkami

Otazka 3-1 Zamyslete se nad rovnici
svételna energie + CO, + H,0 — cukry + O,
Oéekavali byste, Ze tuto reakci bude
provadét jediny enzym? Proc se pfi této
reakci vytvafi také teplo? \ysvétlete své
odpovédi.

Obrdzel 2410 Fotosyntéza a dychani jako
komplementéarni déje v Zivém svété.
Fotosyntéza vyuzivd slunecniho svétla

k tvorbé cukrti a jinych organickych
molekul. Tyto molekuly naopak slouzi jako
potrava pro jiné organismy. Mnoho

z téchto organismii dychd; pti dychéani se
vyuziva O, k tvorbé CO, ze stejnych atomt
uhliku, které byly pfijaty jako CO,

a pfeménény fotosyntézou v cukry.
Dychajici organismy pfitom ziskavaji
chemickou energii, kterou potfebuji

k zivotu. Prvni buriky na Zemi zfejmé
nebyly schopny fotosyntézy ani dychéni.
Fotosyntéza vSak na Zemi musela dychani
predchazet, nebot existuji presvédcivé
dtikazy, Ze k obohacen{ atmosféry
kyslikem v mife dostatecné k dychéni bylo
zapotfebi nékolika miliard let. (Dnes O,
predstavuje asi 20 % zemské atmosféry.)
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TVORBA

(A) POLARNI (B) H  methan
e o= KOVALENTNI |
VAZBY e H—C—H
+ @ ® 0 |
P % L N\ tady je Sstetny
tady je zaporny naboj dany % ‘
Castecny nadbytkem
ATOM 1 ATOM 2 kladny néboj (§7) MOLEKULA elektroni (87) T methanol
H— ({:‘ —OH
H
) Oxidace a redukce. (A) Principy tvorby kovalentni vazby H ‘ formaldehyd
jsme probrali v kapitole 2. Kdyz dva atomy utvofi poldrni kovalentni N C=0
vazbu, je atom, u néhoZ ziistane vétsi podil elektront, redukovany, #

zatimco druhy atom ziskd mensi cést elektronii a oznacuje se jako
oxidovany. Redukovany atom ziskal ¢dstecny zdporny néboj (87, nebot
kladny naboj jadra je nyni pfevaZen celkovym ndbojem okolnich

elektronti; naopak oxidovany atom ziskal ¢asteény kladny naboj (8°). i g
(B) Jediny uhlikovy atom methanu se mtiZe zménit v uhlikovy atom HO 1
oxidu uhli¢itého postupnym nahrazenim kovalentné vazanych vodiki

atomy kysliku. V kazdém kroku se elektrony posouvaji smérem pry¢ od O=0C=0

uhliku, ktery se tak stdvd stdle vice oxidovanym. Kazdy z téchto krokd oxid uhligity
je za podminek uvnitf buiiky energeticky vyhodny.

ktery zahrnuje biosféru (vSechny Zivé organismy na Zemi) jako celek
a piekracuje hranice mezi jednotlivymi organismy. Podobné se pohy-
buji mezi Zivym a neZivym svétem atomy dusiku, fosforu a siry v cyk-
lech, které postihuji rostliny, Zivocichy, houby a bakterie.

Oxidace a redukce zahrnuje prenosy elektront

Burika neoxiduje organické molekuly v jednom kroku, jak se to déje pfi
spalovani organického materialu v ohni. S vyuZitim enzymovych kata-
lyzatorti nechdva metabolismus molekuly prochézet velkym pocétem
reakci, které jen zfidka zahrnuji pfimou adici kysliku. Dfive neZ probe-
reme nékteré z téchto reakci a jejich tcel, musime si vysvétlit, co pres-
né znamena proces oxidace.

Oxidace ve vySe uZitém smyslu slova neznamend pouze adici
atomt kysliku. Obecnéji se toto oznaceni vztahuje na kazdou reakci, ve
které jsou elektrony pfendseny od jednoho atomu k druhému. Oxidace
se tedy tykd odstranéni elektronti, zatimco redukce, ktera je opakem
oxidace, se vztahuje na jejich adici. Tak napfiklad kation Fe** se oxidu-
je, kdyz ztrati elektron a zméni se v Fe™, a atom chloru se redukuje,
pokud ziské elektron navic a stane se aniontem CI". ProtoZe se celkovy
pocet elektronti béhem chemické reakce neméni (neztraci se ani
nepribyvaji), probihaji oxidace a redukce vidy soucasné: ziska-li
v reakci jedna molekula elektron (redukce), druhd molekula elektron
ztrati (oxidace). Je-li napfiklad molekula cukru oxidovana na CO,
a H,0, ziskavaji molekuly O, zic¢astnéné v reakci pfi tvorbé vody elek-
trony, a proto se fika, Ze dochazi k jejich redukei.

Terminy ,oxidace” a ,redukce” se pouZivaji, i pokud dochazi jen
k casteénému posunu elektronti mezi atomy spojenymi kovalentni
vazbou (obr. 3-11A). KdyZ je napfiklad atom uhliku kovalentné vazan
k atomu se silnou elektronovou afinitou, tfeba ke kysliku, chloru ¢i sife,
vzdéva se vice nez ,poloviéniho” podilu elektronti a tvofi poldrnikova-
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lentni vazbu. Kladny naboj uhlikového jadra je o néco vétsi nez zapor-
ny ndboj jeho elektront; atom proto ziskdva castecné kladny naboj
a fika se, Ze je oxidovany. Naopak atom uhliku ve vazbé C-H ma o néco
vice neZ ,polovi¢ni podil elektron(”, a proto se fikd, Ze je redukovany
(obr. 3-11B).

Pokud molekula v bunce ziska elektron (e7), ¢asto ziskd soucasné
i proton (H') (protony jsou volné dostupné ve vodé). Cistym vysledkem
je v tomto pifipadé adice vodikového atomu k molekule

A+e +H — AH

Ackoli v déji figuruje proton plus elektron (misto samotného elektro-
nu), jsou hydrogenacni reakce povazovany za redukce, a naopak,
dehydrogenacni reakce jsou oxidacemi. Je zvlasté snadné urcit, zda
u organické molekuly dochazi k oxidaci ¢i redukci: pokud pocet vazeb
C-H vzrusta, jde o redukci, zatimco pfi snizovani poctu vazeb C-H jde
o oxidaci.

Buriky vyuzivaji enzymi ke katalyze oxidace organickych molekul
v malych krocich v fadé reakci, coz umoznuje ziskat co nejvice vyuZi-
telné energie. Nyni si potifebujeme vysvétlit, jak enzymy pracuji
a nékterd omezeni tykajici se jejich ¢innosti.

Enzymy obchdzeji bariéry, které brani
pribéhu chemickych reakci

Podivejme se na reakci
papir + O, — kourf + popel + teplo + svétlo + CO, + H,0

Papir ochotné shofi a uvolni do atmosféry energii ve formé tepla a svét-
la, vodni paru a plynny oxid uhli¢ity, ale kouf a popel se nikdy samo-
volné nesloudi s témito molekulami z ohfaté atmostéry a nesloZi se
zpét do papiru. Kdyz papir shofi, jeho chemicka energie se rozptyli
jako teplo — neztrati se z vesmiru, protoze energie nemuze byt vytvore-
na nebo znicena, ale nendvratné se rozptyli do chaotickych ndhodnych
tepelnych pohybti molekul. Za stejny ¢as se atomy a molekuly papiru
rozptyli a zavladne mezi nimi zna¢ny chaos. Receno slovy termodyna-
miky, dojde ke ztraté volné energie, tj. energie, kterou lze ziskat a vyuzit
k préci ¢i pohonu chemickych reakci. Tato ztrata odrazi ztratu pofdd-
ku ve zptisobu, jakym byly energie a molekuly uloZeny v papiru. Volnou
energii si zakrdtko probereme podrobné, ale zédkladni princip je dosta-
teéné jasny intuitivné: chemické reakce probihaji jen tim smérem,
ktery vede ke ztrdté volné energie. Jinymi slovy: samovolnym smérem
je pro kazdou reakci smér ,z kopce”. Reakce smérem ,z kapce" se ¢asto
oznacuje jako energeticky vyhodnd".

Ackoli jsou za normdlnich podminek energeticky téméf nejvyhod-
néjsimi formami uhliku a vodiku CO, a H,O, nemizi zivy organismus
v obld¢ku koufe a z knihy ve vasich rukou nevyslehnou plameny. Je tomu
tak proto, Ze jak molekuly v zZivém organismu tak molekuly v knize jsou
v pomérné stalém stavu a nemohou pfejit do stavu o nizsi energii bez
toho, aby jim byla néjakd energie nejprve dodéna. Jinymi slovy, k che-
mické reakci vedouct k jesté stalejSimu stavu potfebuje molekula akti-
vacéni energii— ,vykop" pfes energetickou bariéru (obr. 3-12). M4-li hofet
kniha, je k tomu zapotiebi aktivacni energie v podobé tepla zapalené
sirky. Molekuldm ve vodném roztoku uvniti buniky je obvykle tento

Katalyza a vyuZiti energie bunikami

\ kterych z nasledujicich
reakci podstupuje cerveny atom oxidaci?
A, Na— Na* (atom Na — ion Na')

B. Cl =CI” {atom Cl — ion CI')

C. CH,CH,OH —»CH,CHO

{ethanol-» acetaldehyd)

D. CH,CHO —CH,COOH
(acetaldehyd— octova kyselina)

E. CH=CH —CH,CH, (ethen— ethan)

aktivaéni
energie pro
X—=+Y

Celkova energie ———e

Prabéh reakce ——=

Princip aktivaéni energie.
Sloucenina X je ve stabilnim stavu a k jeji
preméné ve slouceninu Y je zapotiebi
energie, ackoli se Y nachdzi na nizsi
energetické tirovni nez X. Proto se tato
preména neuskutecni, dokud slouc¢enina
X neziskd dostatecné mnozstvi aktivaéni
energie (energie a minus energie b) ze
svého okoli, aby mohla podstoupit
pfeménu ve slouc¢eninu Y. Tato energie
miuize byt ziskdna z neobvykle energické
srazky s jinymi molekulami. Pro
obrdcenou reakci Y— X musi byt aktivacni
energie mnohem vétsi (energie a minus
energie ¢); proto bude tato zpétna reakce
probihat mnohem méné ¢asto. Aktivaéni
energie jsou vzdy kladné, avsak viimnéte
si, Ze celkova zména energie pro
energeticky vihodnou reakci X—Y je
energie c minus energie b, tedy zaporné
¢islo,
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mnoho molekul,
obhsahuje energii
potfebnou pro enzymové
katalyzovanou reakei

téeméf Zadna
molekula neobsahuje

Pocet molekul —=

n?otekuh,_r dostateénou energii
s prumérnou energif pro reakci bez
enzymove

katalyzy

Energie na molekulu —

»wvykop" ustédien neobvykle energickymi ndhodnymi srazkami s okolni-
mi molekulami — srdzkami, jejichZ prudkost vzriistd s rostouci teplotou
prostredi.

V zivych bunkach pomédha molekulam v pfekonani energetické
bariéry zvlastni tfida proteint, tzv. enzymy. Kazdy enzym pevné vaze
jednu nebo dvé molekuly substratu a drzi je zptisobem, kterym je
jakoby moZno obejit energetickou bariéru urcité chemické reakce,
kterou mohou védzané substraty podstoupit. Latka, kterd je toho
schopna, se nazyvé katalyzétor. Katalyzatory zvysuji rychlost chemic-
kych reakci, nebot diky jim pfedstavuje mnohem vétsi podil ndahod-
nych srazek s okolnimi molekulami dostate¢ny impuls pro substraty
k pfekonani energetické bariéry, jak je vidét na obrdzku 3-13. Enzymy
patfi mezi nejticinnéjsi zndmé katalyzatory; ¢asto urychluji reakce az
10"'krat, a tak umoznuji déje, které by jinak za normélnich teplot
viibec neprobihaly.

Enzymy jsou takeé vysoce selektivni. Kazdy enzym obvykle kataly-
zuje jen jednu urcitou reakci — jinymi slovy, selektivné snizuje akti-
vacni energii jen jedné z nékolika moZnych chemickych reakei, které
by mohly vazané molekuly substrdtu podstoupit. Timto zptisobem
enzymy vedou kazdou z mnoha rtiznych molekul v butice podél jeji
specifické reakéni drahy (obr. 3-14).

Uspéch Zivych organismi tkvi ve schopnosti buriky vytvaret enzy-
my mnoha typt, kazdy s pfesné urcenymi vlastnostmi. Kazdy enzym
ma jedinecny tvar s aktivnim mistem — kapsou ¢i zlabkem v enzymu,
kam se hodi jen urcité substraty (obr. 3-15). Jako jiné katalyzatory
zlistavaji i enzymy po reakci nezménény a mohou opét plnit svou
funkci. AZ podrobné prozkoumame strukturu molekul proteinti, pro-
bereme v Kapitole 5 obsirnéji, jak enzymy pracuji.

Jak enzymy nachézeji své substraty: diileZitost rychlé difuze

Typicky enzym kazdou sekundu katalyzuje reakci asi tisice molekul sub-
stratu; to znamend, Ze musi byt schopen navdzat novou molekulu sub-
stratu ve zlomku milisekundy. Ale jak enzymy tak jejich substraty jsou
v burice pfitomny v pomérné malych mnoZstvich. Jak se mohou tak
rychle najit? Rychlé navdzani je mozné diky nesmirné rychlym pohy-
btim na trovni molekul. Tepelna energie soustavy udrzuje molekuly ve

soip

stdlém pohybu, a proto velmi diikladné , propatraji* a procestuji prostor

86 Kapitola 3 : Energie, katalyza a biosyntéza

- 17 SniZeni aktivaéni energie
znacné zvySuje pravdépodobnost reakce.
V populaci identickych molekul substratu
budou mit tyto molekuly riiznou energii,
kterd je v kazdém okamZiku rozloZena tak,
jak je ukdzano v grafu. Zmeény energie
pochéazeji ze sraZzek s okolnimi
molekulami; diky témto srazkdm se
molekuly substratu otfasaji, vibruji
a otaceji se. U molekuly, kterda ma
podstoupit chemickou reakci, musi jeji
energie pfesdhnout aktivacni energii této
reakce. U biologickych molekul se to
téméf nikdy nestdvéd bez enzymové
katalyzy. Dokonce i kdyZ reakci katalyzuje
enzym, musi molekuly substratu pfimét
k reakci zvlasté energicka srazka.



na jezefe

nekatalyzovana reakce - viny nejsou
schopny pfekonat hraz

B) bez katalyzy s enzymovou katalyzou reakce 1

energie

(C)

uvniti bunky; tomuto jevu se fikd difuze. Takto se kazda molekula
v burice kazdou sekundu srazi s obrovskym poctem jinych molekul. Jak
se molekuly v kapaliné srazeji a odrazeji, pohybuje se jednotliva mole-
kula nejprve jednim smérem a potom jinym, z vnéjsiho pohledu po
ndhodné drdze (obr. 3-16). Pti takové ,prochazce” je primérna vzdale-
nost kazdé molekuly od startu pfimo timérnéd druhé odmocniné spotie-

2 h

enzym | enzvm
skl | ' '
’ L 7 KATAL?ZA_ J’ Q

malekula A komplex komplex molekula B
(substrat) enzym- enzym- {produkt}
substrat produkt

Katalyza a vyuZiti energie burikami

Obrazek 0-140 Analogie plovouciho mice
pro enzymovou katalyzu. (A) SniZzena hréaz
predstavuje enzymovou katalyzu. Kazdy
zeleny micek predstavuje mozny substrat
enzymu (sloucenina X), ktery poskakuje
nahoru a dolt po hladiné energie diky
neustdlym vindm (analogie

k bombardovani substratu tepelnymi
srazkami s okolnimi molekulami vody).
Podstatné snizeni hraze (aktivacni
energie) umozni energeticky vvhodny
pohyb mi¢ku (substratu) z kopce. (B) Ctyfi
stény krabice pfedstavuji bariéry aktivacni
energie pro ¢tyfi rizné chemickeé reakce,
které jsou vSechny energeticky vihodné,
nebot jejich produkty lezi na nizsi
energetické trovni nez substraty.

U skfinky vlevo neprobihd Zddnd reakce,
protoZe ani nejvetsi viny nejsou s to
pfekonat nékterou z energetickych bariér.
U skfinky vpravo sniZuje enzymova
katalyza aktivaéni energii jen pro reakci
¢islo 1; ndrazy vin umozni priichod
molekuly jen pfes tuto energetickou
bariéru, coZ vyvold reakci &islo 1. (C)
Rozvétvend feka s fadou hrazi (Zluté
ramecky) slouzi k ilustraci toho, jak série
enzymoveé katalyzovanych reakci uréuje
presnou reakéni drahu, kterou sleduje
kazdd molekula uvnitf bunky.

Obx 5 Jak enzymy pracuji.
Kazdy enzym ma aktivni misto, ke

kterému se vaze jedna nebo dvé molekuly
substratu a vznika komplex enzym-
substrat. Reakce probihd v aktivnim misté
za vzniku komplexu enzym-produkt.
Produkt je potom uvolnén a enzym milze
vézat dal3i molekuly substratu.
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bovaného ¢asu: molekule tedy zabere praimérné 1 sekundu, neZ se
dostane 1 um od startu (vzdusnou ¢arou), ¢tyfi sekundy potiebuje
molekula k ,,odcestovani“ do vzdélenosti 2 um od startu, 10 sekund
k tomu, aby se dostala 10 um od startu atd.

Uvnitf buniky je skuteéné pofadna tlacenice (obr. 3-17). Pokusy
s fluorescen¢nimi barvivy a dal§imi zna¢enymi molekulami vstiik-
nutymi do buriky v8ak ukazaly, Ze malé organické molekuly difun-
duji vodnym gelem témér¥ tak rychle jako ve vodé. Malé organické
molekule zabere difuze do vzdalenosti 10 um v préimeéru jen jednu
pétinu sekundy. Difuze proto pro malé molekuly predstavuje G¢inny
zptisob pohybu na kratké vzdalenosti v burice.

Protoze se enzymy ve srovnani se substraty pohybuji mnohem
pomaleji, miiZzeme je v prvnim pfibliZeni povazovat za nehybné.
Frekvence setkdni kazdé molekuly enzymu se svym substratem
bude zédviset na koncentraci molekul substratu. Napiiklad nékteré
hojné substraty se vyskytuji v koncentracich 0,5 mM. ProtoZe ¢ista
voda ma koncentraci 55,5 M, vyskytuje se v bunice jen jedna mole-
kula takového substratu na asi 10° molekul vody. Nehledé na to je
aktivni misto enzymové molekuly, které tento substrat vaze, béhem
kazdé sekundy bombardovano asi 500 000 ndhodnych srazek
s molekulami substratu. (Pro substrat s desetkrat niz$i koncentraci
tento pocet srazek poklesne na 50 000/s atd.) Nahodné setkani
vhodného povrchu enzymu s molekulou substratu vede ihned
k utvoreni reaktivniho komplexu enzym-substrat. Nyni mtiZze dojit
velmi rychle k reakci s pferusenim kovalentni vazby ¢i vytvofenim
vazby nové. PFi nadSeni, které v nds zanechava rychlost pohybu
molekul a jejich reakci, se uz rychlosti enzymové katalyzy tak obdi-
vuhodné nezdaji.

Jakmile se substrat srazi s enzymem a spravné se p¥imkne k jeho
aktivnimu mistu, utvoii mezi sebou mnoho slabych vazeb, které pre-
trvaji az do chvile, kdy ndhodné tepelné pohyby priméji molekuly
opét disociovat. Obecné lze fici, Ze ¢im pevnéjsi je vazba substratu
k enzymu, tim pomaleji obé molekuly opét disociuji. Nemaji-li viak
srazivsi se molekuly dostatecné komplementérni povrchy, vytvofi se
jen malo nekovalentnich vazeb a jejich celkova energie je zanedba-
telnd ve srovndni s energii tepelného pohybu. V tomto pfipadé
molekuly od sebe disociuji stejné rychle, jako asociovaly (viz obr, 2-
28). To brani nespravnym a nechténym asociacim ndhodnych mole-
kul, napf. enzymu a nevhodného substratu.

100 nm
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urazena draha

Ndhodny pohyb. Molekuly
v roztoku se pohybuji ndhodnym
zpusobem diky neustalym srazkam
s okolnimi molekulami. Tento pohyb
umoziiuje malym molekuldm rychle
difundovat z jednoho mista buriky do
druhého.

Enzym karbonatdehydrataza je
jednim z nejrychlejsich znamych enzym.
Katalyzuje hydrataci CO, na HCO, (CO, +
H;0 = HCO; + H’}). Rychla pfeména CO,
na mnohem rozpustnéjéi hydrogen-
karbonatovy ion (HCOy) je velmi dilezita
pro ucinny transport CO, v krevnim fedisti
- z tkani, kde CO, vznika pfi dychani, do
plic, odkud je vydechovan. Karbonat-
dehydrataza urychluje reakei 10°krat a pfi
své mezni rychlosti hydratuje 10° molekul
CO, za sekundu. Cim je podle wvas
ohrani¢ena rychlost enzymu? Naértnéte
podobny diagram, jako je na obrézku 3-13,
a ukaite, které casti vaseho diagramu bylo
pfipsdno 10'nasobné urychleni reakce.

Struktura cytoplasmy.
Kresba je priblizna podle skute¢nych
pomeéri velikosti a zdtiraznuje preplnénost
cytoplasmy. Jsou ukdzany jen
makromolekuly: ribonukleové kyseliny
jsou zndzornény modre, ribosomy zelené
a proteiny cervené. Enzymy a jiné
makromolekuly difunduji v cytoplasmé
pomérneé pomalu hlavné kviili interakeim
s mnoha dal$imi makromolekulami;
naopak malé molekuly difunduji témér tak
rychle jako ve vode,



Zména volné energie pri reakci urcuje, zda reakce
miuZe probéhnout

Nyni musime ucinit kratkou odbocku do zékladii chemie. Buriky jsou
chemickeé soustavy, které se musi ridit véemi chemickymi a fyzikalni-
mi zdkony. Ackoli enzymy reakce urychluji, nemohou samy o sobé
zpusobit pribéh reakeci, které jsou energeticky nevvhodné.
Prirovname-li chemickou reakci k vodnimu toku, nemohou enzymy
samy o sobé piimét vodu, aby tekla do kopce. Bunky vsak praveé tohle
musi délat pfi svém riistu a déleni: musi stavét vysoce usporadané
a energeticky bohaté molekuly z molekul malych a jednoduchych.
Uvidime, Ze tato véc se dafi diky enzymuim, které obstaravaji spraZeni
energeticky vyhodnych reakei, pfi nichz se uvoliiuje energie a teplo,
s energeticky nevyhodnymi reakcemi, které buduji biologicky
poradek.

Diive neZ prozkoumdéme, jak se takového sprazeni dosahuje,
musime vénovat vétsi pozornost terminu ,energeticky vyhodné".
Podle druhé véty termodynamiky mutZze chemickd reakce probihat
samovolné, jen pokud je jejim vysledkem ¢isty vzriist neuspofddanos-
ti vesmiru (viz obr. 3-6). Neuspofadanost vzriistd, je-li uzite¢na ener-
gie, kterou lze ziskat a vyuZit k prici, rozptylena ve formé tepla.
Mefitko pro takovy vzrist neusporadanosti mtiZe byt pohodinéji vyja-
dfeno jako veli¢ina zvana volnd energie soustavy, G. Hodnota G je pro
nds zajimavd jen pokud se soustava méni, takZze lze urcit zmeénu
G oznacovanou jako AG (delta G). Predpoklddejme, Ze predmétem
naSeho zdjmu je soustava molekul. Diky zptisobu kterym je AG defi-
novana, vyjadiuje zména volné energie neuspofadanost, kterd ve ves-
miru vznikla pfi reakci téchto molekul. Energeticky vyhodné reakce
jsou podle definice ty, pfi nichZ se sniZuje volna energie soustavy,
neboli jinymi slovy, které maji negativni AG a zvySuji neuspofadanost
vesmiru (obr. 3-18).

Znamym pfikladem energeticky vyhodného déje v makroskopic-
kém méfitku je ,reakce", pti niZ se uvolni stlacend pruzina, ktera pfi-
tom pfeda svou elastickou energii do okoli; mikroskopickym pfikla-
dem je rozpousténi soli ve vodé. Naopak energeticky nevyhodnymi
reakcemi s kladnou AG jsou takové reakce, pfi nichz se napiiklad dvé
aminokyseliny spojuji dohromady za vzniku peptidové vazby, a tak
zvySuji usporddanost vesmiru. Proto tyto reakce probihaji jen tehdy,
jsou-li sprazeny s druhou reakcei s tak velkou zdpornou AG, Ze AG cel-
kového déje je zdporna (obr. 3-19). Tyto pojmy s ptiklady jsou shrnuty
v panelu 3-1 (str. 90-91).

Na AG ma vliv koncentrace reaktantii

Jak jsme pravé popsali, bude reakce A = B probihat ve sméru A — B,
pokud je s tim spojena negativni AG, praveé tak jako se stlacené pruzina
po odstranéni tlaku uvolni a odevzda svou uloZenou energii do okoli
jako teplo. Pii chemické reakci viak AG zavisi nejen na energii ulozené
v kazdé jednotlivé molekule, ale také na koncentraci molekul v reakéni
smési. Vzpomerite si, Ze AG ukazuje, o kolik neusporddanéjsi — cili
pravdépodobnéjsi — bude stav vesmiru po reakci. Vzpomeneme-li si
na nas piiklad s mincemi, je velmi pravdépodobné, Ze se pfi otfasani
krabici s mincemi jedna mince obrati z ,hlavy“ na ,orla“, pokud

Katalyza a vyuZiti energie butikami

Volné energie Y
je v&t&i nei volna
energie X. Proto

®) AG <0, a neuspofadanost

ENERGETICKY
VYHODNA

REAKCE vesmiru se béhem

reakce zvysuje.

Tato reakce miZe prob&hnout samovolné.

Kdyby reakce X —Y
probéhla, AG by byla
vétsi nez nula

a vesmir by se stal
uspofadanajsim.

Ni
REAKCE

® ®

Tato reakce muiZe probéhnout pouze,
je-li spfazena s jinou, energeticky
vyhodnou reakei.

Rozdil mezi energeticky
vyhodnymi a energeticky nevyhodnymi
reakcemi.

%
negativni X
AG
pozitivni
I AG
Y
.

Energeticky nevyhodné reakce
Y =X je pohanéna energeticky
vyhodnou reakci C—D, protoie
celkova zména volné energie
obou spraienych reakci je mensi
nei nula.

Jak spfazeni reakef miize
ovladat energeticky nepfiznivou reakci.
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VOLNA ENERGIE

Molekuly v zZivé burice jsou vybaveny energii diky svym
vibracim, rotacim a podélnému pohybu a diky energii ulozené
v jejich chemickych vazbach.

Volna energie (G) pfedstavuje energii molekuly, ktera by se
dala vyuZit pro uZiteénou praci pfi konstantni teploté, jakou lze
predpokladat u v&tsiny bunék. G se méfi v kilojoulech na mol
(diive se pouzivalo jednotky kilocalorie) plati, Ze

1 kJ = 0.239 keal
1 keal = 4.18 kJ

Ty ressmany

w

REAKCE ZPUSOBUJI NEUSPORADANOST

Predstavme si chemickou reakci probihajici v izolované
bunce pfi konstantni teploté a objemu. Tato reakce vede
k neuspofadanosti dvéma zpusoby.

1 Zmény ve vazebné energii reagujicich molekul obvykle
uvolfuji teplo, které zvy$uje neuspofadanost okoli.

l |
burika

2 Reakce miZe snizovat uspofadanost reagujici
molekuly napfiklad tim, ze $tépi dlouhy fetézec
molekul, nebo tim, Ze narusuje interakce, které zabranuji
rotaci chemickych vazeb.

Ny —

burika

teplo
57

AG

Zmeéna volné energie doprovézejici reakci se oznacéuje
AG, kde A znamena rozdil. Tak pro reakci

A+B— C+D
AG = (volna energie C+D) - (volna energie A+B)

AG se definuje tak, ze je mirou zmény neuspofadanosti
zpusobené reakci, tedy zmény uvnitf bunky plus vné
buriky diky uvolnénému teplu.

AG je v biochemii uziteéna, protoze je mirou toho,
jak daleko od rovnovahy se dana reakce nachazi.

Tak reakce
— +

je charakterizovana vysokou zapornou AG, protoze

v bunkach se naléza daleko od rovnovahy, nebot

se v burikach stale vyrabi nové ATP. Jakmile vSak bufika
zemfe, vétsina jejiho ATP se hydrolyzuje, aZ se dosahne
rovnovahy, kdy AG = 0. V tomto bodé probiha
dopfedna i zpétna reakce stejné rychle, takie nedochazi
k zadné celkové zméné.

REAKCNI RYCHLOST

Hovofime-li o spontanni reakci, neuvazujeme o dobe jejiho
pribéhu ¢ili rychlosti. Reakce doprovazena negativni zménou
volne energie (AG) nemusi nutné probihat rychle. Tak
napfiklad spaleni glukosy kyslikem

CH,OH
W i
CCOH H & + 60, —= 6CO, + 6H,0
S
(f | ma standardni zménu volné energie
H OH AG®=-2,87 MJ/mol

Avsak pres tuto ohromné pfiznivou zménu volné energie
nemusi reakce probéhnout po cela staleti, pokud nejsou

k dispozici enzymy, které by ji urychlily. Naopak jsou enzymy
schopny urychlit pribéh reakce, aniz by ménily jeji AG.
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SPONTANN/| REAKCE

Podle druhého zakona termodynamiky vime,

Ze neuspofadanost vesmiru musi vzriastat (viz str. 79).
Zmeéna volné energie AG je mirou zmény

v uspofadanosti zplsobené reakci a definujeme ji tak,
7e AG je zaporna, jestlize neuspofadanost vzrista.

Jinymi slovy, chemické reakce probihajici spontanné
musi mit zapornou AG.

G_nn_nrlu":ty = Greakiar'-ty =AG < 0

PRIKLAD: Rozdil volné energie 100 mL 10 mM

roztoku sacharosy a 100 mL roztoku 10 mM glukosy +
10 mM fruktosy je -23 J. Proto mulze hydrolyza
(sacharosa — glukosa + fruktosa) probihat samovolné
cili spontanne.

R Y ~

o ®°
LN

€y @O
o %
glukosa

+ fruktosa

-23J

sacharosa

Naopak opatna reakce (glukosa + fruktosa —»
sacharosa), jejiz AG je +23 J, nemUie probihat,

pokud reakci nespfahneme s jinou, exergonickou reakei
(viz str. 89).



PREDVIDANI PRUBEHU REAKCE

Abychom uréili vysledek reakce, zda bude probihat
doprava nebo doleva, kde se zastavi, atd., je tfeba znat
zménu jeji standardni energie {AG®).

Tato hodnota pfedstavuje zisk nebo ztratu volné
energie pfi reakci jednoho molu reaktantu na jeden
mol produktu za standardnich podminek, tedy pfi
koncentraci 1 M a pfi pH 7.

AG” pro nékteré reakce

o glukosa-1-P —= glukosa-6-P -7,1 kd/mol
E sacharosa — glukosa + fruktosa -23 kd/mol
>

. ATP —= ADP + P, -30,5 kJ/mol

glukosa + 60, —=6CO, + 6H,0  -2,87 MJ/mol

e e

gl

CHEMICKA ROVNOVAHA

Existuje pevny vztah mezi standardni zmé&nou volné
energie reakce, AG°, a jeji rovnovainou konstantou
K. Tak reverzibilni reakce

A =B
bude probihat tak dlouho, dokud se pomér

koncentraci [BJ/[A] nevyrovna K. Tehdy dosahne
volna energie systému svého minima.

rovnovainy
bod

volna
energie minimum
systemu e <+—— volné
energie
@ —l-
[A]
AG® =-5,68 kJ/mol log,oK
K = 102G75,68
Napfiklad reakce
CH,OH CH,0-P)
Q 0@ . O
—
glukosa-1-P glukosa-6-F

ma AG°=-7,27 kJ/mol. Proto bude rovnovaina

konstanta rovna K= 10777568 _ 10128 _ g

a reakce dosahne rovnovahy pfi pomeéru
[glukosa-6-Pl/[glukosa-1-P]1 =19

SPRAZENE REAKCE

Reakce Ize spfahnout, jestlize sdileji alespon jeden
spoleény intermediat. V naSem pfipadé je vysledna
zména volné energie prosté souétem jednotlivych
hodnot AG®. Reakce, kterd ma nevyhodnou, tedy
kladnou, zménu volné energie je tedy pohanéna
reakei s absolutné vétsi zapornou zménou volné
energie.

JEDNODUCHA REAKCE
AG°®=
+ —
& & oe . ..
glukosa fruktosa sacharosa

CISTY VYSLEDEK: reakce neprob&hne

SPRAZENA REAKCE
@ + Ar— @ + A0P
AG®=
| ==
glukosa glukosa-1-P 7.6 kJ/mol
ec  80—88e+®
glukosa-1-P fruktosa sacharosa

CISTY VYSLEDEK: sacharosa se vytvofi v reakci
pohanéné hydrolyzou ATP

MAKROERGNI VAZBY

Jednou z nejb&inéjsich reakci v bufice je hydrolyza,
pfi niz se kovalentni vazba $tépi za adice vody.

AG°této reakce se nékdy nazyvé vazebna energie.
Latky jako acetylfosfat a ATP jsou definovany
vysoce negativni hodnotou AG*® a obsahem

tzv. makroergnich vazeb.

AG®
{(kJ/mol)

acetyl(P) —  acetat + -43,1
ATP  —» ADP + -30,5

glukosa-6-P—=  glukosa + ® -13,8

(Pro jednoduchost byla v rovnicich
vynechana voda.)




Chemicka rovnovaha. Kdyz
reakce dosdhne rovnovahy, jsou toky
reagujicich molekul jednim i druhym
smérem stejné velké.

REAKCE

Tvorba B je energeticky vyhodnd, aviak diky termalnimu
bombardovani se bude vidycky néco B pfeméfiovat na A a naopak.

VYJDEME Z NESTEJNEHO POCTU MOLEKUL A A B

Pro kaidou se pfeméni
molekulu | e 0 vice molekul Ana B
nei naopak
A B

@ @ &l:ﬂ Pfeména B na A bude
meéné ¢asta, protoze je
B A k ni potfeba wy38i energie

srazky nei na pfeménu
proto se bude pomér AnaB
B ku A zvySovat ’

NAKONEC se vytvofi tolik molekul B, Ze to bude stacit ke kompenzaci
pomalé pfemény B — A. Tehdy se dosahne rovnovahy.

V ROVNOVAZE je poéet molekul A pfeméfovanych na molekuly B
za danou ¢asovou jednotku stejny jako pocet opaénych pfemén,
takie pomaér [A)/[B] bude konstantni.

Vztah mezi zménou

krabice obsahuje 90 ,hlav“ a 10 ,orlt“, ale je to méné pravdépodob- volné energie a rovno-

né, pokud krabice obsahuje 10 ,hlav® a 90 ,orld"“. Ze ZCEI? stve]ného véFion konstantoit
diivodu bude pfi vratné (reversibilni) reakci A = B velky prebytek
A oproti B podporovat priibéh reakce ve sméru A — B; bude tedy exi- e ot
B . . . onstanta energie
stovat vice molekul A podstupujicich reakci A — B neZ molekul B pod- - ——
stupujicich reakci B — A. Proto se AG stava tim zapornéjsi pro pre- 7 =K Voind energie litky A
chod A — B (a tim kladnéjsi pro pfechod B — A), €im vice vzriista (litr/mol) [kJimoll
pomér A k B. 10° 29,7
- - . e P - 4

Jak velky rozdil koncentrace je tfeba k vyrovnani daného poklesu 10, -23,7
energie chemické vazby (a soucasného uvolnéni tepla)? Odpoveéd ::gz :::
neni jasnd intuitivné, ale lze ji zjistit z termodynamické analyzy, ktera 10 5,85
umozni oddélit ¢ast zmény volné energie zavislou na koncentraci od 1 0
¢asti AG, ktera na koncentraci nezavisi. AG dané reakce lze pfitom 10: 585
psét jako soucet dvou ¢asti: prvni ¢ast, zvand standardni zména volné 124 :;;
energie, AG° , zavisi na vnitfnich vlastnostech reagujicich molekul, 10 54
zatimco druhd ¢dst zavisi na jejich koncentracich. Pro jednoduchou 10° 297

reakci A — B pii 37°C plati: i
Hodnoty rovnovainé konstanty byly vypoéteny

P, pro jednoduchou chemickou reakci A = B s pouiitim
AG= AG°+ RTIn ([B]/[A]) rovnice v textu.
kde AG je v kilojoulech na mol, [A] a [B] oznacuji koncentrace latek AG" je 2de uvedena v kilojoulech na mol pfi 37 °C
i i ISRV, i . s i 5 = (4,184 kJ = 1 keal). Jak je vysvétleno v textu,
AaBaln Je [JI:II'OZE.IIY logantmus, je UEb? pnpomenout_’l Z_E]’: In A_ AG® predstavuje rozdil volnych energii vychozich
2,303 log A. R je plynova konstanta rovnd 8,3145 ] mol K" a T je latek a produktu pfi standardnich podminkéch
- (kdyZ jsou vSechny slozky pfitomny v koncentraci
absolutni teplota v kelvinech. 1,0 molflitr).
o A% RS , ; : - .
Viimneéte si, Ze pfi stejné moléarni koncentraciA a B je AG= :ﬁ?G (pro Z této tabulky vidime, 76 pfi piiznivé zméné voiné
toze In 1=0). Jak asi spravné tusite, AG je tim zdpornéjsi, ¢im je pomeér energie -18 kJ/mal pro pfechad A — B bude ve stavu
B tisickrdt vice molekul nez ve stavu A,

B ku A mensi (pfirozeny logaritmus ¢isel mensich nez 1 je zaporny).
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KdyZ koncentrac¢ni efekt pravé vyrovnava impuls, ktery reakci
udéluje AG®, je dosazeno chemické rovnovahy. V takovém pfipadé
nedochazi k Zadné vysledné zméné volné energie, kterd by reakci
pohanéla v tom ¢i onom sméru (obr. 3-20) Plati zde, Ze AG = 0,
a z pfedchozi rovnice dostavame pro [A] a [B] vztah

—RT'In ([B]/[A])= AG".

coZ znamend, Ze pii 37 °C nastava chemicka rovnovaha, kdyZ (vyja-
dfeno v kJ/mol)

[B] f [A] — E-JGH-"EA-'_!TB

Tabulka 3-1 ukazuje, jak rovnovazny pomeér A ku B (vyjadfeny jako
rovnovazna konstanta K) zavisi na hodnoté AG®°.

Je ddleZité si uvédomit, Ze kdyz enzym (nebo jakykoli katalyzator)
sniZuje potiebnou aktivacni energii pro reakci A — B, sniZuje stejnym
zplisobem také aktiva¢ni energii pro reakci B — A (viz obr. 3-12).
Enzym tedy urychli reakce smérem doprava i doleva stejné a rovno-
vazny bod reakce a AG®ztistanou nedotéeny (obr. 3-21).

Pro nasledné reakce se hodnoty AG® s€itaji

Priibéh vétsiny reakci miiZze byt predpovézen kvantitativné. Byla vytvo-
fena velka sbirka termodynamickych tidajti, které umoznuji vypocitat
standardni zmény volné energie AG° pro vétsinu dileZitych metabolic-
kych reakci v bunce. Celkova zména volné energie v metabolické draze
je potom souctem zmén volné energie pro kazdy z dilé¢ich krokt této
drahy. Podivejte se napiiklad na dvé nasledné reakce

X=Y a Y—=Z

pro které jsou hodnoty AG°®+20,9 a-54,4 kJ/mol. (Vzpomente si, Ze mol
je 6 x 10* molekul latky.) Pokud tyto dvé reakce pobéZi za sebou, bude
AG?° celkové reakce 33,5 kJ/mol. Energeticky nevyhodna reakce X — Y,
kterd nepobéZi spontanné, muize byt pohanéna energeticky vyhodnou
reakci Y — Z za prfedpokladu, Ze tato reakce bude nasledovat po reakci
prvni. Je tfeba si uvédomit, Ze ur¢ité mnozstvi Y vznikne z X i v energe-
ticky nevyhodné reakci a je okamzité pouzito pro reakci Y — Z.

Bunky tedy mohou vyvolat energeticky nepfiznivou reakci X — Y,
pokud je enzym katalyzujici tuto reakci doplnén druhym enzymem,
ktery katalyzuje energeticky vyhodnou reakci Y — Z. Ve vysledném
efektu bude reakce Y — Z ptisobit jako ,Cerpadlo®, které fidi pfeménu
vSech molekul X v molekuly Y a z nich v molekuly Z (obr. 3-22).
Napriklad nekolik z reakci dlouhé dréhy, ve které se méni cukry v CO,

=AY —pB @
& E’_.*—e@
& 738l LT — by Bhe
el QepEST  EA— —Pgjhed
=6 = —i
X Y X Y
{A) NEKATALYZOVANA REAKCE (B) ENZYMOVE KATALYZOVANA REAKCE

Katalyza a vyuziti energie burikami

Zamyslete se nad analogii otfa-
sajicl se krabice s mincemi, ktera je popsa-
na v textu. Reakce pfeklapéni minci, pfi
které padné hlava (H) nebo orel (O}, je
popsana rovnici H = 0,

A. Jaké jsou AG a AG" v této analogii?

B. Co odpovida teploté, pfi které reakce
probiha? Co odpovida aktivacni energii
reakce? Predstavte si, Ze mate ,enzym”
zvany otfasaza, ktery tuto reakci kataly-
zuje. Jaky by mohl byt Géinek otfasazy
a co by, mechanicky vzato, mohla otfa-
saza délat v této analogii?

Enzymy nemohou posouvat
chemickou rovnovahu reakei. Enzymy,
podobneé jako jiné katalyzatory, urychluji
reakci stejné v obou smérech. Proto je
u katalyzované i nekatalyzované reakce
pocet molekul podstupujicich zménu X—Y
stejny jako pocet molekul reagujicich ve
sméru Y—X, kdyZ je pomér po¢tu molekul
Y k poctu molekul X 3,5:1. Jinymi slovy,
obé reakce dosahuji rovnovihy v témze
bodé.

93



(A} (B}

rovnovéiny bod reakce
KX—=Y Y—+Z

rovnovainy bod pro sled reakci X =Y -2

a H,0, je energeticky nevyhodnych. Reaktanty vSak presto spéji po
této draze ke svému cili, nebot celkovd AG ° pro sled po sobé jdoucich
reakci ma znacné zdpornou hodnotu.

Vytvofeni fady néslednych reakci se vsak casto z mnoha davoda
nehodi. Casto je pozadovanou drahou pouhd reakce X — Y bez dalsi
pfemény Y v néjaky jiny produkt. Nastésti existuji dal$i obecné zptiso-
by, jak vyuZit enzymy ke spiazeni reakci. Tyto zptisoby jsou hlavnim
namétem dalsi casti textu.

tivovaneé nosicove

Energie uvolnéna pri oxidaci molekul potravy musi byt pfechodné
uskladnéna do doby, neZ muiZe byt odeslana do mista vyroby jinych
burika potfebuje. Ve vétdiné pfipadii se uchovava jako energie chemic-
ké vazby v malém souboru aktivovanych ,nosic¢ovych molekul®, které

ENERGIE ENERGIE

molekula
vyzadovana bunkou,

molekula
potravy

sy

energeticky energeticky
vyhodna aktivované pfenasecové molekuly nevyhodnd
reakce m reakce
oxidovana dostupna
molekula potravy molekula v bufice
KATABOLISMUS ANABOLISMUS
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Obrazel 127 Jak mizZe byt energeticky
nevyhodna reakce pohdnéna nasledujici
druhou reakct. (A) V rovnovaze se
vyskytuji molekuly X v dvakrat vét§im
poctu nez molekuly Y, nebot stavu

X prislusi niZsi energie neZ stavu Y.

(B) V rovnovaze existuje 25krat vice
molekul Z nez Y, protoze molekuly Z maji
mnohem mensi energii neZ molekuly Y.
(C) Jsou-li reakce v (A) a (B) sprazeny,
budou se témér viechny molekuly

X ménit na molekuly Z.

( -5 Podivejte se pozorné na obra-
zek 3-22. Nacrtnéte energeticky diagram
podobny grafu na obrazku 3-12 pro obé
jednotlivé reakce a pro spojené reakce.
Ukazte v grafu standardni zmény energie
pro reakce X—Y, Y—=Z a X—Z. Ukaite, jak
by diagram zmeénily enzymy katalyzujici
tyto reakce.

Ol i1 Pfenos energie a dloha
aktivovanych pfena$e¢h v metabolismu.
Tim, Ze slouZi jako pfepravci energie, plni
molekuly aktivovanych pfenasecii svou
funkci prostfednika, ktery spojuje reakce
odbouravani molekul potravy

a uvolnovéni energie (katabolismus)

s biosyntézou malych a velkych
organickych molekul, kterd vyZaduje
energii (anabolismus).



obsahuji jednu ¢i vice energeticky bohatych vazeb. Tyto molekuly rych-
le difunduji burnikou a pfitom pfendaseji svou vazebnou energii z mista
jejtho vytvofeni do oblasti, kde je tato energie vyuZita pro biosyntézu
a dalsi nezbytné aktivity buriky (obr. 3-23).

Aktivované prenasece skladuji energii ve snadno sménitelné
formé: bud jako chemickou skupinu, kterd se ochotné pfenasi, nebo
jako elektrony s vysokym obsahem energie. Mohou tak byt v biosynte-
tickych reakcich zéroveri zdrojem energie i chemickych skupin. Z his-
torickych diivodt se tyto molekuly nékdy uvddéji jako koenzymy.
Nejdlezitéjsi z aktivovanych molekul jsou ATP a dvé blizce pfibuzné
molekuly NADH a NADPH. Uvidime, Ze buriky pouZivaji aktivované
nosi¢ové molekuly jako penize, jimiz plati za reakce, které by jinak
neprobéhly.

Tvorba aktivovaného nosice je spfaZzena s energeticky
vyhodnou reakci

Pii oxidaci paliva (napf. glukosy) v burice enzymové katalyzované reak-
ce zajisti, Ze se velka ¢4st volné energie uvolnéné béhem oxidace
zachyti v chemicky uZite¢né formé a nerozptyli se v podobé tepla. Toho
se dosahuje prostrednictvim spfaZené reakce, v niZ se energeticky
vyhodné reakce uZivd k pohonu reakce energeticky nevyhodné, ktera
vytvoii aktivovanou nosi¢ovou molekulu nebo zajisti jiné uZite¢né ulo-
7eni energie. Mechanismy sprazeni vyZaduji enzymy a jsou nepostra-
datelné pro v§echny energetické transakce v bunce.

Podstata spfazenych reakci je ilustrovana mechanickou analogii na
obr. 3-24, ve které je pfizniva chemickd reakce predstavovdana kusy
horniny padajicimi ze skaly. Energie padajicich kament by se normal-
né rozptylila jako teplo, které by vzniklo tfenim pfi dopadech kamenti
na zem (podivejte se na situaci s padajici cihlou na obr. 3-7). Pfi pecli-
vém navrhu by vsak ¢ést této energie mohla pohédnét lopatkové kolo,
které by zdvihalo védro vody (obr. 3-24B). ProtoZze kameny mohou
dopadnout na zem az poté, co uvedou do pohybu lopatkové kolo, fika-
me, Ze energeticky vyhodna reakce padani kamenti byla pfimo spraze-
na s energeticky nevyhodnou reakci zdvihdni védra s vodou. VSimnéte

Mechanicky model
ilustrujici pfiklad spfaZenych chemickych
reakci. Samovolna reakce v ¢asti (A) by
mobhla slouZit jako analogie pfimé oxidace
glukosy na CO, a H,0, kterd produkuje jen
teplo. V (B) je tatdZ reakce sprazena
s druhou reakci; tato druhd reakce by
mohla slouZit jako analogie pro syntézu
molekul aktivovanych pfenasecti. Energie
produkovan v (B) je v mnohem
uzite¢ngjsi formé a muiize byt pouZita
k pohonu jinak energeticky nevyhodnych
reakei (C).

(A]

{C)

o

UZITECNA
PRACE

kineticka energie se pfeménuje
pouze na teplo

¢ast kinetické energie se vyuZiva na zvedani
dzberu s vodou a jen mensi tast se
pieménfuje na teplo

Aktivované nosicové molekuly a biosyntéza

potencialni energie uloZena ve zvednutém
diberu se mize premeénit na kinetickou

a pohanét rizné stroje zaloZené na vyuiiti
hydraulického tlaku
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si, Ze diky tomu, Ze se ¢ést energie v (B) vyuZije k préci, dopadaji kame-
ny na zem mensi rychlosti nez v (A) a jen méné energie se rozptyli
v podobé tepla.

Presné stejny déj probiha v burikach, kde enzymy hraji roli analogic-
kou nasemu lopatkovému kolu. Mechanismy, probfrané v Kapitole 4,
sprahuji energeticky vyhodnou reakci, tfeba oxidaci potravy, s energetic-
ky nevyhodnou reakcei, napfiklad s tvorbou aktivované nosi¢ové moleku-
ly. V diisledku toho se mnozZstvi tepla uvolnéné pii oxidaci snizi pfesné
0 energii, ktera je uloZena v energeticky bohatych kovalentnich vazbach
aktivované nosicové molekuly. Aktivovand nosi¢ova molekula naopak
ziskava pridél energie v mnoZstvi, které staci k pohonu chemické reak-
ce na jiném misté v burice.

ATP je nejCastéji uzivanou nosicovou molekulou

NejdileZitéjSim a nejvSestrannéj$im aktivovanym nosi¢em v burice je
ATP (adenosin-5-trifosfat). Podobné jako mtize byt energie zvednu-
tého védra vody na obrdzku 3-24B pouzita k pohonu celé fady hyd-
raulickych stroju, slouzi ATP jako pohodInd a vSestranna energetické
rezerva ¢i ména k pohonu mnoha chemickych reakei v burikdch. Jak je
ukdzdno na obrazku 3-25, vznika ATP v energeticky nevyhodné fosfo-
rylacni reakci, ve které je k ADP pfiddna fosfatova skupina. Je-li tfeba,
odevzda ATP sviij energeticky balicek pfi energeticky vyhodné hydro-
lyze na ADP. Znovu vznikly ADP je potom dostupny pro dalsi kolo fos-
foryla¢ni reakce, v niz vznikd ATP

Energeticky vyhodnd reakce hydrolyzy ATP je spiaZena s mnoha
jinak nevyhodnymi reakcemi, v nichZ se syntetizuji dalsi molekuly.
S nekolika takovymi reakcemi se setkdme pozdéji v této kapitole.
Mnoho z nich zahrnuje pfenos termindlni fosfo-skupiny v ATP na jinou
molekulu, jak ndm ilustruje fosforylacni reakce na obrazku 3-26.

ATP je nejhojnéj8§im aktivhim nosi¢em v buiikdch. Jednim
z mnoha pfikladti jeho vyuziti je doddvka energie pumpéam, které pie-
pravuji latky do buriky i z buriky (Kapitola 12). Pohéni také molekulo-

fosfoanhydridové vazby

ai 40
"O-p-0-p-0-p-0-CH,
6o Bl B8

energie m

energie
ze Slunce pouzitelna pro
nebo bunéénou praci
a pro chemickou
z pot
—_— syntézu
(IJ_
‘0—|FT~O‘ + -o—llT—o—
@

anorganicky
fosfat (P)
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Pouzijte obrazku 3-24B k ilus-
traci nasledujici reakce pohanéné hydroly-
zou ATP:

X+ATP - Y+ ADP+ P

A, Kterd molekula & molekuly by maohly
byt v tomto pfipadé analogické (a) hor-
niné na vrcholu skély, (b) Glomkdm roz-
bité horniny na Upati skaly {c) védru
v jeho nejvyssim bodé&, (d) védru na
zemi?

B. Co by mohlo byt analogické (a) kusim
horniny dopadajicim na zem bez lopat-
koveho kola na obrazku 3-244A a (b) hyd-
raulickému stroji na obrazku 3-24C?

Vzajemna pfeména ATP
a ADP. Posledni dvé fosforylové skupiny
drzi se zbytkem molekuly pohromadé
fosfoanhydridovymi vazbami s vysokym
obsahem energie a ochotné se prendseji.
Po pfidani vody k ATP mtiZe vzniknout
ADP a (P). Tato hydrolyza koncového
fosfatu ATP poskytne 46-54 k] vyuZitelné
energie na mol reagujiciho ATP. Znac¢né
zapornd AG® této reakce ma nékolik
pricin. Uvolnéni koncové fosfatové
skupiny odstrani energeticky nevyhodné
odpuzovani mezi sousednimi zdpornymi
ndaboji a uvolnény ion anorganického
fosfatu (P,) je stabilizovan rezonanci
a energeticky vyhodnou tvorbou
vodikovych mustki s molekulami vody.
Tvorba ATP z ADP a P, pfedstavuje
obricenou hydrolyzu a vyZaduje spraZeni
této energeticky nevyhodné reakce s jinou
reakci, ktera je energeticky vyhodnéjsi.



hydroxylova |

|
skupina HO-C—C—
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g dd... OO
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o 0 ©
] ADP|
fosfoesterova |

vazba

vé motory, které umoznuji stahovani svalovych bunék a transport
materiall z jednoho konce dlouhého axonu nervové burky na druhy
(Kapitola 16).

Energie uloZena v ATP se Casto vyuZiva ke spojeni dvou
molekul

Uz jsme si vS§imli jednoho zptisobu, kterym lze energeticky vyhodnou
reakci spfdhnout s energeticky nevyhodnou reakci X — Y a umoznit tak
jeji priibéh. V tomto schématu druhy enzym katalyzuje energeticky
vyhodnou reakciY — Z a vtahuje do déje reakci pfemény X na 'Y (viz obr.
3-22). Je-li vsak poZadovanym produktem Y a nikoli Z, nelze tento
mechanismus vyuZit.

Castym typem reakce potfebné pro biosyntézu je spojeni dvou
molekul A a B za vzniku A-B v energeticky nevyhodné kondenzaéni
reakci

A-H +B-OH — A-B + H,O

Pro vznik A-B z A-H a B-OH existuje nepfimd draha spfazend s hydroly-
zou ATP, které reakci pohdni. V tomto pfipadé se energie z hydrolyzy ATP
pouZije nejprve k pfeméné B-OH na meziprodukt s vysokym obsahem
energie. Tato sloucenina potom reaguje pifimo s A-H za vzniku A-B.
Nejjednodussi mozny mechanismus zahrnuje prenos fosforylu z ATP na
B-OH za vzniku B-OPQ,, pficemZ se reakce sklad4d z pouhych dvou
krokti:

1. B-OH + ATP — B-0O-PO, + ADP
2.A-H + B-O-PO, > A-B+ P,

Cisty vysledek: B-OH + ATP + A-H — A-B + ADP + P,

Kondenzacni reakce, kterd je sama o sobé energeticky nepfizniva, je
v enzymove katalyzované reak¢ni draze pohanéna pfimym spfazenim
s hydrolyzou ATP (obrézek 3-27A).

Aktivované nosi¢ové molekuly a biosyntéza

Priklad reakce pfenosu
fosfoskupiny. ProtoZe se energeticky
bohatd fosfoanhydridova vazba v ATP
prevadi na vazbu fosfoesterovou, je tato
reakce energeticky vihodna a mé znac¢né
zapornou AG®, Reakce tohoto typu jsou
zahrnuty v syntéze fosfolipidi a v prvnich
krocich odbourdvani cukrti.

Fosfoanhydridova wvazba
s vysokym obsahem energie, kterd v ATP
vznikla pfi kondenzaci dvou fosfatovych
skupin, ma AG® 30,5 kJ/mol. Hydrolyza této
vazby uvolni 46-54 kJ vyuzitelné energie
na 1 mol ATP. Jak je to mozné? Proc je
podle vads misto pfesné hodnoty AG®
udano rozmezi energii?
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Biosynteticka reakce piesné tohoto typu se uplatiiuje pfi syntéze
aminokyseliny glutaminu, jak je ukdzdno na obrazku 3-27B. Brzy uvidi-
me, Ze velmi podobné (ale slozitéjsi) mechanismy jsou vyuzivany k pro-
dukci témét viech velkych molekul v burice.

NADH a NADPH jsou dtileZité pfenasece elektronti

Dalsi molekuly aktivovanych pfenasecti se ticastni oxidaéné-reduke-
nich reakci a jsou obecné ¢asti sprazenych reakci v bunkéch. Tyto akti-
vované prenasece se zaméruji na vysokoenergetické elektrony a atomy
leotid) a blizce pribuzny NADP" (nikotinamidadenindinukleotidfos-
fat). Pozdéji prozkoumame nékteré reakce, jichz se tyto latky dcastni.
NAD* a NADP® ziskavaji pfi své pfeméné na NADH (redukovany niko-
tinamidadenindinukleotid) a NADPH (redukovany nikotinamidade-
nindinukleotidfosfat) kazdy po ,balicku energie“, ktery odpovida
dvéma vysokoenergetickym elektrontim a protonu (H"). Na tyto mole-
kuly Ize tedy pohliZet i jako na prenaSece vodikovych iontti (H" a dva
elektrony, neboli H).
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Obs Priklad energeticky
nevyhodné biosyntetické reakce, kterou
pohéni hydrolyza ATP. (A) Schematické
zndzornéni tvorby A-B v kondenzaéni
reakci popsané v textu. (B) Biosyntéza
glutaminu, Kyselina glutamova je nejprve
prevedena na fosforylovany meziprodukt

s vysokym obsahem energie (ktery
odpovida sloucenine B-O-PO, popsané

v textu). Tento meziprodukt potom reaguje
s amoniakem (odpovidajicim slouc¢eniné
A-H) za vzniku glutaminu. V tomto
piipadé se oba kroky odehravaji na
povrchu stejného enzymu
glutaminsynidzy. Viimnéte si, Ze
aminokyseliny jsou pro vétsi ndzornost
uvedeny ve svych neiontovych formach.
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Podobneé jako ATP je i NADPH aktivovanym nosic¢em, jenz se tucast-
ni mnoha dulezitych biosyntetickych reakci, které by jinak byly energe-
ticky nevyhodné. NADPH je produkovdn podle obecného schematu
ukdzaného na obrazku 3-28. Ve zvlastni sadé energeticky vyhodnych
katabolickych reakci se z molekuly substratu odstrani vodikovy atom
H a dva elektrony a pfidaji se k nikotinamidovému kruhu NADP'; tak
vznikne NADPH. Jde o typickou oxida¢né-redukéni reakci: substrat je
oxidovdan a NADP" je redukovén.

NADPH ochotné odevzdava ziskany hydridovy ion v naslednych
oxidacné-redukénich reakcich, nebot kruh muzZe bez tohoto iontu
dosahnout stabilnéjsiho usporadani elektronti. V této nasledné reakci,
vytvafejici NADP®, je to NADPH, ktery se oxiduje, zatimco substrit je
redukovan. NADPH ochotné odevzdava sviij hydridovy ion jinym mole-
kulam ze stejného divodu jako ATP ochotné prenasi zbytek kyseliny fos-
fore¢né: v obou pfipadech je pfenos doprovazen uvolnénim velkého

' Zavérecnd faze jedné z biochemickych cest vedoucich
k cholesterolu. Jako u mnoha jinych biosyntetickych reakei se redukce
vazby C=C dosahuje pfenosem hydridového iontu z nosi¢ové molekuly
NADPH a protonu (H”) z roztoku.

Aktivované nosic¢ové molekuly a biosyntéza

 NADPH, diileZity pfenasec
elektronii. (A) NADPH se tvofi v reakcich
obecného typu ukdzanych vlevo, ve
kterych se ze substratu odstrani dva
vodikové atomy. Oxidovand forma
nosicové molekuly, NADP, ziskd jeden
vodikovy atom a jeden elektron (hydridovy
ion), zatimco proton (H) z druhého
atomu H je uvolnén do roztoku. Protoze
NADPH drzi sviij hydridovy ion
vysokoenergetickou vazbou, milZe se tento
pridany hydridovy ion snadno pfenést na
jiné molekuly, jak je ukdzdno vpravo.
(B) Struktura NADP* a NADPH. Cést
molekuly NADP*, znama4 jako
nikotinamidovy kruh, pfijima dva
elektrony spolecné s protonem (ekvivalent
hydridového iontu H') a vytvaii NADPH.
Molekuly NAD" a NADH maiji stejnou
strukturu jako NADP® a NADPH, jen s tim
rozdilem, Ze obéma z nich chybi ukdzana
fosfatova skupina.

7-DEHYDROCHOLESTEROL

c
C
HO N
H
G
G
HO P~
H CHOLESTEROL
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Nékteré aktivované prenasecové molekuly
s Sirokym uplatnénim v metabolismu

Aktivovany prenasec Prendsend

skupina
ATP fosfatova skupina
NADH, NADPH, FADH, elektrony a atomy vodiku
acetyl CoA acetylova skupina
karboxylovany biotin karboxylova skupina
S-adenosylmethionin methylova skupina
uridindifosfoglukosa glukosa

mnoZstvi volné energie. Pfiklad vyuziti NADPH v biosyntéze je ukazan
na obrazku 3-29.

Rozdil jednoho zbytku kyseliny fosfore¢né nem4d podstatny vliv na
schopnosti pfenosu elektrontt u NADPH ve srovnani s NADH, ale je
velmi dalezity pfi jejich rozdilnych rolich. Fosfatova skupina, kterou ma
NADPH navic, je daleko od oblasti ti¢astnici se prenosu elektront (viz
obr. 3-28B) a nema zadny vliv na reakci pfenosu. Dava vsak molekule
NADPH ve srovnani s NADH ponékud odlisny tvar, a proto se NADH
a NADPH véaZzou k odlisnym skupindm enzymt. Tyto dva rtizné typy
nosict se tedy pouzivaji k pfenosu elektronti (nebo hydridovych iontti)
do rtiznych mist uréeni.

K ¢emu je dobra takovd délba prace? Odpoved spociva v potiebé
regulovat nezdvisle dva typy reakci s pfenosem elektronu. NADPH spo-
lupracuje predevSim s enzymy, které katalyzuji anabolické reakce,
a dodéva elektrony s vysokym obsahem energie pro syntézu energeticky
bohatych biologickych molekul. Naopak NADH hraje zvlastni tilohu jako
intermediat v katabolickém systému reakci, které vytvareji ATP oxidaci
molekul potravy, jak se probird v Kapitole 4. Tvorba NADH z NAD*
a NADPH z NADP" probiha rtiznymi cestami,které jsou nezavisle regulo-
vany, takZe buiika miize nastavit dodavani elektronti pro oba protichtid-
né tcely. Uvnitf bunky je udrzovan vysoky pomér NAD" k NADH, zatim-
co pomér NADP* k NADPH je udrzovan nizky. To poskytuje velké mnoz-
stvi NAD" jako oxidac¢niho ¢inidla a velké mnoZstvi NADPH jako ¢inidla
redukéniho — presné tak, jak to vyZaduji jejich zvlastni tlohy v katabolis-
mu a anabolismu.

V burikach existuje mnoho dal$ich aktivovanych
prenasecovych molekul

Existuje celd fada dalSich aktivovanych pfenaseci, které piebiraji a pre-
naseji chemickou skupinu v reaktivni energeticky bohaté vazbé (tabul-
ka 3-2). Napfiklad koenzym A prenasi ve vysoce reaktivni vazbé acetylo-
vou skupinu a je v této formé znam jako acetyl-CoA (acetylkoenzym A).
Struktura acetylkoenzymu A je ukdzana na obrazku 3-30; pfi biosyntéze
vetsich molekul pfidava acetyl-CoA dvé uhlikové jednotky.

V acetyl-CoA a v dalsich pfenasecovych molekulach v tabulce 3-2
predstavuje pfendsend skupina jen malou ¢ast molekuly. Zbytek je tvo-
fen velkou organickou ¢asti, kterd slouzi jako pohodlna ,rukojet*, kterd
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skupina

nukleotid

H H O HH O H CHiH
HsC | o O I
S ek R T A

O HHH HHH OHCH;H
makroergni
vazba
| J1

acetylova skupina CoA

specifickému enzymu usnadnuje nalezeni nosicové molekuly. Stejné
jako u acetyl-CoA obsahuje tato rukojetové ¢ést velmi casto nukleotid;
tato zvlastni skute¢nost je moznd evoluénim pozistatkem. M4 se za to,
Ze hlavnimi katalyzétory pro prvni formy zivota na Zemi byly molekuly
RNA (nebo jejich blizké ptibuzné) a ze proteiny vznikly az v dalsim sta-
diu evoluce (viz Kapitola 7). To svadi k zavéru, Ze mnoho dnes znamych
pienaSecovych molekul m4 sviij ptivod v raném svété ribonukleovych
kyselin, kde mohla byt jejich nukleotidova ¢ast uZite¢na pro vazbu téch-
to molekul k enzymiim na bazi RNA.

AKTIVACE KARBOXYLOVE SKUPINY

\LC.
- makroergni

ATP |
@E®-0-cr, < A0EN )
-

hydrogenkarbonat %

pyruvatkarboxylasa

Aktivované nosicové molekuly a biosyntéza

)brizek ! Struktura molekuly
dilezitého akmfuvaneho nosice acetyl-
CoA. Nad strukturou je ukdzany
prostorovy model. Atom siry (Zluté) tvoii
thioesterovy mustek k acetatu. ProtoZe se
jedna o vazbu s vysokym obsahem
energie, kterd velké mnoZstvi této energie
uvoliiuje pfi hydrolyze, prenasi se
acetylova skupina ochotné na jiné
molekuly.

| Pfenos karboxylové skupiny
za pouZziti aktivované pienasecové
molekuly. Karboxylovaného biotinu
pouziva enzym pyruvdtkarboxyldza
k pfenosu karboxylové skupiny pfi tvorbé
oxalacetatu, molekuly potfebné pro cyklus
kyseliny citronové. Karboxylovou skupinu
v této reakci pfijima pyruvat; jiné enzymy
vyuzivaji biotin k pfenosu karboxylové
skupiny na jiné akceptorové molekuly.
Viimnéte si, Ze syntéza karboxylovaného
biotinu vyZaduje energii pochdzejici z ATP
- to je obecnou vlastnosti mnoha
aktivovanych nosicu.

PRENOS KARBOXYLOVE SKUPINY

oxalacetat
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A—H + HO—B J > A—B L

Kondenzace a hydrolyza
jako opa¢né reakce. Makromolekuly
v butice jsou polymery, které vznikaji

L e it +HO— z podjednotek (neboli monomerti)
energeticky ensrgeticky kondenza¢ni reakci a odbourévaji se
nevyhodna vyhodna hydrolyzou. Viechny kondenzacni reakce

jsou energeticky nevyhodné.

Piiklady typu pfenosovych reakci katalyzovanych aktivovanymi
nosi¢ovymi molekulami ATP (pfenos fosfatové skupiny) a NADPH (pre-
nos elektroni a vodiku) byly ukdzany na obrazcich 3-26 a 3-29. Dals{
reakce mohou zahrnovat prenos methylu, karboxylu a glukosového
zbytku pro tGcely biosyntézy. Aktivované nosi¢e obvykle vznikaji v reak-
cich sptrazenych s hydrolyzou ATP (obrazek 3-31). Proto energie, kterd
jejich skupindm umoznuje pouziti v biosyntéze, nakonec pochézi
z katabolickych reakci, které vytvafeji ATP. Podobné déje probihaji pfi
syntéze makromolekul v bunce — nukleovych kyselin, proteinti a poly-

sacharidd, které probereme pozdéji.

POLYSACHARIDY

glukosa glykogen
CH,OH CH,OH CH,OH
o] O O
OH OH OH
HO OH HO O o .
OH OH OH

energie hydrolyzy
H20 nukleosidtrifosfatu

CH,OH CH,OH CH,OH
(@] (0] @]
OH OH OH
HO O 0 B
OH OH OH
glykogen
PROTEINY
protein aminokyselina
H e R o H H 0
Wl o | 7
----- BN N—E—C
| s |
R B OH H R OH

energie hydrolyzy
H20 nukleosidtrifosfatu

T T I
|

_____ CI—C_IIQ_CI_C_I\II_(!:_C
R H H R
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NUKLEOVE KYSELINY

0 O

(@] OH C|) OH
|
0= Ii’—O‘ 0= I|-" %
RNA ? C|)
CH, CH,
(0] @)
OH OH $ @] OH
energie hydrolyzy 0= l!’—O‘
nukleosidtrifosfatu |
B i
O=P—0" CH,
| O
7
nukleotid CH,
O OH OH
RNA
OH OH

Syntéza polysacharidi, proteint a nukleovych kyselin.
Syntéza kazdého druhu biologického polymeru zahrnuje ztratu vody
pii kondenzaéni reakci. Neni ukdzdna spotfeba vysokoenergetickych
nukleosidtrifosfatt, které jsou zapotfebi k aktivaci kazdého
monomeru pfed jeho adici. Naproti tomu obrédcena reakce —
odbourani viech tii typh polymerti — probiha uZ pfi pouhém priddni
vody (hydrolyza).



(A) (B)

oo 2 ATP
O = 2
RIBOSA A
adenosintrifosfat (ATP)
H20 —_—
H,0O
+
g 9 g ) kL
V=== I O™+ O-P-0O-—<CH,
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difosfat RIBOSA
H,O =~
adenosinmonofosfat (AMP}
H,O
*
T 7
B=R=Cr + 7 —Fl’—O‘
& &
fosfat fosfat

Syntéza biologickych polymert vyZaduje pfisun energie

Makromolekuly buiiky tvofi naprostou vétsinu jeji suché hmotnosti,
tedy hmotnosti, do niZ se nepo¢itd voda. Tyto molekuly jsou vytvore-
ny z podjednotek (monomertl), spojenych v kondenzacni reakci,
v niz byly ze dvou reagujicich latek odstranény ¢asti molekuly vody
OH a H. Z toho plyne, Ze obrdcenad reakce — odbourani viech tfi typt
polymert, se déje enzymové katalyzovanou adici vody (hydrolyza).
Tato hydrolyticka reakce je energeticky vyhodn4, zatimco biosynte-
(obr. 3-32).

Nukleové kyseliny (DNA a RNA), proteiny a polysacharidy jsou
polymery vzniklé opakovanou adici podjednotek (zvanych také
monomery) k jednomu konci rostouciho fetézce. Zptisob syntézy
kazdého z téchto typtt molekul je naértnut na obrazku 3-33. Jak je
vidét, zavisi kondenzac¢ni krok v kazdém z téchto piipadt na energii
z hydrolyzy nukleosidtrifosfatu. S vyjimkou nukleovych kyselin nezii-
stavaji ve vyslednych molekuldach zadné fosfiatové skupiny. Které
reakce uvolniuji energii z hydrolyzy ATP spfaZené se syntézou
polymerti?

Pro kazdy typ makromolekuly existuje enzymové katalyzovana
dréha, ktera pifipomind dfive probiranou drdhu syntézy aminokyse-
liny glutaminu (viz obr. 3-27). Princip je zcela shodny, nebot skupina
OH urcena k odstranéni se nejprve aktivuje zapojenim do vysokoe-

Aktivované nosi¢ové molekuly a biosyntéza

. Alternativni drdha pro
hydrolyzu ATP, v niZ se nejprve utvori
difosfat, ktery posléze hydrolyzuje. Tato
drdha uvolfiuje dvakrat vice energie nez
reakce ukdzand dfive na obrdzku 3-25.
(A) Ve dvou ndslednych hydrolytickych
reakcich ziistanou kyslikové atomy ze
zicastnivsich se molekul vody vazéiny
v produktech, ale vodikové atomy disociuji
za vzniku volnych vodikovych iont H'.
(B) Celkovd reakce ukdzdna v souhrnné
podobé.
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nergetické vazby s druhou molekulou. Skute¢né mechanismy pouzi-
vané ke sprazeni hydrolyzy ATP se syntézou proteinti a polysachari-
dt jsou vSak slozitéjsi neZ mechanismy spfazeni pouZité u syntézy glu-
taminu; konec¢nou vysokoenergetickou vazbu, ktera je v kondenzacnim
kroku prerusena, vytvéii fada intermedidtt s vysokym obsahem energie
(jak se probira v Kapitole 7 u syntézy proteinti).

Pro to, do jaké miry mtZe dany aktivovany nosi¢ fidit biosyntézu,
existuji urcita omezeni. AG hydrolyzy ATP na ADP a anorganicky fosfat
(P) zavisi na koncentracich vSech reaktantt, aviak za obvyklych podmi-
nek v bunce ¢ini -45 aZ -55 kJ/mol.Tato hydrolyticka reakce se dé v zasa-
dé pouZit k pohonu energeticky nevyhodné reakce s AG feknéme +42
kJ/mol za predpokladu, Ze je dostupnd vhodna reakéni draha. Pro nékte-
ré biosyntetické reakce viak ani -55 kj/mol nemusi stacit.V tomto pfipa-
dé muze byt drdha hydrolyzy ATP zménéna, takZe nejprve vznika AMP
a difosfat (PP), ktery potom sam v dal$im kroku hydrolyzuje (obr. 3-34).
Celkovy d&j umoZiiuje thrnnou zménu volné energie asi -110 kJ/mol. Na
obrazku 3-35 je ukdzédna dlilezitd biosynteticka reakce pohdnéna timto
zptsobem — syntéza nukleové kyseliny (polynukleotidu).
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Syntéza polynukleotidu,
RNA nebo DNA, je mnohastupfiovym
déjem pohdnénym hydrolyzou ATP.
V prvnim kroku je nukleosidmonofosfat
aktivovan postupnym pfenosem
koncovych fosforylovych skupin z moleku!
ATP. Vysokoenergeticky meziprodukt -
nukleosidtrifosfat - existuje volny
v roztoku, dokud nezreaguje s rostoucim
koncem fetézce RNA nebo DNA za
uvolnéni difosfatu.Hydrolyza posledni
slouceniny na anorganicky fosfat je
energeticky velmi vyhodnd a podporuje
celkovou reakci ve sméru syntézy
polynukleotidu.

! Kterd z nasledujicich reake!
bude probihat jen ve sprazeni s druhou,
energeticky vyhodnou reakci?

A. glukosa + O, — CO, + H,0

B. CO; + H,0 — glukosa + O,

C. nukleosidtrifosfaty — DNA

D. nukleotidové baze — nukleosidtrifos-
faty

E. ADP + P — ATP



Buriky jsou schopny existence diky stalému pfi-
sunu energie. Cést této energie se vyuziva k pro-
vadéni zdkladnich funkci, jakymi jsou tdrZba,
rtist a reprodukce, a zbytek se ztrati v podobé
tepla.

Prvotnim zdrojem energie pro vétsinu Zivych
organismi je Slunce. Rostliny a fotosyntetické
bakterie pouZivaji slunec¢ni energii k vytvdfeni
organickych molekul z oxidu uhli¢itého. Zivoci-
chové ziskdvaji potravu pojiddnim rostlin nebo
jinych Zivocichu, ktefi se Zivi rostlinami.

Velkda vétdina z mnoha stovek chemickych reakci
probihajicich v butice je specificky katalyzovadna
enzymem. R@zné enzymy pracuji ve velkych
poctech za sebou a utvéreji reakéni fetézce zvané
metabolické drahy. Kazdd z téchto drah plni
v burice svou specifickou funkci.

Katabolické reakce odbouravaji molekuly potravy
v oxidaénich drahdch a uvoliuji energii.
Anabolické reakce vytvafeji mnoho sloZitych
molekul, které bunka potiebuje, a vyZaduji pfisun
energie. Stavebni bloky i energie potfebnd pro
anabolické reakce se v Zivoc¢isnych burkéch ziska-
vaji pfi katabolismu.

Enzymy katalyzuji reakce tak, Ze se vaZou k urci-
tym molekuldm substratu zptisobem, ktery snizu-
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Mohou probihat jen takové chemické reakce,
které zvysuji celkové mnozstvi neusporddanosti
ve vesmiru. Zmeéna volné energie pii reakci AG je
méfitkem této neuspofadanosti a musi byt mensi
ne7 nula, aby reakce probéhla.

Zména volné energie AG pfi chemicke reakci zévi-
si na koncentracich reagujicich molekul a lze ji
z téchto koncentraci vypocitat, pokud je zndma
rovnovazné konstanta reakce (K) nebo pokud jsou
znamy standardni zmény volné energie AG® reak-
tantd.

Vytvoienim reakéni drahy, ktera sprahuje energe-
ticky vyhodnou reakci s energeticky nevyhodnou,
umozni enzymy priibéh jinak nemoZnych reakci.

V téchto pripadech sprazeni hraje ustfedni roli
malé skupina molekul aktivovanych nosicti, zvlas-
té ATP NADH a NADPH. ATP piendsi vysokoener-
geticky vazané fosforylové skupiny, zatimco
NADH a NADPH pfendseji vysokoenergetické
elektrony.

Molekuly potravy poskytuji uhlikaté kostry k tvor-
bé vétsich molekul. Kovalentni vazby téchto vét-
§ich molekul obvykle vznikaji v reakcich spfaZe-
nych s energeticky vvhodnymi zménami vazeb
v molekuldch aktivovanych pfenasecti jako ATP
a NADPH.

dychéani metabolismus rovnovdha
acetylkoengym A entropie NAD", NADH sprazena reakce
ADB ATP enzymy NADP*, NADPH substrat
aktivaéni energie fotosyntéza oxidace volné energie
aktivovany nosic AG AG redukce
difuze katalyzator respirace



Buiiky vyZzaduji neustaly pfisun energie pro tvorbu a udrzovani biolo-
gického poradku, ktery je ¢ini Zivymi. Tato energie pochazi z energie
chemickych vazeb v molekulach potravy, jeZ pro bunku pfedstavuji
zakladni pohonnou hmotu.

Zvlasté dualezitymi molekulami tohoto paliva jsou cukry.
Rostliny vytvéfeji své vlastni cukry fotosyntézou, zatimco zivocichoveé
ziskavaji cukry i dalsi molekuly, jako napfiklad Skrob, pojidanim
ostatnich organismti. Proces oxidace cukrii a tvorby energie je vSak
u rostlin a Zivoc¢ichli velmi podobny. Obecny princip, kterym se cely
proces fidi, je ukdzan na obrazku 4-1. UZite¢nd energie pochézi z che-
mickych vazeb v cukru a uvolni se pfi jeho oxidaci na CO, a H,0. Tato
energie je ulozena ve formé vysokoenergetickych chemickych vazeb
v molekulach aktivovanych nosi¢ti, jako jsou napriklad ATP a NADPH,
které naopak slouzi jako pfenosné zdroje chemickych skupin a elek-
tronti pro potfeby biosyntézy (viz Kapitolu 3). Molekuly aktivovanych
nosic¢ prenaseji balicek energie ¢i potfebnou chemickou skupinu

{A) postupna oxidace cukru v bufikach (B} pfimé spaleni cukru

" vysoka
nizka aktivaéni energie aktivagni
pfekonatelna télesnou enargle |
teplotou poskytnuta
N teplem

Bk + B9 | 1208

viechna
volna
energie je
uvolnéna
jako teplo
a fadna
neni
uloiena

aktivované
pfenasetove
molekuly

Volna energie —u

-

—> CO,+ H,0 Le CO,+H,0

Molekuly potravy jsou odbourdviny ve
tiech fazich a ddvaji tak vzniknout
ATP :

Glykolyza je tstfedni dradhou tvorby ATP

Fermentace umoznuje produkci ATP za
nepfiitomnosti kysliku

Glykolyza je pfikladem enzymového
spfazeni oxidace s ukldddnim energie

Cukry i tuky se odbourdvaji na acetyl-
CoA v mitochondriich

Cyklus kyseliny citronové vytvaii NADH
oxidaci acetylovych skupin na CO,

Transport elektronii pohdni syntézu ATP
ve vét§iné bunék

Organismy uklddaji molekuly potravy
ve specidlnich zasobarnach

Mnoho biosyntetickych drah zacind
glykolyzou nebo citratovym cyklem

Metabolismus je organizovdn
a regulovan

Schematické zndzornéni
fizené postupné oxidace cukru v burice
ve srovnani s normdalnim spalenim.

V burice enzymy katalyzuji oxidaci cestou
malych krok(, v nichZ se volnd energie
piendsi v pifiméfené velkych davkach na
prenasecové molekuly — nejcastéji na ATP
a NADH. V kazdém kroku ovlada enzym
reakci sniZenim bariéry aktivacni energie,
kterou musi reakce nejprve piekonat.
Celkové volna energie uvolnénd pfi reakci
je pro (A) i (B) pfesné stejna.
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vhodné velikosti v jednostupiiové, enzymem katalyzované reakci bio-
syntetické drahy. Pfi jednostupniové oxidaci molekuly paliva, jakym je
glukosa, se uvolni mnohem vétsi mnozstvi energie, nez by mohla
molekula jakéhokoli aktivovaného pfenasece pojmout. Proto misto
toho pouZzivaji buiikky enzymy k oxidaci molekul potravy v peclivé
regulovaném sledu reakci: molekula glukosy se odbourava postupné
a vydava svou energii aktivovanym pfenasecovym molekuldm po
malych davkach ve sprazenych reakcich (viz obr. 3-23). Timto zptiso-
bem je velka ¢ast energie uvolnéné pii oxidaci glukosy uloZena a je
dostupnd pro pozdéjsi uzite¢nou praci v burice.

V této kapitole budeme sledovat hlavni kroky v odbourani
neboli katabolismu cukri a ukdzeme si, jak umoznuji vznik ATE
NADH a ostatnich molekul aktivovanych pfenasecti v Zivoc¢isnych
bunkéach. Zaméiime se na odbouradni glukosy, protoze pravé tato
reakce hraje hlavni roli v produkci energie u vétsiny Zivoci$nych
bunék. Navic se velmi podobna drdaha vyskytuje u rostlin, hub
a mnoha bakterii. Jiné molekuly, jako mastné kyseliny a proteiny,
mohou také slouzit jako zdroje energie, pokud jsou soustfedény ve
vhodnych enzymovych drahéch.

Zivocisné buriky vytvafeji ATP dvéma zptisoby. Prvnim z nich je fada
enzymoveé katalyzovanych reakci v cytosolu, kterd konéi ¢aste¢nou
oxidaci molekul potravy. Druhy déj se odehrava v mitochondriich
a k vyrobé ATP vyuZiva energii aktivovanych prenasecovych molekul.
Mechanismus tohoto druhého déje je podrobné popsan v Kapitole
13. Zde se zaméfime na sled reakci, pfi nichZ se molekuly potravy ¢as-
tecné oxiduji za vzniku ATP a aktivovanych pfenasecovych molekul
potiebnych pro ziskdvani energie v mitochondriich.

Molekuly potravy jsou odbouravany ve t¥ech fazich
a davaji tak vzniknout ATP

Nez mohou nase bunky vyuzit proteiny, lipidy a polysacharidy, tvofi-
ci vétSinu potravy, kterou pfijimame, musi je odbourat na malé mole-
kuly. Ty pak mohou slouzit jako zdroj energie nebo jako stavebni
bloky pro jiné molekuly. Reakce odbourani musi ptisobit na moleku-
ly potravy pfijaté z vnéjsku, nikoli vSak na makromolekuly uvnitf
nasich vlastnich bunék. Prvni fazi enzymového odbourani molekul
potravy je proto frdveni, které probihd bud v naSich stfevech vné
bunék nebo ve specializovanych organelach uvnitf bunék - lyzoso-
mech. (Membréna okolo lyzosomu udrZuje jeho travici enzymy oddé-
lené od cytosolu; viz Kapitolu 14.) Velké polymerni molekuly z potra-
Vy jsou pfi traveni plisobenim enzymitl odbourany na své monomer-
ni podjednotky: proteiny na aminokyseliny, polysacharidy na mono-
merni cukry a tuky na mastné kyseliny a glycerol. Po natrdveni mak-
romolekul vstupuji malé organické molekuly odvozené z potravy do
cytosolu burky, kde za¢ind jejich postupnad oxidace. Jak je ukazédno na
obrdzku 4-2, probiha oxidace v buné¢ném katabolismu v dalsich
dvou fazich: faze 2 za¢ind v cytosolu a kon¢i v mitochondriich, zatim-
co tieti fize se odehrava jen v mitochondriich.
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Ve druhé fazi preménuje fetézec reakci zvany glykolyza kaz-
dou molekulu glukosy na dvé mensi molekuly pyruvatu. Ostatni
cukry se méni na pyruvat podobné po svém pfevedeni na jeden
z cukernych meziproduktl v této glykolytické draze. Béhem tvorby
pyruvatu vznikaji dva typy aktivovanych pfenasecovych molekul -
ATP a NADH. Pyruvat potom pfechazi z cytosolu do mitochondrii.
Tam je kazda molekula pyruvatu prevedena na CO, a dvouuhlikovou
acetylovou skupinu, ktera se pfipoji ke koenzymu A (CoA). Vznikne
acetyl-CoA, dalsi z molekul aktivovanych pfenaSecti probiranych

Odbouréni cukrii a tuki

Obrazel 1-2 Zjednodudeny diagram tfi fazi
bunééného metabolismu, které

v Zivo&isnych buiikdch vedou od potravy

k celé Fadé produktii. Tato fada reakei
vytvari ATP, ktery je potom vyuZivan

k pohonu biosyntetickych reakei a dalsich
energii vyZzadujicich déji v bunce. Faze 1
probihd mimo buriky. Faze 2 probiha hlavné
v cytosolu, kromé posledniho kroku
pfemény pyruvitu na acetylové skupiny

v acetylkoenzymu A, jenz se odehrdva

v mitochondriich. Faze 3 probihd

v mitochondriich.
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v Kapitole 3 (viz obrazek 3-30). Velkd mnozstvi acetyl-CoA se tvofi
také pfi postupném odbourdni a oxidaci mastnych kyselin odvoze-
nych z tuk, které jsou pfendseny v krevnim fecisti, dostavaji se do
bunék jako mastné kyseliny a potom jsou ve formé acyltt pfedavany
do mitochondrii k vyrobé acetyl-CoA.

Treti faze oxida¢niho odbourdani molekul potravy se cela ode-
hrava v mitochondriich. Acetylova skupina v acetyl-CoA je s koenzy-
mem A spojena vazbou s vysokym obsahem energie, a proto se snad-
no pfendsi na jiné molekuly. Po svém pfenosu na ¢tyfuhlikovou mole-
kulu oxalacetatu vstupuje acetylova skupina do sledu reakci zvaného
cyklus kyseliny citronové. Brzy si ukdzeme, jak je acetylovad skupina
v téchto reakcich oxidovdana na CO, za soucasné tvorby velkého
mnozstvi pfenasece elektronti, NADH. Nakonec elektrony s vysokym
obsahem energie z NADH prochdzeji fetézcem prenosu elektronti ve
vnitini mitochondridlni membréané, kde se energie uvoliiované pri
tomto pochodu pouziva k vyrobé ATP za spotfeby molekuldarniho kys-
liku (O,). Pravé v téchto poslednich krocich se zachyti vétsina energie
uvolnéné pfi oxidaci a pouzije se k produkci vétsiny bunééného ATP.

Protoze energie k pohonu syntézy ATP v mitochondriich
nakonec pochazi z oxida¢niho odbourdani molekul potravy, je fosfory-
lace ADP na ATP, kterd je pohdnéna elektronovym transportem
v mitochondriich, zndma jako oxidacni fosforylace. Podivuhodné
déje, které se béhem oxidac¢ni fosforylace odehravaji ve vnitini mito-
chondridlni membréné, jsou hlavnim namétem Kapitoly 13.

Energie ziskand pfi odbourani tuki a cukri je tak béhem pro-
dukce ATP rozdélena do balickti chemické energie, které mohou byt
pohodIné pouZity kdekoli v burice. V typické burice se v kazdém oka-
mziku nachazi zhruba 10* molekul ATP v roztoku a v mnoha burikéach
je vSechen tento ATP odbourén a nahrazen novym béhem 1-2 minut.

V celkovém pohledu je témér polovina energie, kterou Ize teo-
reticky ziskat z oxidace glukosy ¢i mastnych kyselin na H,0 a CO,,
zachycena a pouzita k pohonu energeticky nevyhodné reakce P, +
ADP — ATP. (O kolik je tento systém dokonalejsi neZ moderni spalo-
vaci motor, napiiklad v auté, ktery nedokédze pfeménit na uZitecnou
praci vice nez 20 % dostupné energie z palival) Zbytek energie se
v burikdch uvoliuje jako teplo, a tak zahtiva nase télo.

Glykolyza je astfedni drahou tvorby ATP

Nejdulezitéjsi ¢asti druhé faze odbourdani molekul potravy je odbou-
rani glukosy ve sledu reakci znamém jako glykolyza — z feckého gly-
kos, cukr, a lysis, $tépeni. Glykolyza vytvaii ATP bez ti¢asti moleku-
larntho kysliku (plynného O,). Probiha v cytosolu vétsiny bunék
vCetné mnoha anaerobnich organismu (téch, které mohou Zit bez
vyuzivani molekuldrniho kysliku). Glykolyza se pravdépodobné
vyvinula v rané historii Zivota - pfed tim, nez fotosyntetické organis-
my uvolnily do atmosféry kyslik. Béhem glykolyzy je molekula glu-
kosy se Sesti uhliky pfevedena na dvé molekuly pyruvdtu, z nichz
kaZda obsahuje tfi atomy uhliku. K pohonu téchto prvnich krokti se
na kazdou molekulu glukosy spotiebuji dvé molekuly ATP ale
v pozdéjsich krocich se ziskaji ¢tyfi molekuly ATP. Kone¢nym vysled-
kem glykolyzy je tedy Cisty zisk dvou molekul ATP na kazdou odbou-
ranou molekulu glukosy.
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Glykolytickd draha je v zakladnim pfehledu ukazédna na
obrazku 4-3 a podrobnéji v panelu 4-1 (str.112-113). Glykolyza zahr-
nuje sled 10 oddélenych reakci, z nichz kazda vede k odlisnému
cukernému intermedidtu (meziproduktu) a je katalyzovana odliSnym
enzymem. Podobné jako vétsina ostatnich enzymii maji i tyto enzymy
zakoncéeni dza (napiiklad isomerdza a dehydrogendza), priCemz
jejich nazvy ukazuji na typ katalyzované reakce.

Ackoli se glykolyzy neucastni zadny molekuldrni kyslik, probi-
h4 prfi ni oxidace: z nékterych uhliktt pochazejicich z glukosy NAD®
odstrani elektrony a redukuje se na NADH. Postupny pribéh tohoto
déje umoziiuje uvoltiovat energii z oxidace po malych baliccich, takze
se velk4 ¢ast této energie muZe ulozit do nosi¢ovych molekul a neroz-
ptyli se jako teplo (viz obr. 4-1). Tak ¢ast energie uvolnéné pfi oxidaci
pohéni pfimou syntézu molekul ATP z ADP a P, a ¢ést zUstava uloze-
na v elektronech s vysokym obsahem energie, které pfenasi NADH.

V glykolyze vznikaji dvé molekuly NADH na jednu molekulu
glukosy. V aerobnich organismech (jezZ k Zivotu vyZzaduji molekularni
kyslik) odevzdavaji tyto molekuly NADH své elektrony do retézce
transportu elektronti popsaného v Kapitole 13. Tyto elektrony pro-

Odbourani cukri a tukd

Schéma glykolyzy. Kazdy
z 10 krokt je katalyzovan jinym enzymem.
Viimnéte si, Ze krok 4 §tépi Sestiuhlikaty
cukr na dva tiiuhlikaté cukry, takze se
pocet molekul pro dalsi stadia
zdvojndsobi. Krokem 6 zacina v glykolyze
tvorba zasobni energie; vysledkem je
syntéza molekul ATP a NADH (viz také
panel 4-1, str. 112-113).
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V kaZdém kroku je ta éast molekuly, v niz dochazi ke zméné, oznaéena modrym pozadim
a jméno enzymu, ktery danou reakci katalyzuje, se objevuje na Zlutém pozadi.
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chazeji transportnim retézcem az k molekuldarnimu kysliku a spolu
s nim a protony vytvéreji vodu; NAD" vznikly z NADH je znovu pouZit
pro glykolyzu (viz krok 6 v panelu 4-1, str. 113).

Fermentace umoziuje produkci ATP za nepfitomnosti
kysliku

Ve vétsiné Zivocisnych a rostlinnych bunék je glykolyza pouhou pfe-
dehrou ke tfeti a zadvérecné fézi odbourdni molekul potravy. V tomto
pfipadé je pyruvat vytvofeny v poslednim kroku druhé faze rychle
pfendien do mitochondrif, kde se méni na CO, a acetyl-CoA, ktery je
potom tiplné oxidovdn na CO, a H,0O. AvSak pro mnoho anaerobnich
organismu, které nemohou vyuzit molekularni kyslik a mohou riist
a délit se bez néj, je glykolyza zdkladnim zdrojem bunécného ATP. To
plati i pro nékteré Zivocisné tkané, napiiklad pro kosterni svaly, které
mohou fungovat i pfi omezené ziasobé molekularniho kysliku. Pfi
téchto anaerobnich podminkach zlistavaji pyruvat a NADH v cytoso-
lu. Pyruvat je pfevdadén na produkty, které jsou z buriky vylucovany,
napt. na ethanol a CO, u kvasinek pouZivanych pfi vyrobé piva a chle-
ba, nebo na laktat ve svalu. Pfi tomto dé&ji odevzddva NADH své elek-
trony a méni se zpét na NAD". Tato regenerace NAD" je potfebna pro
udrzovani reakci glykolyzy (obr. 4-4).

Anaerobni driahy ziskdavani energie podobné této draze se
nazyvaji fermentace. Studie komer¢né dulezitych fermentac¢nich
procest provadéné na kvasinkach byly velkym pfinosem pro pocat-
ky biochemie. Prace 19. stoleti vedly v roce 1896 k prekvapujicimu
zjisténi, Ze tyto déje lze studovat i vné bunék, v bunéénych extrak-
tech. Tento revolucni objev nakonec umoznil oddélit a studovat
zvlast kazdou z jednotlivich reakci fermentaéniho procesu.
Poskladéni kusych poznatkti do kompletni glykolytické drahy ve 30.
letech 20. stoleti bylo hlavnim tispéchem biochemie, po némz rych-
le nasledovalo rozpoznani ustfedni role ATP v bunéénych déjich.
Vétsinu zdkladnich pojmit probiranych v této kapitole tedy chapeme
uz vice nez 50 let.

Glykolyza je prikladem enzymového sprazeni oxidace
s ukladanim energie

V pfedchozim textu jsme pouZzili analogii ,lopatkového kola“ k vysvét-
leni, jak bunky ziskavaji uzite¢nou energii oxidaci organickych mole-
kul a jak s vyuzitim enzymu spfahuji energeticky nevyhodné reakce
s reakcemi energeticky vyhodnymi (viz obr. 3-24). Ulohu lopatkového
kola v nasi analogii hraji enzymy a my se nyni vratime k pfedchozimu
probiranému kroku glykolyzy, abychom si pfesné ukazali vyskyt spra-
Zenych reakci.

Dvé ustfedni reakce glykolyzy (kroky 6 a 7 v panelu 4-1, str.
113) prevadéji tiiuhlikovy cukerny intermedidat glyceraldehyd-3-fosfat
(aldehyd) na 3-fosfoglycerat. To zahrnuje dvoustuptiovou oxidaci
aldehydové skupiny na skupinu karboxylovou. Celkova reakce uvol-
nuje dost volné energie k pfeméné molekuly ADP na ATP a pfenosu
dvou elektronti z aldehydu na NAD* za vzniku NADH, pficemz jesté
zbude dost tepla k ohfati okoli. To ¢ini celkovou reakci energeticky
vyhodnou (AG° celkové reakce je -12,54 kj/mol).
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Na prvni pohled se fermentace
zda byt moZnou pfidavnou reakci glykoly-
zy. Vysvétlete, pro¢ bunky rostouci bez pfi-
tomnosti kysliku nemohou jednoduse
vyluéovat pyruvat jako odpadni produkt.
Ktere latky pochdzejici z glukosy by se hro-
madily v bunkach neschopnych vytvaret
fermentaci laktat nebo ethanol?



{A) FERMENTACE VEDOUCI KE VZNIKU LAKTATU

2[ADP g 2[nADY] -)
2 - :—— I NADH B T Y
o
2 x pyruvat
O o o O o
N S regenerace b
C NAD ¢
| |
C=0 H— (|: —OH
|
CH; CH4
2x laktat

{B) FERMENTACE VEDOUCI KE VZNIKU ETHANOLU A CO;

2[ADP| © 2[NAD*
2 ; ————
b1 ATP £ :—-2+2H‘ zilr-sgg—'j—:
i)
2 x pyruvat
@] O
N S regenerace
C NAD"
| ——4
c|-= 5 H(|i 0 )
. H
iy M 2 o Idehyd
® acetaldeny HlC—-OH
CH,
2x  CO, 2 x ethanol

Cesta, ktera vede k tomuto znamenitému vykonu, je nacrt-
nuta na obrazku 4-5. Ukdzané chemické reakce jsou pfesné vedeny
dvéma enzymy, k nimz jsou cukerné intermedidty pevné vazany. Jak
je vidét na obrazku, véze se prvni enzym (glyceraldehyd-3-fosfdtde-
hydrogendza) kratkodobé svou reaktivni skupinou -SH k aldehydu
a v této vazbeé katalyzuje jeho oxidaci. Reaktivni vazba enzym-sub-
strat je potom vytésnéna anorganickym fosfatem za vzniku vysoko-
energetického fosfatového intermediatu, ktery se z vazby k enzymu
uvolni. Tento intermediat se vaze ke druhému enzymu (fosfoglyce-
rdtkindze), ktery katalyzuje energeticky vvhodny pifenos pravée
vytvofeného fosfatu s vysokym obsahem energie na ADP za vzniku
ATP a ukonceni oxidace aldehydu na karboxylovou kyselinu
(viz obr. 4-5).

Probrali jsme tuto oxidaci ponékud podrobnéji, nebot nam
skytd dobry pfiklad enzymem zprostfedkovaného ukladani energie
cestou sprazenych reakci (obr. 4-6). Tyto reakce (kroky 6 a 7) jsou
jedinymi reakcemi glykolyzy, v nichz vznika fosfatova vazba s vyso-
kym obsahem energie pfimo z anorganického fosfatu. Jako takové
prispivaji k ¢istému vytézku dvéma molekulami ATP a dvéma mole-
kulami NADH na molekulu glukosy (viz panel 4-1, str. 112-113).

Odbouréni cukrii a tukd

Anaerobni odbourani
pyruvatu. (A) Napfiklad pfi
nedostatecném mnozstvi kysliku ve
svalové bunce prochazejici mohutmou
kontrakei je pyruvdt vytvofeny pii
glykolyze pfeveden na laktat. Tato reakce
obnovuje NAD* spotfebovany v kroku 6
glykolyzy, ale v celé drize se ziska
mnohem méné energie neZ pfi uplné
oxidaci. (B) V nékterych organismech,
které mohou riist anaerobné, napfiklad
v kvasinkdch, je pyruvét pfes acetaldehyd
pfevadén na oxid uhlicity a ethanol. Tato
draha opét regeneruje z NADH ptivodni
NAD, ktery je potfebny k pokracovani
glykolyzy. (A) i (B) jsou pfiklady
fermentace.
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(A)

:-i\ //(O
|
H—C—0OH glyceraldehyd-
3-fosfa
CH20® osfat
ENZYM —SH
[naD*]
ENZYM —S
'—(E—OH
H—=E=—=0H

KROK 6
+
I
&

ENZYM —S - =1
_—— Mmaxroergni vazba
(|:=O (thioester)
H—(|?—-OH
CH,0(®)
(|;|) fosfat
HO—P—OH
o) |
|l OH
H@=—F—1>0
| B
cC=0D 1,3-bisfosfoglycerat

Kowvalentni vazba vznika mezi
glyceraldehyd-3-fosfatem
(substratem) a SH-skupinou
postranniho fetézce cysteinu
v enzymu glyceraldehyd-
3-fosfatdehydrogenaze,

ktera kromé toho véie
nekovalentné& NAD*,

Oxidace glyceraldehyd-3-fosfatu
nastava diky pfenosu dvou
elektrond a vodikového atomu
(viz obr. 3-28) z glyceraldehyd-
3-fosfatu na navazany NAD®,
&imz vznikd NADH. Cést energie
uvolnéné oxidaci aldehydu je tak
uloZzena v NADH, zatimco &ast

je wyuZita pro pfeménu vazby
enzymu a jeho substratu
glyceraldehyd-3-fosfatu na
thioesterovou vazbu makroergni.

Molekula anorganického fosfatu
méni makroergni vazbu na vazbu
v 1,3- bisfosfoglyceratu,

ktery pak obsahuje makroergni
acylanhydridovou vazbu.

e

Makroergni vazba fosfatu
se pfenese na ADP za tvorby ATP.

RIBOSA |aDP
e
S
N ERED
HO ¢ O RIBOSA
XY e
- |
L H—(!Z—DH
3-fosfoglycerat
cH,0(P)
(B)

aldehyd karboxylova
ATP kyselina

116

Vétdina volné energie oxidace
je uloZena v aktivovanych
nosicich ATP a NADH.

b Ukladéni energie v krocich 6
a 7 glykolyzy. V téchto krocich oxidace
aldehydu na karboxylovou kyselinu je
sprazena tvorba ATP a NADH. (A) Krok 6
za€ind vytvofenim kovalentni vazby mezi
substratem (glyceraldehyd-3-fosfar)

a skupinou -SH exponovanou na povrchu
enzymu (glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogendzy). Enzym potom
katalyzuje pfenos vodiku (jako
hydridového iontu, tedy protonu a dvou
elektron(l) z navdzaného glyceraldehyd-3-
fosfatu na molekulu NAD. Cést energie
uvolnéné pfi této oxidaci se vyuZije

k tvorbé molekuly NADH a ¢ést je pouZita
k pfevedeni ptivodni vazby mezi enzymem
a jeho substratem na thioesterovou vazbu
s vysokym obsahem energie (vyznacena
cervené). Molekula anorganického fosfatu
potom vytésni enzym z této vazby a utvofi
vysokoenergetickou vazbu cukr-fosfat
(ukdzédna cervené). V tomto bodu enzym
nejenze ulozil energii do NADH, ale také
sprahl energeticky vvhodnou oxidaci
aldehydu s energeticky nevyhodnou
tvorbou vysokoenergetické fosfatové
vazby. Druha reakce je pohdnéna prvni,

a tak funguje jako ,lopatkové kolo“, které
prevddi energii na obrazku 3-24.

V reakénim kroku 7 se pravé
vytvofena molekula 1,3-bisfosfoglyceratu
vaze ke druhému enzymu
fosfoglycerdtkinaze. Reaktivni fosfat je
prenesen na ADP za vzniku molekuly ATP
a volné karboxylové skupiny na
oxidovaném cukru. (B) Souhrn celkové
chemické zmény v reakcich 6 a 7.



Volna energie

ATP
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I tvorba | hydrolyza
makroergni vazby makroergni vazby
O H
3 NS
i &
| O\ /OH
i) e
|
~ oxidacni
~ energie
~ wvazby C-H
KROK 6 —_— KROK 7

celkova zména energie 6. a 7. kroku je wyhodnych =12,5 kJ/mol

~ /O
T 0
enolfosfatova H,C=C—0+—P—Q"
vazba |
H0~ ©
O
anhydridova C—(|£ i e— ” —Gh
vazba na uhlik |
Ho™ O
fosfatova O T #NH2 |
vazba A ” I —
v kreatinfosfatu /C f_T—C_T_T_O
o H CH, HJ O
H,O
anhydridova o e &
aphiys [ N [
na fosfat c O_T_O_THO_T_O
(fosfoanhydridova I _ -
vazba) 0 o } o
H,O
T
:t;szft?:stemvé c— (]: ity T_O_
H o
H,O

druh fosfatové vazby

fosfoenolpyruvat

' Schematicky pohled na
spiaZené reakce tvorby NADH a ATP
v Sestém a sedmém kroku glykolyzy.
Energie z oxidace vazby C-H pohdni jak
tvorbu NADH, tak tvorbu fosfatové vazby
s vysokym obsahem energie. Pferuseni
vysokoenergetické vazby pak pohani
tvorbu ATP.

" (dole) Energie nékterych
fosfatovych vazeb. Pfenos fostorylové
skupiny je energeticky vyhodny, pokud je
standardni zména volné energie (AG®) pro
hydrolyzu fosfatové vazby v molekule 1
zapornéjii nez pro hydrolyzu fosfatové
vazby v molekule 2. Tak napfiklad
fosforylova skupina se snadno piendsi
z 1,3-bisfosfoglyceratu na ADP za vzniku
ATP Viimnéte si, Ze hydrolytickou reakci
lze povazovat za pfenos fosforylové
skupiny na vodu.

(viz Panel 4-1) -61,9 60 =619
napfiklad
1,3-bisfosfoglycerat -48,9
{viz Panel 4-1)
kreatinfosfat
{aktivovany nosié -43,1
energie ve svalu)
napfiklad ATP
pfi hydrolyze -30,5
na ADP
—-20

napfiklad e
glukosa-6-fosfat g —
(viz Panel 4-1)

specifické pfiklady zmény

standardni volné energie

AG® pii hydrolyze fosfatové vazby
e —— 0
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Jak jsme pravé videéli, mitZe ATP ochotné vznikat pfimo
z molekuly ADP, pokud jsou vytvofeny reakéni intermediaty s fosfato-
vymi vazbami o vy$sim obsahu energie, nez maji tyto vazby v ATP.
Fosfatové vazby mohou byt uspofddany podle obsahu energie tak, Ze
srovndme standardni zménu volné energie (AG?) pro prerudeni kazdé
vazby pfi hydrolyze; obrdzek 4-7 srovnava vysokoenergetické fosfo-
anhydridové vazby v ATP s nékterymi jinymi fosfatovymi vazbami,
které se tvori béhem hydrolyzy.

Cukry i tuky se odbouravaji na acetyl-CoA
v mitochondriich

Ted pokro¢ime a probereme 3. fazi katabolismu, déj vyZadujici
mnoho molekularniho kysliku (plynného O,). ProtoZe se md za to, Ze
kyslik se v pozemské atmosféfe zacal vyskytovat ve vét§im mnozZstvi
teprve pfed jednou az dvéma miliardami let, zatimco prvni projevy
Zivota se na Zemi vyskytly uz pfed 3,8 miliardami let, je vyuZiti O,
v reakcich, které budeme probirat, pomérné novou zaleZitosti.
Naopak mechanismus tvorby ATP na obrazku 4-5 kyslik nevyzaduje
a pochody pfibuzné tomuto elegantnimu paru sprazenych reakci
mohly vzniknout jiz ve velmi rané historii zivota na Zemi.

V aerobnim metabolismu je pyruvét, vznikly v glykolyze, rych-
le dekarboxylovan obrovskym komplexem tfi enzymu, zvanym pyru-
vdtdehydrogenasovy komplex. Produkty dekarboxylace pyruvétu jsou
CO, (vedlejsi produkt) a acetyl-CoA. Tfienzymovy komplex je umistén
v mitochondriich eukaryontnich bunék a jeho struktura a zptsob
prace jsou nacrtnuty na obrazku 4-8.

Enzymy, které odbourdvaji mastné kyseliny pochazejici
z tukli, podobné produkuji acetyl-CoA v mitochondriich. Kazda
molekula mastné kyseliny se (jako aktivovand molekula acyl-CoA)
zcela odbourava v cyklu reakci, které pii kazdé otécce cyklu zkrati
molekulu na jejim karboxylovém konci o dva uhliky a vytvofi jednu

. . : 3 +12 dimerd
8 trimerd +6 dimeru pyruvatdekarboxyldzy
lipoamidreduktaza- dihydrolipoyl-
transacetylazy dehydrogenazy

(A) R

)
/
CH.C CoA—SH
COO
#
CO; T CH4C
S—CoA

(B) Y Apr Pk

acetyl-CoA
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Arseniénan ¢i arsenat (AsQ,*)
je velmi podobny fosfatu (PO,*) a nachazi
pouZiti jako alternativni substrat v mnoha
reakcich vyZadujicich pfitomnost fosfatu.
Na rozdil od fosfatu je vsak anhydridova
vazba mezi arsendtem a uhlikem velmi
brzy rozloZena vodou. Kdyi toto vite,
objasnéte, pro¢ je arseniénan oblibenou
latkou vrahi, ale nehodi se pro buriky.
Formulujte své wysvétleni v souvislosti
s obrazkem 4-6.

Oxidace pyruvitu na acetyl-
CoA a CO, Struktura
pyruvatdehydrogendzového komplexu,
ktery obsahuje 60 polypeptidovych
retézctl. Tento komplex je pfikladem
velkého multienzymového komplexu,
v kterém je reak¢ni meziprodukt pfedavan
pfimo od jednoho enzymu druhému.
V eukaryontnich bufikdch se nachézi
v mitochondriich. (B) Reakce, které
provadi pyruvatdehydrogenasovy
komplex. Komplex pfeménuje
v mitochondridlni matrix pyruvat na
acetyl-CoA; pfi této reakci se tvori také
NADH. A, B a C jsou tfi enzymy
pyruvatdekarboxyldza, lipoamid-
reduktaza-transacetyldza,
a dihydrolipoyldehydrogenaza.
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molekulu acetyl-CoA. V tomto déji vzniké také jedna molekula NADH
a jedna molekula FADH, (obr. 4-9).

Cukry a tuky jsou hlavnimi zdroji energie pro vétsinu nefoto-
syntetickych organismt véetné clovéka. VétSina uZitecné energie,
ktera mtiZe byt ziskdna oxidaci obou typti potravy, viak ztistava ulo-
7ena v molekuldch acetyl-CoA, vzniklych dvéma typy reakci, které
jsme pravé popsali. Cyklus kyseliny citronové, v némz je acetylova
skupina v acetyl-CoA oxidovana na CO, a H,O, je proto stfedem ener-
getického metabolismu aerobnich organismii. V eukaryotech se
viechny tyto reakce odehravaji v mitochondriich. Do téchto organel
jsou pyruvat a mastné kyseliny pfendSeny za Gcelem tvorby acetyl-
CoA (obr. 4-10). Neméli bychom tedy byt pfekvapeni zjisténim, Ze
mitochondrie jsou mistem produkce vétsiny ATP v Zivocisnych bun-
kach. Naopak aerobni bakterie provadéji vSechny své reakce v jedi-
ném oddilu, v cytosolu, a v ném také v téchto bunkach probiha cyklus
kyseliny citronové.

Cyklus kyseliny citronové vytvari NADH
oxidaci acetylovych skupin na CO,

V devatenactém stoleti si biologové povsimli, Ze v nepfitomnosti
vzduchu (anaerobni podminky) produkuji buriky kyselinu mlé¢nou
(napfiklad ve svalu) nebo ethanol (napfiklad kvasinky), zatimco za
pfitomnosti kysliku (aerobni podminky) spotfebovévaji O, a produ-
kuji CO, a H,O. Intenzivni snaha urcit dradhy aerobnfho metabolismu
se nakonec zaméfila na oxidaci pyruvétu a vedla v roce 1937 k objevu
cyklu kyseliny citronové, znamého také jako citrdtovy cyklus, cyklus
trikarboxylovych kyselin & Krebstiv cyklus. Cyklus kyseliny citronoveé

Odbouréni cukrii a tukd

O
4

acyl-CoA R—CH,—CH,— CH,—¢( %

5-CoA

- opakovani cyklu...

O
e
(:Hg_L_\
S—CoA
acetyl-CoA
- '70
R—CH;—CH=CH—( .
S5-CoA
OH H 0
| | &
4 R—CH,—C— —l'\
N ||4 | S-CoA

¢ Oxidace mastnych kyselin
na acetyl-CoA. (A) Elektronmikroskopicky
snimek lipidové kapénky v cytoplasmé
{nahofe) a struktura tukd (dole). Tuky jsou
triacylglyceroly. Glycerolova ¢ést, ke které
jsou esterovymi vazbami pfipojeny tfi
mastné kyseliny, je zde vyznacena zelené.
Tuky jsou nerozpustné ve vodé a tvori
velké lipidové kapénky ve specializovanych
tukovych burkéach (zvanych adipocyty),
v nichz jsou uloZeny. (B) Cyklus oxidace
mastnych kyselin. Cyklus je katalyzovan
fadou ¢tyT enzymi v mitochondrii. Kazda
otacka cyklu zkracuje uhlikovy fetézec
mastné kyseliny o dva uhliky (ukazany
modre) a vytvoil jednu molekulu acetyl-
CoA a po jedné molekule NADH a FADH,,

Mnoho katabolickych a anabo-
lickyeh pochodi je zaloZeno na reakcich,
které jsou si podobnég, ale probihaji v opac-
ném sméru, jako napfiklad hydrolyza
a kondenzace popsané v obrazku 3-32. To
plati i pro odbhourani a syntézu mastnych
kyselin. Kdyz uvaiite, co vite o mechanis-
mu odbourani mastnych kyselin na obraz-
ku 4-9, budete u mastnych kyselin v bun-
kach otekéavat spise sudy nebo lichy pocéet
uhlikovych atoma?
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cukry —&-— cukry —— glukosa —e —= pyruvat —---n- — pyruvat

a polysacharidy |

tuky _-—sl—l- mastné kyseliny

- plasmaticka membrana

prispivé asi dvéma tfetinami k celkové oxidaci uhlikatych sloucenin
ve vétSiné bunék a jeho hlavnimi koncovymi produkty jsou CO,
a elektrony s vysokym obsahem energie ve formé NADH. CO, se uvol-
nuje jako vedlejsi produkt, zatimco vysokoenergetické elektrony
z NADH jsou pfedavéany do elektrontransportniho fetézce vazaného
na membranu, kde se nakonec spojuji s polovinou O, a dvéma proto-
ny H" na vodu H,0. A¢koli sam cyklus kyseliny citronové O, nevyuzi-
vd, vyzaduje ho, aby se mohl stdle opakovat, nebot neexistuje zadna
jina cesta, kterou by se NADH mohl Gi¢inné zbavovat svych elektront
a regenerovat se na NAD", ktery je nutny k udrzeni chodu cyklu.
Cyklus kyseliny citronové, ktery se u eukaryontnich bunék
odehrava v mitochondriich, vede k Giplné oxidaci uhlikovych atomii
v acetylovych skupindch v acetyl-CoA a prevédi je na CO,. Acetylovd
skupina se neoxiduje pfimo. Misto toho se prendsi z acetyl-CoA na
vetsi ctyfuhlikovou molekulu oxalacetdtu za vzniku Sestiuhlikové tri-
karboxylové kyseliny — kyseliny citronové, podle niZ se jmenuje nasle-
dujici cyklus reakci. Kyselina citronova je potom postupné oxidovana
a energie z této oxidace je vyuzita k produkci vysokoenergetickych
prenasSecovych molekul pfiblizné stejnym zptisobem, jaky jsme
popsali u glykolyzy. Retézec osmi reakef tvofi cyklus, nebot koncovy

I
H;C —C—5-CoA
acetyl-CoA
2C
oxalacetat 6C citrat
4c KROK 1
a5 KROK 2 6C
oH KROK 8
=
4C KROK co,
KROK 7 5C
KROK 4
_e KRoke KROK 5 NA
4c
4c ‘—_T/ co,
[ FADH, |

Cisty vysledek: Jednou otockou cyklu vznikaji tfi molekuly NADH,
po jedné molekule GTP a FADH; a dvé molekuly CO»
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-+ mastné kyseliny ; i

acetyl-CoA

MITOCHONDRIE &

~ cvrosoL

Obecné drahy tvorby
acetyl-CoA z cukrii a tukd. Mitochondrie
v eukaryontni burice jsou mistem tvorby
acetyl-CoA z obou typt hlavnich molekul
potravy. Jsou proto mistem, kde probiha
vét§ina oxidaénich reakei buriky, a kde
vznika vétsina bunééného ATP.

Jednoduchy piehled
citratového cyklu. Reakce acetyl-CoA
s oxalacetdtem zahajuje cyklus vytvofenim
kyseliny citronové. V kazdé otdcce cyklu
vzniknou dvé molekuly CO, jako vedlejsi
produkt a tFi molekuly NADH, jedna
molekula GTP a jedna molekula FADH..
Pocet uhlikovych atomii v kazdém
z meziprodukti je uveden ve Zlutém
policku.



oxalacetat je regenerovdn a vstupuje do nové otacky cyklu, jak je uka-
zano na obrazku 4-11.

Zatim jsme probirali pouze jeden ze tfi typti pfenasecovych
molekul, které produkuje citratovy cyklus: par NAD'-NADH. Kazd4d
otacka cyklu vytvéii navic ke tfem molekuldm NADH také jednu
molekulu FADH, (redukovany flavinadenindinukleotid) z FAD
a jednu molekulu ribonukleotidu GTP (guanosintrifosfat) z GDP.
Struktury téchto molekul jsou ukdzany na obrazku 4-12. GTP je blizce
pfibuzny ATP a prendsi svou koncovou fosforylovou skupinu na ADP
za vzniku jedné molekuly ATP v kazdém cyklu. FADH, je podobné
jako NADH nosicem vysokoenergetickych elektronti a vodiku. Jak
brzy probereme, energie uloZzena v reaktivnich vysokoenergetickych
elektronech v NADH a FADH, se ndsledné vyuZiva k tvorbé ATP oxi-
dacni fosforylaci, jedinym krokem v oxida¢nim katabolismu potravy,
ktery pfimo vyZaduje plynny kyslik (O,).

Cely citratovy cyklus je predstaven v panelu 4-2 (str. 122-123).
Kyslikové atomy potiebné k tvorbé CO, z acetylovych skupin vstupu-
jicich do citratového cyklu nepochazeji z plynného kysliku, nybrz
z vody. Jak je v panelu ukdzano, $tépi se v kazdém cyklu tfi molekuly
vody a kyslikové atomy nékterych z nich jsou nakonec vyuZity k pro-
dukei CO.,.

Kromé pyruvatu a mastnych kyselin pfechazeji z cytosolu do
mitochondrii také nékteré aminokyseliny, které se tam méni na ace-
tyl-CoA nebo na néktery z meziproduktti citrdtového cyklu (viz obr. 4-
2).V eukaryontnich burikdch je tedy mitochondrie centralou, do které
se sbihaji véechny procesy ziskavani energie, at uz zacinaji cukry, tuky
nebo proteiny.

Cyklus kyseliny citréonové funguje také jako startovni bod pro
dtlezité biosyntetické reakce, nebot vytvari zivotné dilezité uhlikaté
meziprodukty, jako napfiklad oxalacetdt a 2-oxoglutardt. Tyto latky
vytvafené katabolismem se pfendseji z mitochondrie zpét do cytoso-
lu, kde slouzi v anabolickych reakcich jako prekursory pro syntézu
mnoha nepostradatelnych molekul, napfiklad aminokyselin.

0
guanin I
&
/N“C/ SNH
HC I |
CII) (IIJ (IZI} \N’C\N¢C\NH
‘O—FI’— —FI’—O—T—O—CHE o 2
5 =
o @ o Hﬁ—?/
ribosa H3C—C\\¢
i OH OH
A) GTP

Struktura GTP a FADH,. (A) GTP a GDP jsou blizkymi
piibuznymi ATP a ADP. (B) FADH, je pfenaSecem iontti vodiku
a vysokoenergetickych elektronti, podobné jako NADH a NADPH. Zde
je uveden ve své oxidované forme (FAD) se Zluté vyznacenymi atomy,
které nesou vodik.

Odbourdni cukra a tuk

Podivejte se na chemicke reak-
ce rozebrané v panelu 4-2 (str. 122-123).
Pro¢ je podle vas uZitecné spojit acetylo-
vou skupinu nejprve s jinou uhlikatou kost-
rou, napf. s oxalacetatem, pred tplnou oxi-
daci obou uhliki na CO,?
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NADH R

p HS—CoA V citratovém cyklu se dva vstupujici
- p—
CH;-€ X uhlikové atomy z acetyl-CoA
COO™ (vyznaceny
pyruvat CO, acetyl-CoA (2C) na COz v daldich otoékach cyklu.
N Dva uhlikové atomy oznadeny modre
€H,~G-5-CoA se v tomto cyklu pfeménuji na CO,.
HS-CoA
dalsi cyklus (FOO H0 -
c=0 oo
CH
4 COO  Keki HO-C-€00 S
[nap’] €00~  oxalacetit (4C) CH,
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$=o coo coo
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Osm vyse uvedenych kroki je rozvedeno detailné nize. V kazdém kroku je ta st molekuly, v niz dochazi ke zméng,
vyznacena modrfe a nazev katalyzujiciho enzymu je na Zlutém pozadi.

ROkl Po odstranéni i ]
protonu ze skupiny -CHs Co0™ . O=(|: —5-CoA | H,0 (|:OO
acetyl-CoA vytvafi zaporné | S CH CH
nabitd skupina CH; vazbu O=C—5-CoA C=0 i 1 2 | 2
s karbonylovym uhlikemn + — == — + HS-CoA + H'
oxalacetatu. Nasledujici (|:H3 c||—|2 HO—C—COO HO—C—Co0
hydrolytické od&tépeni [ |
CoA Zene reakci rychle coo™ CH, CH,
kupfedu. | _ | _
1 COO a COO
acetyl-CoA oxalacetat meziprodukt citrat

S-citryl-CoA

w& lzomerace,

pfi niz je voda nejdfive coo™
odstranéna a pak opét I
pfidana, pfenasi H—C—H
hydroxylovou skupinu | =
z jednoho atomu uhliku HO—C—COO
na sousedni C. |

H— (lf —H

COO™
citrat

cCOO™ COO
H20 I HZO I
akonitaza I H_C|—H t H_(I:_H
(I.IT —COO™ H —{'|_‘ —CO0™
i C—H I HO—C —H
H,0 ! H,0 |
i cCOO™ N COO™
meziprodukt isocitrat

cis-akonitat
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LESEE. v prunim ?OO isocitrat TOO
ze &tyf oxidaénich kroku M,
cvk[:’se pfeméni uhlik H_(|: —H dehydrogenéza H_CI —H
nesouci hydroxylovou S—
skupinu na karbonylovou H—C —E008 =1
skupinu. Bezprostfedni (|: o CI 5
produkt je nestaly HO—L — 8 -
a uvolfiuje CO, dokud [— nap*| [0 + H |
je vézan na enzym. cCOoO COOo

isocitrat meziprodukt 2-oxoglutarat

oxalosukcinat
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na acetyl-CoA
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Reakce elektrontransportniho fetézce vytvafeji

gradient koncentrace H' napfi¢ membranou. Vysokoenergeticky
elektron (pochézejici tfeba z oxidace metabolitu) pfechdzi postupné
pies pfenasece A, B a C do stavu s niZsi energii. V tomto diagramu je
nosi¢ B uspofdddn v membrané takovym zptisobem, Ze pfi priichodu
elektronu odebird H' z jednoho mista a uvoltiuje ho jinde. Visledkem
je gradient koncentrace H'. Tento gradient piedstavuje formu ulozené
energie, kterd je zachycovana jinymi membrdanovymi proteiny a pohani
tvorbu ATP, jak se rozebira v kapitole 13.

Transport elektronti pohéani syntézu ATP

ve vét§iné bunék

Veétsina energie molekul potravy se uvonuje az v poslednim kroku
jejich odbourani. V tomto zavérecném déjstvi elektronové nosice
NADH a FADH, pfenaseji elektrony, které ziskaly pfi oxidaci jinych
molekul, do fetézce enzymu fungujicich v transportu elektronti,
ktery je umistén ve vnitini membrané mitochondrie (viz str. 414).
Pri svém priichodu fetézcem specializovanych akceptorovych
a donorovych molekul elektrony postupné odevzdavaji svou energii.
Uvolnéné energie je pouZita k pohonu transportu ionti H® pfes
membranu z vnitintho oddilu mitochondrie do vnéjstho prostiedi
(obr. 4-13). Pritom se vytvaii gradient jejich koncentrace. Tento gra-
dient slouZi jako zdroj energie, podobné jako baterie, kterou jsme
zapojili k pohonu fady energeticky nevyhodnych reakci.
Nejdtilezitéjsi z téchto reakci je tvorba ATP fosforylaci ADP.

Na konci této série pienosii jsou elektrony predany moleku-
lam plynného kysliku (O,), které difundovaly do mitochondrii, za
soucasné adice protonti z okolntho roztoku a nasledného vzniku
molekul vody. Elektrony nyni dosdhly své nejnizsi energetické hladi-
ny, a tim byla ziskana vSechna dostupna energie z oxidace molekul
potravy. Tento dé&j, zvany oxidacni fosforylace, se odehrava také
v plasmatické membrané bakterii. Jako jeden z nejzajimavéjsich
vysledkt bunécné evoluce bude tstfednim namétem Kapitoly 13.

V souhrnu burika tiplnou oxidaci jedné molekuly glukosy na
CO,; a H,0 ziska asi 30 molekul ATP. Naproti tomu v samotné glyko-
lyze se pri spotfebé jedné molekuly glukosy vytvofi jen dvé moleku-
ly ATP.

|M+ F;

OXIDACNI

2 02
B
—_—
FOSFORYLACE H:0

Acetyl-CoA

CoA
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elektron s vysokou
energii
1

H*

membranovy
protein

H* elektron
s nizkou energii

Co je chybné v nasledujicim
vyroku (pokud vibec néco chybné je)?
.Kyslik spotfebovany béhem oxidace glu-
kosy v Zivocisnych bunkach se jako éast
CO, vraci do atmosféry.” Jak byste svou
odpovéd podpofili experimentalné?

Posledni stadia oxidace
molekul potravy. Molekuly NADH
a FADH, (neni ukdzdn) produkované
v cyklu kyseliny citronové odevzdavaji
elektrony, které jsou pfipadné vyuZity
k redukci plynného kysliku na vodu.
Velka ¢dst energie uvolnéné béhem
dtimyslného transportu elektronti ve
vnitfni mitochondridlni membréné (nebo
v cytoplasmatické membrané bakterii)
se zachyti a slouzi k pohonu syntézy ATP.



Organismy uklddaji molekuly potravy ve specidlnich
zasobéarnach

Vsechny organismy potfebuji neustéle obnovovat své zasoby ATE, maji-
li si ve sych bufikdch udrZet biologicky pofadek. Zivocichové vsak maj
k potravé jen obcasny pfistup a rostliny musi pfezit noc bez slune¢niho
svétla, bez moznosti fotosyntetické tvorby cukru.

K vyrovnani dlouhych obdobi ptistu si Zivocichové ukladaji
potravu uvniti bunék. Mastné kyseliny jsou ukladany jako tukové kapén-
ky sloZené z triacylglycerolii nerozpustnych ve vodé, a to hlavne ve spe-
cializovanych tukovych burikéch (obr. 4-9A). Cukr se uklad4 jako gluko-
sové podjednotky ve velkém rozvétveném polysacharidu zvaném glyko-
gen (obr. 4-15). Ten je pfftomen v podobé malych granuli v cytoplasmé
mnoha bunék véetné bunék jaternich a svalovych. Syntéza a odbourani
glykogenu jsou rychle regulovany podle potfeby. Je-li zapotfebi vice ATP,
neZ miiZze vzniknout z molekul potravy pfenasenych krevnim recistém,
odbouravaji buiiky glykogen v reakci, pfi niZ vznikd glukosa-1-fosfat; ten
potom vstupuje do glykolyzy.

Kvantitativné vzato je tuk mnohem diileZit&jsi zdsobou energie
neZ glykogen, nebot oxidaci jednoho gramu tuku se uvolni vice nez dva-
krat vice energie nez pii oxidaci jednoho gramu glykogenu. Kromé toho

Ukladéni cukri a tuki
v Zivo¢isnych a rostlinnych buiikéch. (A)
Struktura $krobu a glykogenu. Oba jsou
zasobnf polymery sacharidu glukosy a lis{
se jen v poctu vétveni (oblast zvyraznéna
zluté je dole ukazana ve zvétseni).
V glykogenu je mnohem vice rozvétveni
nez ve skrobu. (B) Tenky fez
chloroplastem rostlinné buiiky. Je vidét
granule krobu a lipidové kapénky, které
se nahromadily jako vysledek zde
probihajici biosyntézy. (C) Tukové kapénky
(obarveny cervené) se zacinaji hromadit ve
vyvijejicich se tukovych burkach.

(B) =—

vakuola

membrany chloroplastu
=

thylakoid

(C)

40g,
%
O
Oty e o)
o 3 g
oo o1,6-glykosidicka
al,4-glykosidicka vazba ve vétvicim misté
vazba kostry molekuly
HOCH, HOCH, O,
O, o)
——=1) OH ®) OH o OH e
OH OH OH

Ukl4adani a zuzitkovani potravy
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citratovy = oxidatn(
m——» cukry — cukry —= —={ “oubjus | = fosforylace
—
chloroplast mitochondrie

9

véaze glykogen na rozdil od tuku velkd mnoZstvi vody; proto je k ulozeni
stejného mnoZstvi energie potfeba §estkrat vétsi hmotnost glykogenu ve
srovnani s tukem. Priimérny dospély ¢lovék si v glykogenu uklada zéso-
by energie jen asi na jeden den, zatimco v tuku az na cely mésic. Pokud
bychom si méli svou energii uklddat hlavné ve formé glykogenu, musela
by mit nase téla asi o 30 kg vétsi hmotnost.

VétSina nadeho tuku je uloZena v tukové tkani, z které se podle
potieby tuk uvolniuje do krevniho feéisté a je vyuzivan ostatnimi burka-
mi. Po urcité dobé piistu potieba tuku vzriistd; dokonce i normdlni hla-
dovéni pfes noc vede k mobilizaci tuku, takze rdno vétsina acetyl-CoA
vstupujiciho do cyklu kyseliny citronové pochéazi z glukosy z potravy
a jakykoli pfebytek glukosy je vyuzit k doplnéni spotfebovanych zasob
glykogenu ¢i k syntéze tukii. (ProtoZe zivoc¢isné bunky ochotné méni
cukry na tuky, nemohou pfevadét mastné kyseliny na cukry.)

Rostliny vytvafeji NADPH a ATP fotosynteticky. Tento dtilezity
déj se odehrava ve specializované organele, zvané chloroplast, ktera je
od zbytku rostlinné burnky izolovdna membranou nepropustnou pro
molekuly obou aktivovanych prenasecii. Navic rostlina obsahuje fadu
jinych bunék, které - jako tfeba buriky kofenti — postradaji chloroplasty,
a proto nemohou vytvaret své vlastni cukry ani ATP. Proto vétSina rost-
linné produkce ATP zavisi na exportu cukrit z chloroplastii do mito-
chondrii, které se nachazeji ve viech buiikéch rostliny. Vétsina ATP,
ktery rostlina potfebuje, se syntetizuje v téchto mitochondriich a z nich
se dostava do zbytku rostlinné burniky. Pfitom se vyuzivaji pfesné stejné
drahy oxida¢niho odbourani cukrii jako u nefotosyntetickych organis-
mu (obr. 4-16).

i V rostlindch chloroplasty
a mitochondrie spolupracuji a zdsobuji
buiiky metabolity a ATP.

Ob Néktera rostlinnd
semena, kter4 slouZi jako dileZitd
potrava pro lidi. Kukufice, ofechy
a hrasek obsahuji bohaté zdasoby
Skrobu a tuku, které poskytuji
mladému embryu rostliny energii
a stavebni kameny pro biosyntézu.
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Pii zvySené fotosyntetické aktivité béhem dne chloroplasty pre-
vadéji ¢ast vytvofenych cukrt na tuky a na $krob, coZ je polymer gluko-
sy analogicky Zivo¢idnému glykogenu. Tuky jsou v rostlindch stejné jako
u zivocichti tvofeny triacylglyceroly a lisi se pouze typy pfevladajicich
mastnych kyselin. Tuk i $krob se uklddaji v chloroplastech jako zasoby,
kterych lze vyuzit jako zdroje energie ve tmeé (obr. 4-15B).

Embrya uvnitf semen rostlin musi Zit z uloZzenych zasob energie
dlouhou dobu, nez dospéji do stadia, kdy mohou vyuZivat energii slu-
neéniho svétla. Proto semena rostlin ¢asto obsahuji zvldsté velkd mnoz-
stvi tukti a skrobu, diky ¢emuz jsou hlavnim zdrojem potravy Zivocicht
vietné ¢lovéka (obr. 4-17).

Mnoho biosyntetickych drah zac¢ina glykolyzou
nebo citratovym cyklem

Katabolismus vytvaii jak energii pro buriku tak stavebni kameny, z nichZz
je sloZzena vétsina jinych molekul buriky (viz obr. 3-3). Dosud jsme zdu-
raziiovali hlavné vytvéfeni chemické energie a mnohem méné tvorbu
vychoziho materilu pro biosyntézu. Aviak mnoho meziproduktti z gly-
kolyzy €i cyklu kyseliny citronové je rovnéz odcerpdvano jinymi enzymy,
které z nich vytvareji aminokyseliny, nukleotidy, lipidy a jiné malé orga-
nické molekuly potfebné pro buiiku. Jisty pojem o slozitosti tohoto déje
Ize ziskat pohledem na obrazek 4-18, ktery ukazuje nékteré z odbocek
z ustfednich katabolickych reakci do biosyntézy.

*M / nukleotidy
glukosa-6-fosfat

aminocukry,

fruktosa-6-fosfdt —————""" glvkofipic?v,
‘ glykoproteiny

GLYKOLYZA Q

}

serin  <«*+—— 3-fosfoglycerat

fosfoenolpyruvat
alanin \ ;
pyruvat

* cholesterol,

/ mastné kyseliny
citrat

glyceronfosfat

lipidy

aminokyseliny,
pyrimidiny

aspartat a dalsi

aminokyseliny, 5
puriny, «—— oxalacetat \
pyrimidiny

r CITRATOVY

t CYKLUS

2-oxoglutarat

\ glutamat a dalsi

hem, / aminokyseliny,

chlorofyl puriny

sukcinyl-CoA

Ukladéni a zuZitkovani potravy

Podivejte se na strukturu cukra
a mastnych kyselin a podejte intuitivni
vysvétleni, pro¢ se pii oxidaci cukru ziska
jen asi polovina energie ve srovnani s oxi-
daci ekvivalentni suché hmotnosti mastné
kyseliny.

Glykolyza a cyklus kyseliny
citronové poskytuji vichozi latky pro
syntézu mnoha dileZitych biologickych
molekul. Aminokyseliny, nukleotidy,
lipidy, cukry a dalsi molekuly — ukdzané
zde jako produkty — naopak slouZi jako
vychozi latky pro mnoho makromolekul
burniky. Kazda cernd Sipka v tomto
diagramu oznacuje jednotlivou enzymem
katalyzovanou reakci; cervené sipky
obecné piedstavuji drdhy s mnoha kroky,
které jsou zapotfebi k tvorbé uvedenych
produktti.
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Existence tak velkého mnoZstvi rozvétvenych drah v buiice vyza-
duje peclivé fizeni kazdé vétve, jak probereme pozdéii.

Metabolismus je organizovén a regulovin

DiimysInost buriky jako chemického stroje si lze uvédomit pfi pohledu
na obrézek 4-19, ktery je mapou predstavujici jen nékteré z enzymovych
drah v burice. Na mapé jsou cervené vyznaceny glykolyza a cyklus kyse-
liny citronové. Je zfejmé, Ze nase diskuse o bunééném metabolismu se
tykala jen nepatrné ¢asti chemie buriky.

VSechny tyto reakce se odehréavaji v burice, kterd ma primér
obvykle méné nez 10-100 um, a kazd4 z nich vyzaduje jiny enzym. Jak je
vidét z obrdzku 4-19, stejnd molekula mtize byt casto sou¢asti mnoha
rtiznych drah. Napfiklad pyruvat je substratem pro ptil tuctu & vice riiz-
nych enzymfi, z nichZ kazdy ho méni odli§nym zptisobem. Jeden enzym
pfevadi pyruvat na acetyl-CoA, jiny na oxalacetat, tfeti enzym méni
pyruvat na aminokyselinu alanin, ¢tvrty na kyselinu mléénou (laktat),

X})
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Glykolyza a cyklus kyseliny
citronové jsou stfedem metabolismu.
Na obrazku je schematicky zndzornéno
asi 500 metabolickych reakei v typické
burice, pficem? glykolyza a citratovy
cyklus jsou vyznaceny cervené. Ostatni
reakce bud vedou do téchto dvou
ustfednich drah - a pfindseji s sebou malé
molekuly k odbourani za produkce tepla,
nebo vedou pry¢ a poskytuji uhlikaté
slouceniny pro tcely biosyntézy.
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atd. Viechny tyto reakce soutéZi o stejnou molekulu pyruvatu a ve stej-
né dobé probihaji podobné soutéZe o tisice jinych malych molekul.
Mohlo by se zdat, Ze cela soustava musi byt tak jemné vyladéna, Ze jaky-
koli maly zdsah, napfiklad do¢asna zména pifjmu potravy, by mohl byt
osudnym.

Ve skute¢nosti je metabolickd rovnovaha buriky obdivuhodné
stald. Kdykoli je rovnovdha porusena, snazi se burika dostat zpét do
ptvodniho stavu. Burika se mtze pfizptisobit a fungovat i béhem hla-
dovéni ¢i nemoci. Mutace rtiznych druhtt mohou poskodit nebo elimi-
novat jednotlivé drdhy, a pfesto burika pfeZivd, pokud jsou splnény
nékteré zdkladni pozadavky. Je toho schopna diky vypracované siti
Fidicich mechanismii, ktera reguluje rychlosti vSech svych reakei. Tyto
fidici mechanismy spo¢ivaji v pozoruhodné schopnosti proteint
ménit sviij tvar a své chemické chovani — a tak se dat regulovat —
v odpovéd na zmény ve vnéjsim prostfedi. V dalsi kapitole probereme
principy tvorby tak velkych molekul, jako jsou proteiny, a chemicky
zéklad jejich regulace.

Cyklicka reakéni draha vyzadu-
je regeneraci startovniho materialu a jeho
dostupnost na konci kazdeho cyklu. Pokud
se slougeniny cyklu kyseliny citronové
odéerpavaji jako stavebni bloky pouzivané
v celé fadé metabolickych reakci, proé
cyklus kyseliny citronové jednoduse
nepfestane existovat?

Glukosa a dalsi molekuly potravy jsou odbourava-
ny Fizenou postupnou oxidaci a poskytuji chemic-
kou energii ve formé ATP a NADH.

V odbourdvani molekul potravy lze rozlisit tfi faze:
glykolyzu (kterd probiha v cytosolu), cyklus kyseli-
ny citronové (v mitochondridlni matrix) a oxidac-
ni fosforylaci (na vnitini mitochondridlni mem-
brané).

Reakce glykolyzy odbouravaji Sestiuhlikaty cukr
glukosu na dvé molekuly tfiuhlikatého pyruvatu
za soucasné tvorby malého poétu molekul ATP
a NADH.

Za piitomnosti kysliku je pyruvat prevadén na
acetyl-CoA a CO,. Cyklus kyseliny citronoveé
potom pfevadi acetylovou skupinu v acetyl-CoA
na CO, a H,0.V eukaryontnich burikach probihaji
tyto reakce v mitochondriich. Velka ¢ast energie
uvolnéna pii této oxidaci je uklddana v podobé
vysokoenergetickych elektrontt v nosic¢ich NADH
a FADH,.

¢ Dalsim velkym zdrojem energie v potravé je
tuk. Mastné kyseliny, které se z tukd uvolnuji, jsou
prendseny do mitochondrii a oxidovdny na mole-
kuly acetyl-CoA. Tyto molekuly acetyl-CoA se déle
oxiduji v cyklu kyseliny citronové podobné jako
acetyl-CoA pochazejici z pyruvatu.

» NADH a FADH, odevzdavaji elektrony, které

nesou, do elektrontransportniho fetézce ve vniti-
ni mitochondridlni membrdné, kde se vyuziva
série prenosl elektronti k pohonu tvorby ATE
Vétsina energie zachycena béhem odbouravani
molekul potravy se ziskd v procesu oxidacni fosfo-
rylace (kterd je popsdna v Kapitole 13)

Buiiky uskladnuji molekuly potravy ve zvlastnich
zasobarnach. Glukosové podjednotky jsou uloze-
ny jako glykogen u zZivocichi a jako skrob u rost-
lin; jak Zivocichové tak rostliny uklddaji potravu
jako tuky. Potravni zasobarny vytvafené rostlina-
mi jsou hlavnimi zdroji potravin pro Zivocichy
vcetné clovéka.

Molekuly pfijaté jako potrava jsou vyuZity nejen
jako zdroj metabolické energie, ale také jako suro-
viny pro biosyntézu. Mnoho meziprodukt glyko-
lyzy a cyklu kyseliny citronové predstavuje star-
tovni body drah, které vedou k syntéze proteint,
nukleovych kyselin a dalsich specializovanych
molekul buriky.

Mnobho tisic rtiznych reakcei, které v burice soucas-
né probihaji, je pfesné sladéno, coZ burnice umoz-
nuje pfizptasobit se vnéjsimu prostredi a fungovat
ve velmi §iroké $kdle vnéjsich podminek.

elektrontransportni glukosa oxida¢ni fosforylace
fetézec glykogen pyruvat
acetyl-CoA FAD, FADH, glykolyza skrob
ADE ATP fermentace NAD', NADH tuk
cyklus kyseliny citronové GDE GTP

Zakladni shrnuti
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Proteiny ¢ili bilkoviny tvofi vétsinu suché hmotnosti bunky. Kdyz se
na burnku divaime mikroskopem nebo zkoumame jeji biochemickou
¢i elektrickou aktivitu, pozorujeme hlavné proteiny. Ty viak nejsou
pouhymi stavebnimi kameny, z nichz je bunka vytvofena; obstardva-
ji také vétsinu bunéénych funkci. Napiiklad enzymy v bunce posky-
tuji slozité molekularni povrchy, které uvadéji do pohybu fadu che-
mickych reakci buriky. Proteiny zanorené v plasmatické membrane
tvofi kandly a pumpy, které fidi prtichod malych molekul do burky
a z buriky. Nékteré proteiny pfenéseji zpravy od jednéch bunék k dru-
hym, zatimco jiné slouZzi jako integratory signalu, které predavaji
soubory signalti z plasmatické membrany do jadra jednotlivych
bunék. Jesté dalsi proteiny slouzi jako drobné molekulové stroje
s pohyblivymi ¢astmi: napiiklad kinesin posouva organely cytoplas-
mou, zatimco topoizomerdza umi rozmotat zauzlované molekuly
DNA. Jiné specializované proteiny funguji jako protilatky, jedy, hor-
mony, protimrazové molekuly, elastickd vldkna, provazy ¢i zdroje
luminiscence. Dfive neZ budeme moci doufat, Ze pochopime préici
genu, stahovani svall, vedeni elektfiny v nervovych burikdch ¢i to,
jak se vyvijeji embrya nebo jak funguji nase téla, musime porozumeét
proteintim. Nékteré vyznamné objevy, které pfispély k nasemu dnes-
nimu chapani proteinti, jsou uvedeny v tabulce 5-1.

Cetnost funkci, které proteiny zajistuji (panel 5-1, str. 135), pra-
meni z obrovského poctu rtiznych tvarti, kterych mohou v prostoru
nabyvat: funkce sleduje strukturu. TakZe zacneme nas popis téchto
pozoruhodnych makromolekul tim, Ze probereme jejich trojrozmeér-
nou strukturu a vlastnosti, které jim tato struktura proptjcuje. Ve
druhé poloviné kapitoly se podivame, jak proteiny pracuji—jak enzy-
my katalyzuji chemické reakce, jak proteiny funguji jako molekular-
ni prepinace a jak proteiny generuji souvisly pohyb. V této kapitole
jsou také na tfech samostatnych panelech na strandch 160-165
popsany techniky rozbijeni bunék, ¢isténi proteinti z téchto bunék
a urcovani jejich struktury.

Tvar proteinu je ddn pofadim jeho
aminokyselin

Proteiny se sklddaji do konformace
s nejnizéi energii

Proteiny se sklddaji do celé rady
komplikovanych tvart

* Béznymi strukturnimi motivy jsou

w-Sroubovice a f-struktura

Proteiny maji nékolik riiznych tirovni
organizace

Jen nékolik z mnoha moznych
polypeptidovych retézcti bude
uZitecnych

Proteiny lze rozdélit do rodin

Molekuly vétsich proteint €asto obsahuji
vice nez jeden polypeptidovy fetézec

Proteiny se mohou sdruzovat do vldken,
listii nebo kuli¢ek

Sroubovice je béznym motivem
v biologickych strukturach

* Nékteré druhy proteintt maji podobu

dlouhych vldken

Extraceluldrni proteiny jsou ¢asto
stabilizovdny kovalentnim zesitovanim

Proteiny se vdZou k jinym molekuldm

Vazebna mista protilatek jsou zvlasté
rozmanita

Meéritkem pevnosti vazby je rovnovizna
konstanta

Enzymy jsou mocné a vysoce specifické
katalyzdtory

* Lysozym ilustruje préci enzymu
» U¢innost enzymu vyjadfuji konstanty vy,

a Kk,

Pevné vazané malé molekuly pridavaji
proteintim dalsi funkce

Katalytick4 aktivita enzym je
regulovdna

Allosterické enzymy maji dvé vazebna
mista, ktera interaguji

- Konformacni zména muze byt vyvoldna

fosforylaci proteinu

* Proteiny vazajici GTP mohou

podstupovat rozsdhlé konformacni
zmény

* Motorové proteiny generuji rozsahlé

pohyby v burice
Proteiny casto vytvareji velké komplexy,
které funguji jako proteinové stroje
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Historické mezniky v nasem porozuméni proteintim

1838 Berzelius navrhl pro slozité organické slou¢eniny bohaté na dusik,
nalézané v burikdch Zivocicht a rostlin, nazev ,protein” (fecky proteios
= prvni).

1819-1904 Byla objevena vétsina z 21 aminokyselin, které se nachézeji v pro-
teinech.

1864 Hoppe-Seyler krystaloval a pojmenoval protein hemoglobin.

1894  Fischer navrhl pro interakce enzymu a substratu analogii ,zdmek-kli¢",

1897 Buchnerové prokazali, Ze bezbunécné extrakty z drozdi mohou zkvaso-
vat cukr na oxid uhlicity a ethanol, a tak polozili zdklady enzymologii.

1926 Sumner vykrystaloval uredzu v ¢isté formé a ukdzal, Ze proteiny mohou
mit katalytickou schopnost enzym; Svedberg vyvinul prvni analytickou
ultracentrifugu a pouzil ji k odhadu molekulové hmotnosti hemoglobi-
nu.

1933 Tiselius zavedl elektroforézu jako metodu pro déleni proteinti v roztoku.

1934 Bernal a Crowfoot provedli prvni podrobnou rentgenovou difrakci ve
vzorcich proteint, ziskanych z krystali enzymu pepsinu.

1942 Martin a Synge vyvinuli chromatografii - techniku, ktera se nyni Siroce
pouZziva k déleni proteint.

1951 Pauling a Corey navrhli strukturu Sroubovicového uspofadani fetézce
L-aminokyselin - o-8roubovici — a strukturu p-listu. Obé tyto struktury
byly pozdéji nalezeny v mnoha proteinech.

1955 Sanger dokonéil analyzu aminokyselinové sekvence insulinu - prvniho
proteinu, jehoZz pofadi aminokyselin bylo stanoveno.

1956 Ingram ziskal prvni proteinové ,otisky prst" a ukdzal, Ze hemoglobin
ze srpkovitych bunék se od normélniho hemoglobinu lisi v jediné ami-
nokyseliné.

1960 Kendrew popsal prvni podrobnou strukturu proteinu (vorvani myoglo-
bin) s rozliSenim 0,2 nm, a Perutz navrhl s men§im rozlisenim strukturu
hemoglobinu.

1963 Monod, Jacob a Changeux rozpoznali, Ze mnoho enzymti je regulovano
allosterickymi zménami své konformace.

Struktura a chemie jednotlivych proteinti se vyvinula a doladila
béhem miliard let evoluce. Proto snad neni piekvapenim, Ze z che-
neéjsi znamé molekuly. Za¢neme tim, Ze se podivame, jak poloha jed-
notlivych aminokyselin v dlouhém fetézci proteinu pfesné urcuje
jeho trojrozmeérny tvar. Pochopeni struktury proteinu na atomarni
urovni ndm pak umozZni popsat, jak pfesny tvar proteinu naopak
urcuje jeho funkci.

Tvar proteinu je dan poradim jeho aminokyselin

Vzpomerite si, Ze podle Kapitoly 2 existuje v proteinech 21 rtiznych
aminokyselin, z nichz kazda ma jiné chemické vlastnosti. Molekula
proteinu je tvofena dlouhym fetézcem téchto aminokyselin spoje-
nych se svymi sousedy kovalentni peptidovou vazbou (obr. 5-1).
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ENZYM

“unece: Katalyza rozpadu a tvorby
kovalentnich vazeb.

Friklady: Zivé buiky obsahuji tisice raznych
enzymi, z nichz kazdy katalyzuje jednu
uréitou reakci. Napfiklad tryptofansynthetéaza
ie zapojena do syntézy tryptofanu; pepsin
odbourava v zaludku proteiny z potravy;
ribulosabisfosfatkarboxylaza pomaha

v rostlinach pfi pfeméné oxidu uhliéitého

nza cukry; DNA-polymeraza syntetizuje DNA;
proteinkindza véaie fosfatovou skupinu

na protein.

STRUKTURNI PROTEIN

Funkece: Poskytuje mechanickou oporu
bunkam a tkanim.

Friklady: Mimo bufiky jsou kolagen a elastin
béineé slozky extraceluldrni matrix a tvofi
vldkna ve Slachach a vazivu. Uvnitf bunék
tvofi tubulin dlouha pevna vlidkna a aktin
se vyskytuje jako drobnd viakna podporujici
plasmatickou membranu; c-keratin tvofi
viakna zpeviujici epitelialni bufky a je
zakladni slozkou vlasd, nehtd a rohu.

TRANSPORTNI PROTEIN

Funkce: Pfenasi malé molekuly a ionty.

rars

Friklady: V krevnim obéhu prenasi
serumalbumin lipidy, hemoglobin je nosicem
kysliku a transferrin prenasi zelezo. Mnoho
proteind uloZenych v membranach prenasi
ionty a malé molekuly pfes membrany.
Mapfiklad bakterialni protein bakteriorhodopsin
je aktivovan svétlem, aby transportoval ionty H*
z bunék; pfenaset glukosy pfenasi glukosy v
erytrocytech, jaternich a mnoha dalsich
buiikach; Ca®*- pumpa pfenasi vapenaté ionty
ve svalove bufce z cytosolu do sarko-
plasmatického retikula, kde se ukladaji.

POHYBOVY PROTEIN

“unkee: Je pavodecem pohybu bunék
a tkani.

Priklady: Myosin v kosternim svalu umoZiuje
pohyb Ziveéichl; kinesin interaguje s
mikrotubuly, aby pohyboval organelami
uvniti bufiky; dynein umo#fiuje pohyb
eukaryontnich bigikd a fasinek.

ZASOBN| PROTEIN

e: Skladuje malé molekuly nebo ionty.

Priklady: Zelezo se uklada v jatrech tim, Ze se
vaie na maly protein zvany ferritin;
ovalbumin ve vajeéném bilku se vyuziva jako
zdroj aminokyselin ve vyvijejicim se ptaéim
embryu; kasein v mléce je zdrojem
aminokyselin pro novorozene Zivodichy.

SIGNALNI PROTEIN

Funkee: Prenasi informadni signaly
z bunky do bunky.

Piiklady: Mnoho hormont a ristovych
faktord, jsou proteiny. Insulin je maly protein,
ktery reguluje hladinu glukosy v krvi; netrin
pritahuje rostouci nervové burky uréitym
smérem ve vyvijejicim se embryu; nervovy
ristovy faktor (NGF) stimuluje nékteré typy
nervovych bunék k ristu axoni; epidermalni
ristovy faktor (EGF) stimuluje rast a déleni
epitelialnich bungk.

RECEPTOROVY PROTEIN

Funkee: V bunkach deteguje chemické a fyzikalni
signaly a pfeddva je k zpracovani bunce.

Priklady: Rhodopsin v oéni sitnici zachycuje
svétlo; acetylcholinovy receptor v membrang
svaloveé bunky pfijima signaly ze zakonéeni
neuronu; insulinovy receptor umoznuje
jaterni bufice reagovat na hormon

insulin tim, Ze bunka importuje glukosu;
adrenergni receptor v srdeénim svalu

zvyiuje tepovou frekvenci pfi navazani
adrenalinu.

REGULACNI PROTEIN
V GENQOVE EXPRESI

Funkee: Vaze se na DNA a spousti nebo
vypina transkripei.

v Laktosovy represor v bakteriich

Prikla
Frikla

«zamyka®" geny pro enzymy, které odbouravaji
laktosu; mnoho homeodeménovych proteind
pusobi jako genetické spinace, které reguluji
vyvoj mnohobunéénych organismu.

' 51 Priklady nékterych obecnych funkci proteini

PROTEINY SE ZVLASTNIM
POSLANIM

inkee: Velmi rozmanita

Priklady: Organismy syntetizuji proteiny

s vysoce specializavanymi viastnostmi.

Tak protimrazové proteiny arktickych

a antarktickych ryb chrani jejich krev pred
zmrznutim; zeleny fluoreskujici protein uréitych
meduz vysila zelené svétlo; monellin, protein
nachazejici se v jedné africké rostling, je
nesmirné sladky; musle a dalsi mofsti
Zivotichove vylutuji adhezni proteiny, kterymi
se pevné pfichycuji ke kamenitému podkladu.
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peptidova vazba v glycylalaninu

Opakujici se pofadi atomti podél fetézce se nazyva polypeptidova
kostra. K tomuto fetézci jsou pfipojeny postranni fFetézce riznych
aminokyselin - tyto ¢asti aminokyselin se neti¢astni peptidové vazby,
zato v8ak propujcuji kazdé aminokyseliné jeji jedinec¢né vlastnosti
(obr. 5-2). Nékteré z téchto postrannich fetézct jsou nepolarni a hyd-
rofobni (,bojici se vody*), jiné jsou zdporneé ¢i kladné nabité, nékteré
jsou reaktivni a jiné spiSe nete¢né atd. Struktura a vlastnosti 20 diive
znamych aminokyselin jsou uvedeny v panelu 2-5 (str. 62-63) a se
svymi zkratkami také v obrazku 5-3. Kazdy typ proteinu ma jedinec-
né poradi aminokyselin, které je u vSech molekul tohoto proteinu
stejné. Je znamo mnoho tisic rznych druhti proteind, pficemz kazdy
z nich ma svou zvlastni aminokyselinovou sekvenci (pofadi amino-
kyselin).

Mnoho kovalentnich vazeb v dlouhém fetézci aminokyselin
umoznuje volné otaceni atomii kolem téchto vazeb, takze se poly-
peptidova kostra miiZe v podstaté sklddat nekoneéné mnoha zptiso-
by. Kazdy posklddany fetézec bude stabilizovdn mnoha réiznymi sou-
bory nekovalentnich vazeb, tvofenych jak atomy v polypeptidové
kostfe tak atomy postrannich fetézct aminokyselin. Témito slabymi
vazbami jsou vodikové muiistky, iontové vazby a van der Waalsovy sily,
které jsou popsany v Kapitole 2 (viz panel 2-7, str. 70-71). Jednotlivé
nekovalentni vazby jsou ve srovnani s kovalentnimi vazbami slabé,
takZe k udrzeni dvou fetézcti pohromadé je zapotfebi mnoha neko-
valentnich vazeb. Stabilita kaZdého poskladaného tvaru bude proto
zaviset na celkové sile velkého poctu takovych vazeb (obr. 5-4).

JesSté Ctvrta slaba interakce hraje vyznamnou tlohu pfi ur¢ovani
tvaru proteinu. Jak je popsano v Kapitole 2, vladne ve vodném pro-
stfedi snaha udrzet hydrofobni molekuly véetné nepoldrnich
postrannich fetézcli nékterych aminokyselin pohromadé, aby se
minimalizovaly jejich rusivé vlivy na sit vodikovych mistkii mezi

136 Kapitola 5 : Proteiny: struktura a funkce

Peptidova vazba. Tato
kovalentni vazba vznikd, kdyZ atom uhliku
z karboxylové skupiny jedné
aminokyseliny sdili elektrony s dusikovym
atomem (modry) z aminoskupiny druhé
aminokyseliny. Pfi této reakci se uvolni
voda.
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molekulami vody (viz str. 48 a panel 2-2, str. 50-51). Proto je dtlezi- Proteiny se sklddaji

tym faktorem urcujicim skladani kazdého proteinu rozloZeni jeho
polarnich a nepolarnich aminokyselin. Nepoldrni (hydrofobni)
postranni fetézce v proteinu, které patii takovym aminokyselindm
jako fenylalaninu, leucinu, valinu a tryptofanu, se snaZi shlukovat se
uvnitf molekuly (stejné jako se malé hydrofobni kapky oleje slévaji
v jednu vétsi kapku). To jim umozni vvhnout se kontaktu s vodou,
ktera je uvnité bunky obklopuje. Naopak polarni postranni fetézce,
napfiklad u argininu, glutaminu a histidinu, se snaZzi zdrZovat se na
povrchu molekuly, kde mohou vytvaret vodikové miistky s molekula-
mi vody a dal$ich polérnich latek (obr. 5-5). Aminokyseliny skryté
uvnitf proteinu obvykle vytvéreji vodikové mustky s ostatnimi polar-
nimi aminokyselinami nebo s polypeptidovou kostrou (obr. 5-6).

Tvar a struktura proteint

z polypeptidové kostry, ke které jsou
pripojeny postranni fetézce. Kazdy typ
proteinu je jedineény svou sekvenci a poctem
aminokyselin; pravé pofadi chemicky
riznych postrannich fetézci odlisuje jeden
protein od druhého. Konce polypeptidového
fetézce se navzdjem chemicky lisi: konec,
ktery nese volnou aminoskupinu (NH,', také
se piSe jako NH,) se nazyvd aminovy konec
nebo N-konec, zatimco konec nesouci
volnou karboxylovou skupinu (COO™; piSe se
také COOH) se nazjvé karboxylovy koncec
nebo C-konec. Sekvence aminokyselin
proteinu se vzdy uvadi ve sméru od N-k C-
konci a éte se zleva doprava.
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AMINOKYSELINA ET VI
Asparagova kys. Asp D negativni Alanin
Glutamova kys. Glu E negativni Glycin
Arginin Arg R pozitivni Valin
Lysin Lys K pozitivni Leucin
Histidin His H pozitivni Isoleucin
Asparagin Asn N polarni bez naboje Prolin
Glutamin Gin Q poléarni bez néboje Fenylalanin
Serin Ser S polarni bez naboje Methionin
Threonin Thr T polarni bez naboje Tryptofan
Tyrosin Tyr Y polarni bez naboje Cystein

Selenocystein Sec

POLARNI AMINOKYSELINY

Ala A nepolarni
Gly G nepolarni
Val V  nepolarni
Leu L nepolarni
lle | nepolarni
Pro P nepolarni
Phe F nepolarni
Met M nepolarni
Trp W nepolarni
Cys C nepolarni

U  nepolarni

NEPOLARNI AMINOKYSELINY ——

21 riiznych aminokyselin, které se nachézeji v proteinech. Jsou uvedeny jak tfipismenné, tak
jednopismenné symboly. Jak je patrno, existuje takika stejny pocet poldrnich a nepoldrnich postrannich

fetézcll - viz. Panel 2-5 (str, 62-63).
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Tt typy nekovalentnich vazeb, které napomdhaji skldddni proteinu. Ackoli jsou jednotlivé vazby
tohoto typu slabé, miiZe se jich spojit mnoho dohromady a vytvofit silné vazebné uspofadani, jak je ukdzano

v tomto piikladu. R je obecné oznaceni pro postranni fetézec.

nepolarni
postranni fetézce

polarni
postranni fetézec

' @Yk < i
i 3
1 1 . hydrofobni N
" . vnitrek vodikové mustky
polypeptidu se tvofi mezi
obsahuje polarnimi
nepolarni aminokyselinami

aminokyseliny na povrchu proteinu

neslozeny polypeptid koneéna konformace slozeného polypeptidu ve vode

Jak se protein skldda do
kompaktni konformace. Postranni fetézce
polarnich aminokyselin se snazi zdrzovat
se pohromadé na vnéjsi strané proteinu,
kde mohou interagovat s vodou. Naproti
tomu nepoldrni aminokyselinové fetézce
jsou ukryty uvnitf a tvoii shaleny
hydrofobni vnitfek s atomy, které se
vyhybaji vodé. V této nanejvys
schematické kresbé obsahuje protein jen
néco kolem 30 aminokyselin.
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vodikovy mustek mezi vodikovy mistek mezi vodikovy mistek
atomy dvou peptidovych atomy peptidové vazby mezi dvéma postrannimi
vazeb a postrannim fetézcem Fetézci

aminokyseliny

Proteiny se sklddaji do konformace s nejnizsi energii

Kazdy druh proteinu ma svou vlastni trojrozmérnou strukturu, ktera
je urCena poradim aminokyselin v jeho fetézci. Kone¢na slozena
struktura neboli konformace, které kazdy peptid nabyvd, je urcena
energetickymi aspekty — obecné snahou dosdhnout stavu s co
nejmensim obsahem volné energie. Skladani proteinti bylo studova-
no v laboratofi s pouzitim vysoce purifikovanych (pfecisténych) pro-
teinti. Protein je moZno rozvinout neboli denaturovat s pomoci
jistych rozpoustédel, ktera prerusi nekovalentni vazby drzici sloZeny
protein pohromadé. To prevede protein na volné ohebny polypepti-
dovy fetézec, ktery zcela ztratil svou pfrirozenou podobu. Po odstra-
néni denatura¢niho rozpoustédla se protein ¢asto spontanné svine
zpét do své prirozené podoby; fikame, Ze renaturuje do své ptivodni
konformace (obr. 5-7). To ukazuje, Ze veSkerd informace potfebna
k urceni trojrozmérného tvaru proteinu, je obsaZena v charakteru
jeho aminokyselin a jejich pofadi v polypeptidovém retézci.

Kazdy protein se normalné skldda do své jediné stalé konforma-
ce. Tato konformace se vsak vZdy ponékud zméni, kdyZ protein inter-
aguje s ostatnimi molekulami v bunce. Tato zména je ¢asto klicova
pro funkci proteinu, jak uvidime pozdéji v této kapitole.

Ackoli se proteinovy fetézec muze slozit do své spravné podoby
bez vnéjsi pomoci, pomahaji skladani proteinti v Zivych bunkach
zvlastni proteiny zvané molekuldrni chaperony [vyslov Saperonyl.

(A)
VYSTAVENI f":/ )
o o VYSOKE & —
e KONCENTRACI S===7J ) ODSTRANENI Cor
p ‘321\ MOCOVINY <" MOCOVINY & /8
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cisty protein denaturovany regenerovand pavodni
izolovany protein konformace proteinu
z buriky

Tvar a struktura proteinti

irazek 5-6 Vodikové mistky v molekule
proteinu. Velkd mnozstvi vodikovych
vazeb vznikaji mezi sousednimi oblastmi
polypeptidového fetézce a pomahaji
stabilizovat jeho trojrozmérnou strukturu.
Znédzornény protein je ¢asti enzymu
lysozymu a vodikové mistky mezi tfemi
rliznymi pary partnert byly rtizné
zbarveny.

Obraz Znovuslozeni
denaturovaného proteinu. (A) Tento pokus
ukazuje, Ze konformace proteinu je urc¢ena
pouze jeho aminokyselinovou sekvenci.

(B) Struktura mocoviny, kterd je velmi
rozpustnd ve vodé a ve vysokych
koncentracich rozplétd proteiny (kdyz
pfipada jedna molekula mocoviny asi na
Sest molekul vody).

(B}
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Tyto proteiny se vaZou k ¢astecné slozenym fetézctim a udrzuji je v roz-
vinuté formé pii pohybu cytoplasmou a pfes jednotlivé bunééné mem-
brany. Chaperony jsou v podminkéch pfeplnéné cytoplasmy (viz obr.
3-17) zivotné duleZité, nebot chrani nové syntetizované proteinové
fetézce pred asociaci s nespravnymi partnery. Konec¢na trojrozmérna
podoba proteinu je pak specifikovdna pofadim jeho aminokyselin.

Proteiny se skldadaji do celé fady komplikovanych tvart

Jak jsme popsali v panelech 5-4, 5-5 a 5-6 (str. 160-165), byly vyvinu-
ty techniky umozniujici rozbiti bunék, vyc¢isténi jednotlivych protei-
nt a pfesné urceni pofadi aminokyselin v téchto purifikovanych pro-
teinech. Toto poradi je zndmo jako sekvence aminokyselin neboli
priméarni struktura. Mnoho let se sekvenovani proteinti provadélo
pfimou analyzou proteinovych aminokyselin. Prvnim proteinem,
jehoz sekvence byla ur¢ena, je insulin; jeho sekvence byla zvefejnéna
v roce 1955. Vyvoj rychlych metod pro sekvenaci DNA (viz kap. 10)
nyni umoznuje mnohem snadné&jsi neprimou sekvenaci proteinti
urcenim poradi nukleotidtt v DNA, kterd kdduje dany protein, a pfe-
vedenim tohoto poradi na aminokyselinovou sekvenci s vyuzitim
genetického kédu (viz Kapitolu 7). Timto zptisobem uz byly stanove-
ny sekvence desitek tisic proteinii. Tyto proteiny svou velikosti saha-
ji od peptidi o 30 aminokyselinach az po proteiny s 10 000 a vice
aminokyselinami. Vétsina proteinti viak obsahuje 50-2000 aminoky-
selinovych zbytkt (obr. 5-8).

Veskera informace potfebna ke sloZeni proteinu je uloZena v jeho
aminokyselinové sekvenci. Jesté jsme se vSak nenaucili, jak tuto
informaci ¢ist a pfedpovidat z ni detailni trojrozmérnou konformaci
proteinu, tedy usporddani viech jeho atomu v prostoru. V souéas-
nosti miZeme urcit zplisob sklddani proteinu jen experimentalné
s vyuzitim bud rentgenovych paprskd nebo nukledrni magnetické
rezonance. Tyto metody budou popsdny v panelu 5-6 (str. 164-165).
Zatim bylo témito technikami analyzovdno vice nez 1000 proteintL.
Kazdy z nich ma jedine¢nou trojrozmérnou konformaci tak sloZitou

1400

1200+

1000+

1

o

=

(=]
1

Poget proteint
o
o
(=]
1

100 300 500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900 2100
Pocet aminokyselinovych zbytkil

140 Kapitola 5 : Proteiny: struktura a funkce

Modéovina pouzitd v pokusu na
obréazku 5-7 je molekulou, kterd rusi vodi-
kové mustky mezi molekulami vody. Prog
by mohla vysoka koncentrace mocoviny
rozplétat proteiny?

Velikosti proteinti. Proteiny
nalézané v burice jsou nejriiznéjsi
velikosti. Typicka bakteridlni bunka
obsahuje asi 1000 rtiznych protein,
zatimco lidskd burika jich podle vieho ma
asi 10 000. Diagram proteinii kédovanych
nékolika chromosomy v kvasince
Saccharomyces cerevisiae ukazuje pocet
predpovézenych proteint riizné velikosti.
Tato informace byla ziskdna pfi analyze
nukleotidové sekvence genomu
organismu; neddvno byla ziskdna sekvence
celé DNA této malé eukaryontni buiiky.
Pocet malych proteint, zvlasté téch se 100
a méné aminokyselinami, nemiiZe byt
z technickych dtivodii pfesné uréen pfimo
ze samotné nukleotidové sekvence.



a nepravidelnou, ze detailni popis struktury vét§iny proteinti by si
vyzadal celou kapitolu.

Abychom ukdzali, jak jsou proteiny konstruovany, zaCneme
s neobvykle malym proteinem a pokusime se objasnit jeho struktu-
ru. Strukturu proteinu lze znézornit nékolika zptisoby, z nichZ kazdy
zdtraziiuje jeho ur€ité vlastnosti. Panel 5-2 (str. 142-143) ukazuje
Styfi rizné zndzornéni proteinu Hpr, transportniho proteinu, ktery
usnadniuje pienos cukru do bakterialnich bunék. Celkova struktura
fetézce 88 aminokyselin je ukdzana jako polypeptidova kostra (A),
jako stuzkovy model (B), jako dritovy model zahrnujici postranni
fetézce aminokyselin (C) a jako kalotovy model (D). KaZdy ze tii
vodorovnych fadka ukazuje protein v jiné orientaci a barvy v obréz-
ku umoZiiuji sledovat polypeptidovy fetézec od N-konce (fialovy)
k jeho C-konci (cerveny).

Panel 5-2 ukazuje, Ze konformace proteinu je obdivuhodné slozi-
ta dokonce i u tak malého proteinu, jakym je Hpr. Urceni struktury
proteinu v8ak miiZe usnadnit poznatek, Ze témto konformacim pfi-
slusi nékolik strukturnich motivt, jak dale uvidime.

BéZnymi strukturnimi motivy jsou o-Sroubovice a p-struktura

Pfi srovnavéni trojrozmérnych struktur mnoha rtiznych proteinti
vychéazi najevo, Ze pfes jedinecnost celkové konformace kazdého
proteinu lze v nich obvykle najit dva zdkladni modely sklddani. Oba
druhy byly objeveny asi pfed 50 lety pfi studiu vlast a hedvabi.
Prvnim z nich byla a-Sroubovice (o-helix), nalezena v proteinu zva-
ném o-keratin, ktery se hojné vyskytuje v kiiZi a v jejich derivitech —
vlasech, nehtech a rozich. Ve stejném roce jako o-3roubovice byl
objeven druhy typ, tzv. B-struktura neboli struktura skladaného
listu, a to v proteinu fibroinu, ktery je hlavni slozkou hedvéabi. Tyto
dva typy jsou zvlasté bézné, nebot plynou z vodikovych mistkii mezi
skupinami N-H a C=0 v kostfe polypeptidu a nezahrnuji postranni
fetézce aminokyselin. Mohou byt tedy tvofeny riznymi aminokyseli-
novymi sekvencemi. V kazdém pfipadé proteiny nabyvaji pravidelné
opakujici se konformace. Tyto dvé konformace, stejné jako zkratky,
kterych se pouzivé k jejich zapisu ve stuzkovych modelech proteinti,
jsou uvedeny na obrazku 5-9.

Jadra mnoha proteinti obsahuji rozsdahlé oblasti B-struktury. Jak
je ukdzano na obrédzku 5-10, mohou se tyto sklddané listy tvorit bud
ze sousedicich polypeptidovych fetézci, které maji stejnou orientaci
(tj. jsou paralelni) nebo z fetézct, které se sklddaji jako papir poskla-
dany do harmoniky, pficemz kazdy tisek ma vzhledem ke svym nej-
bliz§im sousedim opacnou orientaci (antiparalelni fetézce). Oba
typy B-struktury tvofi velmi rigidni titvar drzeny pohromadé vodiko-
vymi miustky, které spojuji peptidové vazby v sousednich Fetézcich
(viz obr. 5-9D).

o-Helix vznika, kdyZ se jednoduchy polypeptidovy fetézec oviji
kolem sebe sama a tvofi tuhy (rigidni) valec. Vodikovy miistek vznika
mezi kazdou C¢tvrtou peptidovou vazbou a spojuje skupinu
C=0 jedné peptidové vazby se skupinou N-H jiné peptidové vazby
(viz obr. 5-9A). To dava vznik pravidelné sroubovici s 3,6 aminokyse-
linovymi zbytky na jednu otacku. Vsimnéte si, Ze ukazkovy protein
z panelu 5-2 obsahuje jak o-§roubovici tak skladany list B.

Tvar a struktura proteintt
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(A) Kostrovy (B) Stuzkovy
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a-Sroubovice

postranni fetézec
aminokyseliny

(A) (B) ()

postranni fetézec

- iad aminokyseliny
vodikovy mustek
il \eé’ Tl

B-skladany list

peptidova
vazba

(D) (E) (F)

/hrazeic o Pravidelné uspofddéni polypeptidové kostry pozorované v o-§roubovici a v B-listu. (A), (B) a (C) ukazuji a-§roubovici,
ve které je skupina N-H kazdé peptidové vazby spojena vodikovym miistkem se skupinou C=0 nésledujici peptidové vazby, ktera se
nachazi o €tyti peptidové vazby déle v témze fetézci. (D), (E) a (F) ukazuji B-list; v tomto piikladu maji sousedni peptidové fetézce
opacny smér (jsou antiparalelni). Jednotlivé polypeptidové fetézce (vldkna) v B-listu drzi pohromadé vodikové miistky mezi
peptidovymi vazbami v riiznych vldknech; postranni fetézce aminokyselin v kazdém vldknu sméfujf stfidavé nad a pod rovinu listu.
(A) a (D) ukazuji vSechny atomy polypeptidové kostry, ale postranni fetézce aminokyselin jsou pro jednoduchost oznaceny jako R.
Naproti tomu (B) a (E) ukazuji jen atomy kostry, zatimco na (C) a (F) je vidét zkratkovité symboly, které se pouzivaji k vyjadieni o-
Sroubovice a B-listu ve stuzkovych kresbdch proteinti (viz Panel 5-2B, str, 142).
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Kratké useky o-Sroubovice jsou zvlasté hojné v proteinech umis-
ténych v bunéénych membranach, jako jsou transportni proteiny
a receptory. V Kapitole 11 uvidime, Ze tyto tiseky transmembranoveé-
ho proteinu, které pfetinaji lipidovou dvojnou vrstvu, ji obvykle pro-
chazeji jako a-sroubovice sloZené hlavné z aminokyselin s nepolar-
nimi postrannimi fetézci. Polypeptidova kostra, kterd je hydrofilni, je
pospojovana vodikovymi mustky v a-Sroubovici a stinéna pfed hyd-
rofobnim lipidovym prostfedim membrany svymi vycnivajicimi
nepolarnimi postrannimi fetézci (viz obr. 11-24).

Nékteré pary o-sroubovic se ovijeji okolo sebe navzajem a utva-
feji zvlasté stabilni strukturu, zndmou jako svinuté klubko. Tato
struktura vznikd, maji-li dvé o-$roubovice vétsinu svych nepolédrnich
(hydrofobnich) postrannich fetézct na jedné strané, takZe se mohou
ovijet jedna okolo druhé, pficemz jejich nepoldrni strany jsou obra-
ceny dovnitf (viz obr. 5-11). Dlouhé ty¢inkovité tseky svinutého
klubka tvofi strukturni sit proteinti protahlého tvaru. Priklady jsou
o-keratin, ktery tvofi intracelularni vlakna zesilujici vnéjsi vrstvu
kiiZe a jejich vybézka, a molekuly myosinu odpovédné za kontrakci
svalu (viz Kapitolu 16).

Proteiny maji nékolik rtiznych trovni organizace

Dokonce i molekula malého proteinu je tvofena tisici atomt spoje-
nych pfesné orientovanymi kovalentnimi a nekovalentnimi vazbami
a je velmi tézké vizualizovat takovou slozitou strukturu bez zvlast-
nich nastroji. Z tohoto dtivodu se uzivaji rtizné grafické a pocitacem
podporované techniky.
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Tvar a struktura proteinti

(A) ; ""_/-.-’/’/;\y

Dva typy struktury B-listu.
(A) Antiparalelni B-list (viz obrazek 5-9D).
(B) Paralelni B-list. Obé tyto struktury jsou
v proteinech bézné.

Vzpomeiite si, Ze postranni
fetézce, které ¢néji z kaidé polypeptidové
kostry v P -listu, sméfuji stiidavé nad a pod
rovinu listu (viz obr. 5-9D), a zamyslete se
nad nasledujici proteinovou sekvenci: Leu-
Lys-Val-Asp-lle-Ser-Leu-Arg-Leu-Lys-lle-
Arg-Phe-Glu. Myslite, Ze v pfipadé inkor-
porace do fB-listu bude tato sekvence
nédim pozoruhodna? Muzete odhadnout,
jak by mohl byt tento B-list v proteinu
uspofadan? (Napovéda: podivejte se na
vlastnosti aminokyselin uvedené na obraz-
ku 5-3.)

Struktura svinutého klubka.
V ¢asti (A) vidime jedinou «¢-&roubovici, ve
které jsou postranni fetézce po sobé
jdoucich aminokyselin oznaceny vzdy po
sedmi jako ,abcdefg" (zdola nahoru).
Aminokyseliny ,a“ a,,d" v takové sekvenci
leZi na povrchu vélce blizko u sebe a tvori
«pések” (oznacen cervené), ktery se pozvolna
vine okolo o-Sroubovice. Proteiny, které
tvofi svinuta klubka, maji nepoldrn{
aminokyseliny v polohdch ,a"“ a,.d".
Nésledkem toho se mohou dvé
o -§roubovice ovijet okolo sebe navzdjem, jak
je vidét na obrazku (B), pficemz nepoldrni
postranni fetézce jedné
a-Sroubovice interaguji s nepoldrnimi
postrannimi fetézci druhé Sroubovice;
postranni fetézce hydrofilnéjsich
aminokyselin zlistdvaji obraceny do vodného
prostfedi. (C) Atomérni struktura svinutého
klubka uréend rentgenovou krystalografii.
Cervené postranni fetézce jsou nepoldrni.
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) &=,

B-list
sekundarni jednoducha protein sloZeny
struktura polypeptidova ze dvou domen
doména

Zabyvame-li se strukturou proteint, je uZite¢né rozliSovat rtizné
urovné organizace. Sekvence aminokyselin je primdrni strukturou
proteinu. Ty ¢4sti polypeptidového fetézce, které tvori u-sroubovice
a skladané listy B, pfredstavuji sekunddrni strukturu proteinu.
Trojrozmeérnd konformace tvofena polypeptidovym fetézcem se
nékdy uvadi jako rercidrni struktura, a je-li dany protein tvoren vice
neZ jednim polypeptidovym fetézcem, potom se celkova struktura
oznacuje jako kvarterni struktura.

Studium konformace, funkce a evoluce proteinti také prozradilo
dtlezitost dalsi organizacni jednotky, kteréd se 1isi od jednotek dosud
popsanych. Touto jednotkou je proteinova doména, ktera je tvofena
libovolnou ¢éasti polypeptidového fetézce, jenz se mtize nezavisle svi-
nout do kompaktni stalé struktury. Doména obvykle obsahuje 50 az
350 aminokyselin a je moduldrni jednotkou, z niz jsou vytvofeny
viechny vétsi proteiny (obr. 5-12) — nékdy se tato struktura nazyva
suprasekunddrni. Rizné domény proteinu jsou obvykle spojeny
s riznymi funkcemi. Napiiklad protein vyobrazeny na obr. 5-12 je
katabolitem aktivovany protein (CAP, catabolite activator protein),
ktery se u bakterii pouziva k zapojeni a vypojeni genti. CAP ma dvé
domény: mald doména se vaze k DNA, zatimco velka doména vaze
cyklicky AMP, vnitrobunécénou signalni molekulu. Kdyz velka domé-
na vaze cyklicky AMP, zptisobi to konformacni zménu v proteinu;
tato zména umozni malé doméné vazat se ke specifické sekvenci
DNA a zapojit sousedni geny.

Molekula malého proteinu jako Hpr obsahuje pouze jedinou
doménu (viz panel 5-2, str. 142-143). Vétsi proteiny mohou obsaho-
vat az nékolik tucttt domén, které jsou obvykle spojeny pomérné
neclenénym tsekem polypeptidového retézce. Stuzkové modely (i
rizné organizovanych domeén jsou ukdzany na obrazku 5-13.
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)bra Vztah mezi proteinovymi
doménami a dal$imi strukturnimi prvky.
Prvky sekunddrni struktury jako
o-Sroubovice a B-list se sbaluji do
stabilnich globuldrnich prvkh zvanych
domeény. Molekula typického proteinu
sestdva z vice domén, pricem?z jednotlivé
domény jsou mezi sebou spojeny ¢asto
pomérné nestrukturovanymi tseky
polypeptidového Fetézce. Stuzkovy
diagram vpravo je regulacni protein CAP
bakteridlniho genu s jednou velkou
(modre) a jednou malou (Sediveé)
doménou.
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Jen nékolik z mnoha moZnych polypeptidovych fetézct
bude uzite¢nych

Teoreticky se dé sestavit obrovsky pocet riznych polypeptidovych
fetézct. ProtoZe kazdé z 21 aminokyselin je chemicky odliSnd a mtize
se v podstaté vyskytovat na kterémkoli misté v proteinovém fetézci,
existuje 21x21x21x21 = 194 481 rtiznych polypeptidovych fetézct
slozenych ze ¢tyf aminokyselin, tedy 21" rtiznych polypeptidovych
fetézcll slozenych z n aminokyselin. V pfipadé typického proteinu
sestaveného asi ze 300 aminokyselin by se teoreticky dalo sestavit
vice nez 21°" (tedy 10*") riiznych polypeptidovych fetézctl.

Jen velmi mala ¢ast tohoto nepredstavitelné velkého poctu poly-
peptidovych fetézct by pfijala jedinou stdlou trojrozmérnou konfor-
maci. Velka vétsina jednotlivych proteinovych molekul by méla
mnoho rtiznych konformaci o zhruba stejné stabilité, pficemz kazda
konformace by méla odlisné chemické vlastnosti. Pro¢ tedy maji
véechny proteiny pfitomné v burikiach jedineéné a stabilni konfor-
mace? Vysvétleni spo¢iva ve skute¢nosti, Ze protein s mnoha rzny-
mi konformacemi a proménnymi vlastnostmi by nebyl z biologickeé-
ho pohledu uziteény. Takové proteiny by byly brzy vyfazeny piirodni
selekci béhem dlouhého procesu pokusti a omyld, na kterém spoci-
va bunécna evoluce (viz Kapitolu 9).

Diky pfirodnimu vybéru je nejen aminokyselinova sekvence
dnesnich proteinti extrémné stala, ale také jejich konformace ma
pfesné ty chemické vlastnosti, které proteiny potfebuji ke své zvlast-
ni katalytické ¢i strukturni funkci v bunice. Proteiny jsou sestaveny
tak pfesné, ze pouhd zaména nékolika atomt v jedné aminokyseliné
muZe porusit strukturu proteinu a tim vyvolat ztratu jeho funkce
s katastrofalnimi disledky.

Proteiny lze rozdélit do rodin

Jakmile se vyvinul protein, ktery se slozil do stdlé konformace s uzi-
te¢nymi vlastnostmi, mohla byt jeho struktura v pribéhu evoluce
lehce pozménéna a pfizpisobena novym funkcim. Vime, Ze se to
déje pomérné casto, nebot mnoho dnesnich proteint lze rozdélit do
skupin ¢i rodin, pficemz kazdy ¢len téZe rodiny ma aminokyselino-

Tvar a struktura protein

)b -1 Stuzkové modely tii
riiznych proteinovych domén. (A)
Cytochrom b, protein s jedinou
doménou, ktery se ticastni pienosu
elektronil v mitochondriich. Tento protein
se skldda téméft vyluéné z «-Sroubovic.

(B) NAD-vézajici doména enzymu laktat-
dehydrogendzy, kterd je tvofena smeési
a-roubovic a B-list. (C) Variabilni
domeéna lehkého fetézce imunoglobulinu,
ktera predstavuje sendvi¢ dvou B-listil.

V téchto prikladech jsou

o-roubovice naznaceny zelené, zatimco
vldkna uspofadand do B-listii jsou
vyznacena Cervenymi sipkami. VSimnéte si,
ze polypeptidovy fetézec obecné prochézi
celou doménou tam a zpét a tvoii ostré
otacky jen na povrchu proteinu.
Vyénivajici smyckové tiseky (Zluté) casto
tvorii vazebnd mista pro dal3i molekuly.

£ Nahodné mutace jen velmi
zfidka vedou k takovym zménam v protei-
nu, které zvysi jeho uZiteénost pro bunku,
ale béhem evoluce se ufitetné mutace
selektuji. ProtoZe jsou tyto zmény Ffidke,
existuje na kazdou uZite€nou mutaci bez-
pocet zmeén, které nevedly k zadnému zlep-
Seni nebo poskytly inaktivni proteiny. Proé
potom buriky neobsahuji miliony neuZitec-
nych proteinG?
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ELASTAZA CHYMOTRYPSIN

vou sekvenci a trojrozmérnou konformaci, ktera blizce pripomina
vSechny ostatni ¢leny téZe skupiny.

Zamyslete se naptiklad nad serinovymi protedzami. To je skupina
proteolytickych enzymi (Stépicich proteiny), kterd zahrnuje travici
enzymy chymotrypsin, trypsin a elastdzu, a nékteré enzymy tiCastnici se
srazeni krve. Porovname-li dva z téchto enzymt, zjistime, Ze dlouhé
tiseky jejich aminokyselinovych sekvenci jsou téméf shodné. Podobnost
jejich trojrozmérnych konformaci je jesté ndpadnéjsi: vétSina drobnych
zahybti a otocek jejich polypeptidovych fetézct, které jsou nékolik set
aminokyselin dlouhé, je skute¢né stejnd (obr. 5-14). Pfesto maji rtizné
serinové protedzy odli§né enzymové aktivity; kazda §tépi jiné proteiny ci
peptidové vazby mezi rtiznymi typy aminokyselin. Kazdd proto plni
v organismu jinou funkci.

Molekuly vétsich proteinti ¢asto obsahuji vice nez jeden
polypeptidovy Fetézec

Stejné slabé nekovalentni vazby, které umoziuji skladani proteinu do
specifické konformace, také umoznuji proteinim vazat se navzajem za
vzniku vét§ich bunéénych struktur. KaZzda oblast povrchu proteinu,
kterd interaguje s jinou molekulou prostfednictvim souboru nekova-
lentnich vazeb, se nazyvd vazebné misto. Protein muzZe obsahovat
vazebnd mista pro celou fadu velkych a malych molekul. Pokud vazeb-
né misto rozpozné povrch druhého proteinu, miize tésna vazba mezi
dvéma poskladanymi polypeptidovymi fetézci vést ke vzniku vétsi pro-
teinové molekuly s pfesné definovanym usporadanim. Kazdy polypep-
tidovy fetézec v takovém proteinu se nazyva podjednotka proteinu.

V nejjednodussim ptipadé se vazou dva identické slozené polypep-
tidové fetézce v uspofadani ,hlava k hlavé" za vzniku symetrického
komplexu dvou proteinovych podjednotek (zvanému dimer), ktery drzi
pohromadé interakcemi mezi dvéma identickymi vazebnymi misty.
Dfive probirany protein CAP je vlastné dimernim proteinem v bakteri-
dlni bunce (obr. 5-15A), ktery vznikl ze dvou identickych kopii protei-
nové podjednotky ukazané diive na obrazku 5-12. V burikdch se bézné
nachdzi mnoho jinych symetrickych proteinovych komplexti sestave-
nych z vice kopii jediného polypeptidového retézce. Napfiklad enzym
neuraminiddza je tvofen kruhem ctyf identickych proteinovych pod-
jednotek (obr. 5-15B).
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Srovnani konformaci dvou
serinovych protedz. Konformace kostry
elastasy a chymotrypsinu. Ackoli se v obou
polypeptidovych fetézcich shoduji jen
zelené oznacené aminokyseliny, jsou si obé
konformace podobné témér viude. Aktivni
misto kazdého enzymu je cervené
zakrouzkovano; zde mohou peptidove
vazby slouZit jako misto pro vazbu
substratu a jeho nasledné hydrolytiocké
$tépeni. Serinové protedzy maji své jméno
od aminokyseliny serinu, jejiZ postranni
fetézec je ¢asti aktivniho mista kazdého
z téchto enzymu a pfimo se Uicastni reakce
§tépeni.
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Ostatni proteiny obsahuji dva nebo vice rtiznych typt polypepti-
dovych fetézcli. Hemoglobin — protein, ktery pfendsi kyslik v cerve-
nych krvinkdch, je dobfe znamym piikladem (obr. 5-16). Obsahuje dvé
identické podjednotky o-globinu a dvé identické podjednotky B-globi-
nu, umisténé symetricky. V bunkéch je takovych proteinti s vice pod-
jednotkami mnoho a mohou byt zna¢né velké. Obr. 5-17 ndm ukazuje
vzorek proteint, jejichZ pfesné struktury jsou znamy, a srovnava veli-
kosti a tvary nékolika vétSich proteint s pomérné malymi proteiny,
které jsme predtim pfedstavili jako modely.

Proteiny se mohou sdruzovat do vlaken, listt1 ¢i kulicek

Proteiny mohou tvofit dokonce jesté vétsi komplexy, nez jsme zatim
probrali. Nejjednodussim pripadem je fetézec identickych proteino-
vych molekul, ktery vznikne, pokud je vazebné misto proteinu kom-
plementdrni s jinym mistem na povrchu téhoz proteinu. Jak se probi-
rd na strané 152, protoZe je kazdy protein vdzdn ke svému sousedu
identickym zplisobem, budou molekuly ¢asto usporadany do Sroubo-
vice, ktera muZe nartstat do nekonecna (obr. 5-18). Tento typ uspofa-
dani mtize byt zdkladem dlouhého proteinového vldkna - filamenta.
Napfiklad aktinové filamentum je dlouhou $roubovicovou strukturou
tvofenou mnoha molekulami proteinu aktinu (obr. 5-19). Aktin se

Obrazel D10 Protein tvofeny symetrickym souborem dvou riiznych
podjednotek. Hemoglobin se hojné vyskytuje v cervenych krvinkdch;
obsahuje dvé kopie o-globinu a dvé kopie p-globinu. Kazdy z téchto
¢yt polypeptidovych fetézcil obsahuje molekulu hemu (éerveny
obdélnik), kde se vaze kyslik (0,), Kazdd molekula hemoglobinu v krvi
tedy vdZe ctyii molekuly kysliku.

Tvar a struktura proteinét

bra Rada proteinovych molekul
obsahuje ndsobné kopie jediné
proteinové podjednotky. (A) Symetricky
dimer. Protein CAP se vyskytuje jako
komplex dvou identickych
polypeptidovych fetézcti (viz také obr. 5-
12). (B) Symetricky tetramer. Enzym
neuraminiddza existuje jako kruh cty¥
identickych polypeptidovych fetézcti.
U (A) i (B) je pod strukturou uvedeno malé
schéma, které ukazuje, jak opakované
pouziti téZe vazebné interakce vytvar{
strukturu.

149



fosfotransferazovy
protein HPr

kalmodulin

insulin

katalaza

alkoholdehydrogenaza
|

5nm

I J [
W e
e o 0N
\__f‘(‘:r.réﬁ)'
lysozym

transkarbamoylaza

kolagen

150




Obrazek 5217 (na protéjsi strané) Shirka proteinovych molekul jako ukédzka
rtiznych velikosti a tvarii. Vsechny proteiny jsou zndzornény jako prostorové
modely ve stejném méfitku. V levém hornim rohu je protein Hpr pfendSejici
fosforylovou skupinu, ktery byl podrobné ukdzan na panelu 5-2 (str. 142-143).

(A)
volné komplexni struktury
podjednotky
— & dimer
jrazebné .
misto A f
(B)

‘ \ vazebnd

mista

(C)

\\razebna’

mista

hojné vyskytuje v eukaryontnich bunkéch, kde tvofi jeden z hlavnich
systémti vlaken cytoskeletu (Kapitola 16). Dalsi soubory proteint se
spojuji bud do rozsahlych listti nebo trubicek, jako u mikrotubuld
v cytoskeletu, nebo vytvéaieji kulové obaly podobné kleci, jako protei-
nové plasté virovych ¢éastic.

Mnoho velkych ttvart, jako jsou viry ¢i ribosomy, je sestaveno ze
smési jednoho ¢i vice druhil proteinu a z molekul RNA ¢i DNA.
Vsechny tyto struktury mohou byt izolovany v ¢isté forme a disociova-
ny na makromolekuly, které je tvofi. Casto je mozno smichat izolova-
né slozky opét dohromady a sledovat, jak se samovolné spojuji do
pavodni struktury. To ukazuje, ze veskera informace potiebna pro slo-
zeni slozitych struktur je obsazena v samotnych makromolekulach.
Pokusy tohoto typu ukazuji, Ze mnoho bunécénych struktur méd samo-
organizacni schopnost: jsou-li produkovédny pottebné proteiny, budou
se tvofit prislusné struktury.

aktinova sroubovice

Tvar a struktura proteiniti

Obrazek 5-16 Soubory proteind. (A)
Protein s jednim vazebnym mistem mtize
tvofit dimer s jinym identickym
proteinem. (B) Identické proteiny se
dvéma vazebnymi misty ¢asto tvori dlouha
Sroubovitd vldkna. (C) Jsou-li dvé vazebna
mista ulozena ve vhodnych polohéch,
utvofi proteinové podjednotky misto
sroubovice uzavieny kruh.

Obrazek 5-19 Aktinové vidkno. Sroubovity
svazek proteinovych molekul v sobé ¢asto
zahrnuje tisice molekul proteinu a tdhne
se v bunce na vzddlenost mikrometri.
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Sroubovice je béZnym motivem v biologickych strukturdch

Jak jsme vidéli, jsou biologické struktury casto tvofeny spojenim velmi
podobnych podjednotek, napiiklad aminokyselin nebo molekul prote-
inti, do dlouhych fetézcli s opakujicim se motivem. Jsou-li véechny
podjednotky identické, hodi se casto sousedici podjednotky k sobé jen
jedinym zptisobem, pficemz zaujimaji polohu s nejmensim obsahem
volné energie pfipadajici na spoj mezi nimi. V tomto pfipadé zaujima
kazda podjednotka pfesné stejnou polohu vzhledem ke svym souse-
dtim, takZe podjednotka 3 se k podjednotce 2 pfipoji pfesné stejnym
zptisobem, jako podjednotka 2 k podjednotce 1 atd. ProtoZe jen velmi
zfidka dochazi ke spojovani podjednotek do pfimky, vyusti takové spo-
jovani obvykle ve $roubovici - pravidelnou strukturu, kterd pfipomina
spirdlovité schodisté, jak je ukdzédno na obrazku 5-20. V zavislosti na
smyslu otdceni se Sroubovici fika levotoc¢iva nebo pravotociva (obr. 5-
20E). Otécivost se nezméni, pokud sroubovici oto¢ime vzhiiru noha-
ma, ale je obrdcena u odrazu $roubovice v zrcadle.

Sroubovice se v biologickych strukturach vyskytuji bézneé, at uz
jde o malé molekuly kovalentné spojené dohromady (napf. aminoky-
seliny v a-8roubovici) nebo o velké proteinové molekuly, které jsou
spojeny nekovalentnimi silami (napfiklad molekuly aktinu v aktino-
vych vlaknech). To neni pfekvapujici. Sroubovice neni vyjimeénou
strukturou. Je tvofena prostym spojenim mnoha podobnych podjed-
notek s pfisné opakovanou polohou pfedchozi podjednotky
k nasledujici.

Nékteré druhy proteinti maji podobu dlouhych vldken
VétSina proteind, které jsme zatim probirali, jsou globuldrni protei-

ny, v nichZ se polypeptidovy fetézec sklada do kompaktniho tvaru
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Obrazel 520 Nékteré vlastnosti
§roubovice. (A-D) Sroubovice vznika,
pokud se fada podjednotek vaze jedna

k druhé pravidelnym zptisobem. V dolni
¢asti obrazku je ukdzdna interakce mezi
dvéma podjednotkami; za nimi je
Sroubovice jako vysledek takovych vazeb.
Tyto Sroubovice obsahuji dvé (A), tii (B)

a Sest (C a D) podjednotek na zévit.

V horni €asti jsou jednotlivé Sroubovice

v pohledu shora, VSimnéte si, Ze
Sroubovice v (D) zaujimd vice prostoru nez
(C), ackoli ma stejny pocet podjednotek na
zavit. (E) Sroubovice mtze byt bud
pravotocivd nebo levotoc¢iva. Pro srovnani
je uziteéné si vzpomenout na standardni
kovoveé Srouby, které se zaSroubovavaji po
smeéru hodinovych ruéicek a jsou
pravotocivé. V§imnéte si, Ze Sroubovice si
pfi obrdceni ,hlavou dolii* zachova sviij
smysl otdceni.



jako mi¢ s nepravidelnym povrchem. VétS§ina enzymi jsou globular-
ni proteiny: ackoli je fada z nich velkych a slozitych, s mnoha pod-
jednotkami, vét§ina mé vcelku kulovity tvar (viz obr. 5-17). Naopak,
jiné proteiny plni v burnikdch tdlohy, které vyZaduji, aby molekula pro-
teinu obséhla velkou vzdalenost. Tyto proteiny maji pomérné jedno-
duchou podlouhlou trojrozmérnou strukturu a obecné se uvadéji
jako fibrildrni proteiny.

Jedna velka t¥ida vnitrobunécénych fibrilarnich protein prfipomi-
na a-keratin, s kterym jsme se setkali dfive. Molekula o-keratinu je
dimerem dvou identickych podjednotek, pficemz dlouhé o-Sroubo-
vice kazdé podjednotky tvori svinuté klubko (viz obr. 5-11).Tato tfida
proteinti tvoii jednu sloZzku cytoskeletu. Oblasti svinutého klubka
jsou na obou koncich opatfeny globuldrnimi doménami s vazebny-
mi misty. To molekuldm této tfidy umoznuje asociovat do provazovi-
tych intermedidrnich filament, kterd tvori strukturni leSeni pro vnit-
fek bunky (viz Kapitolu 16). Keratinova vldkna jsou extrémneé stéla:
,dlouhoveéké“ struktury jako vlasy, rohy a nehty jsou slozeny hlavné
z tohoto proteinu.

Fibrilarni proteiny jsou zvlasté hojné vné buriky, kde tvofi gelovi-
tou extraceluldrni matrix, kterd pomahéd shromazdovani bunék
a jejich vzajemné vazbé pfi vzniku tkani.Tyto proteiny jsou vylucova-
ny burikami do okoli, kde se obvykle spojuji do listli nebo do dlou-
hych vldken. Kolagen je nejhojnéjsi z téchto vlaknitych proteint
v zivocidnych tkanich. Molekula kolagenu se sklada ze tii dlouhych
polypeptidovych fetézct, z nichz kazdy obsahuje v kazdé tieti poloze
nepoldrni aminokyselinu glycin. Tato pravidelna stuktura umoznuje
vzdjemné ovijeni fetézcl za vzniku dlouhé pravidelné trojité Sroubo-
vice (obr. 5-21A). Mnoho kolagenovych molekul se potom véze
k ostatnim bud ze strany nebo spojenim koncti; pfitom vznikaji roz-
sahlé prekryvajici se sité a vyjimecéné silna kolagenova vldkna, kterd
drzi tkdné pohromadeé, jak je popséano v Kapitole 19.

Uplnym protikladem kolagenu je jiny protein v extracelularni
matrix — elastin. Molekuly elastinu jsou tvofeny pomérné volnymi
a nec¢lenénymi polypeptidovymi fetézci, které jsou kovalentné spoje-

Kolagen a elastin. (A)
Kolagen je trojita Sroubovice tvofend tfemi
dlouhymi proteinovymi fetézci, které se
vinou okolo sebe navzdjem. Mnoho
dlouhych kolagenovych molekul je
v extraceluldrnim prostoru zesitovano
a tvofi neelasticka kolagenova vldkna,
které maji pevnost v tahu srovnatelnou
s oceli. Prouzky na kolagenovém vldknu
jsou diisledkem opakujiciho se uspofadani
kolagenovych molekul ve vldknu. (B)
Polypeptidové fetézce elastinu jsou
navzdjem zesitovdny a tvofi elastickd
vldkna podobna gumé. Je-li vldkno
vystaveno napéti, rozvine se kazda
elastinovd molekula do své volnéjsi
konformace, a jakmile napéti polevi,
zaujmou molekuly ptivodni uspofadani.

elasticke vidkno
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ny do elastické sitoviny. Vysledna elasticka vldkna umoZnuji kazi
a ostatnim tkanim, jako jsou tepny a plice, natahovat se a stahovat,
aniz by se roztrhly. Jak je znazornéno na obréazu 5-21B, je pfi¢inou
elasticity schopnost jednotlivich molekul proteinu vratné se pfi

napéti rozvinovat.

Extraceluldrni proteiny jsou casto stabilizovany kovalentnim
zesitovanim
Mnoho proteinovych molekul je bud pfipojeno k vnéjsku plasmatic-
ké membrany nebo vyluovdno jako ¢ast extraceluldarni matrix.
Vsechny takové proteiny jsou pfimo vystaveny podminkdam wvné
bunky. Aby si lépe udrZely svou strukturu, jsou polypeptidové fetéz-
ce v takovych proteinech c¢asto stabilizovany kovalentnim zesitova-
nim. Tyto spoje mohou bud vazat dohromady dvé aminokyseliny
stejného proteinu, nebo spojovat riizné polypeptidové fetézce do
proteinu s vice podjednotkami. NejbéZnéjsim zptisobem zesitovani
jsou disulfidové miistky. Tyto mustky (také zvané vazby S-S) se tvori
pfi exportu proteint ven z bunék. Jejich tvorbu katalyzuje endoplas-
matické retikulum specidlnim enzymem, ktery spojuje dvé skupiny
-SH cysteinovych postrannich retézct, jez ve sloZzeném proteinu sou-
sedi (obr. 5-22). Disulfidové mtistky neméni konformaci proteinu, ale
naopak puisobi jako atomarni svorky, které posiluji nejvyhodné&;jsi
konformaci proteinu. Napfiklad lysozym - enzym v slzach, ktery roz-
pousti bunééné stény bakterii - si udrzuje svou antibakterialni aktivi-
tu po dlouhy ¢as, nebot je stabilizovan takovymi sitovymi spoji.
Disulfidové mtistky se obecné nedokazou tvofit v cytosolu, kde
vysoka koncentrace redukénich €inidel prevadi tyto mustky zpét na
cysteinové skupiny -SH. Zdéa se, Ze proteiny v pomérné piiznivém
vnitfnim prostfedi buriky takovou oporu nepotfebuji.

Vidéli jsme, Ze kazdy typ proteinu se sklada z presné sekvence ami-
nokyselin, kterda mu umoznuje sloZeni do osobitého trojrozmérného
tvaru neboli konformace. Diky svym rznym aminokyselinovym
sekvencim nabyvaji proteiny riiznych konformaci — kazda z nich ma
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Disulfidové miistky. Tento
diagram ukazuje, jak vznikaji kovalentni
disulfidové vazby mezi postrannimi
fetézci sousednich cysteinti. Tyto sitové
vazby mohou spojovat bud dvé ¢dsti téhoz
polypeptidového fetézce nebo dva riizné
polypeptidové fetézce. ProtoZe energie
potfebnd ke §tépeni jedné kovalentni
vazby je mnohem vétsi nez energie
potiebnd k pferuseni celého souboru
nekovalentnich vazeb (viz tabulku 2-2 na
str. 43), je disulfidovd vazba hlavnim
stabiliza¢nim prvkem proteinu.

Vlasy jsou z velké césti slozeny
z vladken proteinu keratinu. Jednotlivéa ke-
ratinové vidkna jsou navzajem kovalentné
spojena (,,zesitovana”) mnoha disulfidovy-
mi mustky. Pokud o$etfime kuderave vlasy
mirnym redukénim &inidlem, které prerusi
¢ast sifovych spojl, natahneme je a potom
je oxidujeme, zlistanou rovné. Nakreslete
obréazek, ktery ilustruje rizné stavy tohoto
chemického a mechanického procesu na
molekularni Grovni, pficemz se zaméfte na
disulfidové mustky. Co by se podle vas
stalo, pokud bychom na vlasy plsobili sil-
nym redukénim ¢inidlem, které by prerusi-
lo vdechny disulfidové vazby?



nekovalentni vazby

vazebné
misto

protein

jedine¢nou povrchovou topografii chemickych skupin. A praveé
z konformace prameni funkce kazdého proteinu (viz panel 5-1, str.
135). Nyni si musime v§imnout zdkladni otazky, a to jak proteiny plni
své funkce. V této ¢asti kapitoly si vysvétlime, jak se proteiny vazou
k ostatnim vybranym molekuldam a jak jejich aktivita zavisi na takové
vazbé. Uvidime, Ze schopnost vézat jiné molekuly umoznuje protei-
nim pusobit jako katalyzatory, signalni receptory a drobné motory.
Priklady, které zde uvedeme, v Zddném pfipadé nevycerpavaji roz-
sahly funkéni repertoér proteinti. Specialni funkce mnoha proteint,
s kterymi se setkate dale v této knize, jsou zaloZeny na podobnych
principech.

Proteiny se vaZou k jinym molekuldm

Biologické vlastnosti molekuly proteinu zavisi na jeji fyzikalni inter-
akci s jinymi molekulami. Tak napfiklad protildtky se vazou k virim
¢i bakteriim jako signél k obrané téla, enzym hexokinaza viaZe gluko-
su a ATP a poté katalyzuje reakci mezi nimi, aktinové molekuly se
vazou jedna k druhé a tvofi aktinova vldkna, atd. VSechny proteiny se
bud lepi nebo vdZou na jiné molekuly. V nékterych piipadech je tato
vazba velmi pevn4, v jinych ma jen kratké trvani. Vazba viak umoz-
nuje velkou specifitu v tom smyslu, Ze kazdd proteinova molekula
muiZe vazat jen nékolik mélo z mnoha tisictt riiznych molekul, se kte-
rymi se setkava. Je-li vazanou latkou ion, mald molekula ¢i makro-
molekula, ve vSech piipadech se ji fika ligand pfislusného proteinu
(latinsky ligare, vazat).

Schopnost proteinu selektivné a s velkou afinitou se vazat
kligandu prameni z vytvareni souboru slabych nekovalentnich vazeb
- vodikovych mistk, iontovych vazeb a van der Waalsovych sil plus
priznivych hydrofobnich interakci (viz panel 2-7, str. 70-71). Kazda
jednotlivd vazba je slaba, takZe 1i¢inna interakce vyZaduje soucasnou
tvorbu mnoha téchto slabych vazeb. To je mozné, jen pokud se povr-
chové kontury molekuly ligandu velmi blizce shodnou s proteinem
podobné jako ruka s rukavici (obr. 5-23).

Oblast proteinu, ktera asociuje s ligandem, je znama jako vazeb-
né misto a obvykle se skldda z dutiny v povrchu proteinu, ktera je tvo-
fena zvla$tnim uspofaddnim aminokyselin. Tyto aminokyseliny patii
k navzdjem vzdédlenym oblastem proteinu, které se dostavaji k sobé,

Jak proteiny pracuji

Obrazek 5.2 Vazba proteinu k jiné
molekule je vysoce selektivni. K pevné
vazbé proteinu k jiné molekule (ligandu) je
zapotfebi mnoha slabych spoji. Ligand se
proto musi pfesné hodit do vazebného
mista proteinu, jako ruka do rukavice, aby
se mohla mezi proteinem a ligandem
utvofit fada nekovalentnich vazeb.
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kdyZ protein zaujme svou trojrozmérnou konformaci (obr. 5-24).
Dalsi oblasti povrchu ¢asto poskytuji vazebna mista pro rtizné ligan-
dy, které reguluji aktivitu proteinu, jak uvidime pozdéji. Jesté dalsi
¢asti proteinu mohou byt zapotfebi k navedeni proteinu do spravné-
ho mista v burice — napfiklad hydrofobni o-Sroubovice proteinti pre-
tinajicich membranu jim umoziuje priinik do lipidové dvojné vrstvy
bunééné membrény (viz Kapitolu 11).

Ackoli atomy skryté uvnitf proteinu nemaji Zadny pfimy kontakt
s ligandem, poskytuji nezbytné leSeni, které dava povrchu jeho obry-
sy a chemické vlastnosti. Dokonce i mald zména aminokyselin uvniti
proteinové molekuly ¢asto zméni jeji trojrozmérnou strukturu a zne-
mozZni proteinu spravné fungovat.

V Kapitole 3 jsme vidéli, Ze molekuly se v burice setkdvaji ¢asto
diky svym nepfetrZitym ndhodnym pohybtim zptisobenym tepelnou
energii. Hodi-li se k sobé povrchy srazivsich se molekul jen malo,
vznikne jen mélo nekovalentnich vazeb a tyto dvé molekuly od sebe
disociuji stejné rychle, jako se pfibliZily. To brani nespravnym asoci-
acim, které by mohly mit nezddouci tc¢inky. Druhym extrémem je
vznik mnoha nekovalentnich vazeb; takové spojeni mtiZe trvat velmi
dlouho (viz obr. 2-28). Silné interakce se v burice vyskytuji vzdy, kdyz
biologickd funkce vyZzaduje dlouhodobé pevné spojeni molekul,
napfiklad kdyZ se skupina makromolekul spoji, aby utvotila bunéc-
nou strukturu, jakou je ribosom.

Vazebna mista protilatek jsou zvlasté rozmanita

VSechny proteiny musi vazat specifické ligandy, aby mohly plnit své
funkce. Tato vazebna kapacita se podle vSeho nejvice vyvinula ve
skupiné protilatek, nebot nase téla maji schopnost produkovat pro-
tilatky, z nichz kazda se vaze k urcité molekule.

Protildtky ¢i imunoglobuliny jsou proteiny vytvafené imunitnim
systémem v odpoveéd na cizi molekuly, jakymi jsou napfiklad mole-
kuly na povrchu pronikajictho mikroorganismu. Kazda protildtka se
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Vazebné misto proteinu. (A)
Skladani polypeptidového fetézce obvykle
vede k utvofeni §térbiny nebo dutiny na
povrchu proteinu. Tato $térbina obsahuje
soubor aminokyselinovych postrannich
fetézct, které jsou rozmistény tak, Ze
mohou vytvazet nekovalentni vazby jen
s ur¢itymi ligandy. (B) Celkovy pohled na
aktudlni vazebné misto s vodikovymi
vazbami a iontovymi interakcemi mezi
proteinem a jeho ligandem (v tomto
pifkladu je navdazanym ligandem cyklicky
AMP).



vazebné

misto pro
antigen L
I\ 1
\ \:.

antigen —

lehky fetézec

smycky vazajici antigen

konstantni oblast
tézkého fetézce Cy

variabilni oblast
lehkého fetézce V|

(B}

vaZze extrémné pevné ke specifické cilové molekule, a tak bud pfimo
inaktivuje sviij cil, nebo ho ozna&i pro néslednou destrukci. Protilatky
rozpozndvaji své cile (zvané antigeny) s pozoruhodnou specifitou.
ProtoZe potencialné existuji miliardy riiznych antigenti ¢i imunogent,
s kterymi se miizeme setkat, musi byt nase téla schopna vytvafet mili-
ardy rtznych protilatek.

Molekuly protilatek maji tvar pismene Y se dvéma stejnymi vazeb-
nymi misty, z nichz kazdé je komplementarni k malému tiseku na povr-
chu molekuly antigenu. Podrobny priizkum téchto vazebnych mist pro
antigeny prozrazuje, Ze jsou tvofena nékolika smyckami polypeptidové-
ho fetézce, ktery vystupuje od koncii paru blizce sousedicich proteino-
vych domén (obr. 5-25). Pofadi aminokyselin v téchto smyckdch mtze
byt zménéno mutaci, pfic¢emz zakladni struktura protilatky se nezméni.
Obrovské rozmanitosti vazebnych mist pro antigeny mtze byt dosaze-
no zménou pouhé délky a aminokyselinové sekvence smycek; tak vzni-
ké rozsahla rada rtiznych protilatek.

Smycky tohoto druhu jsou idedln{ pro zachycovéni jinych molekul.
Umoziiuji velkému poétu chemickych skupin obklopit ligand, takze se
k nému protein miize vazat mnoha slabymi vazbami. Z tohoto diivodu
se protilatky ¢asto pouzivaji k vytvofeni vazebnych mist pro ligand v pro-
teinech. Vlastnosti protilatek jsou shrnuty v panelu 5-3 (str. 158-159).

Méfitkem pevnosti vazby je rovnovazna konstanta

Rtizné protilatky se vazou ke svym ligandim rizné pevné; tuto pev-
nost lze pfimo méfit. Pfedstavte si naptiklad situaci, ve které se popu-

Jak proteiny pracuji

tézky fetézec

oblast V.

5nm

(A}

Molekula protilatky.
(A) Schematickd kresba molekuly typické
protilatky. Tento protein md tvar pismene
Y a obsahuje dvé identickd vazebna mista
pro sviij antigen, na kazdé strané pismene
Y jedno. Protein se skladd ze ctyf
polypeptidovych Fetézeil (dva stejné tézké
fetézce a dva stejné a mensi lehké fetézce)
drzenych pohromadé disulfidovymi
vazbami. Kazdy fetézec je sloZen
z nékolika odlignych domén, které jsou zde
vyznaceny modre nebo Sedé. Vazebné
misto pro antigen je v oblasti styku
variabilni domény tézkého fetézce (V)
a variabilni domény lehkého fetézce (V).
Praveé tyto domény se u riiznych protildtek
nejvice lisi ve své sekvenci a struktufe.
(B) Stuzkové kresba lehkého fetézce
ukazuje ¢asti domeény V,,nejvice zapojené
do vazby s antigenem, cervené; tyto césti
funguji jako prstiim podobné smycky,
které uchopi kazdou molekulu antigenu
v (A).
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MOLEKULA PROTILATKY

C vazebnd mista pro antigen 7

Protilatky jsou proteiny,
které se vazou velmi
pevné k antigenu.

U obratlovcl se tvoff
jako obranny
mechanismus proti
infekci, Kazda molekula
protilatky je slozena ze
dvou identickych lehkych
a ze dvou identickych
téZkych fetézel, tj. obé
vazebna mista pro
antigen jsou identicka.

lehky Fetézec

tézky Fetdézec —|

5nm

Kaidy Zivogisny jedinec

je schopen vyrobit miliardy
protilatek s rGznymi vysoce
specifickymi vazebnymi
misty, jimiZ je antigen
rOZpOZNavan.

SPECIFITA PROTILATEK

tezkv fetézec

antigen “ Iehkyrete;\

s/

B-BUNKY

Protilatky jsou v téle vyrabény zvlastni tiidou bilych krvinek,
tzv. B-lymfocyty. Kazdy klidovy B-lymfocyt méa na povrchu uréity
typ v membrané vazané protilatky, ktera slouzi jako receptor pro
rozeznani specifického antigenu. Jakmile se antigen navaze

na tento

receptor, B-buiika je stimulovana k déleni a tvorbé

a sekreci téze protilatky, ktera zachytila na povrchu antigen.

rlizné B-buniky

QQQ

. o
antigen se vaie
k B-burice, ktera exponuje
na svém povrchu

pfisluénou specifickou
protilétku a

Fh Phpoua?¥

B-bufika je stimulovéana k tvorbé dal$ich molekul
identické protilatky, které jsou pak vyluéovany

PROTILATKY NAS CHRANI PROTI INFEKCI

cizi viry bakterie
molekuly
','::-- g e . @
'-:o " e ‘. @ =
e R eee
i 1 1
PROTILATKY TVORI AGREGATY

' v
. »j.z;{mt

agregaty antigenu

specidlni proteiny
a protilatky jsou pohlceny

v krvi zabiji bakterie

fagocyty nebo viry pokryté protilatkou
158 Panel 53 Protilatky

PRODUKCE PROTILATEK V LABORATORNICH ZVIRATECH

Protilatky |ze vyrabét v laboratofi tak, Ze se zvifeti vstfikne antigen A
(pouziva se mysi, kralik(, ovei a koz).

MnoZstvi anti-A-

vstfiknuti antigenu A pozdéjsi odebrani krve

Opakované injekce téhoz antigenu v intervalech nékolika tydn( stimuluji
specifické B-buriky k tvorbé a sekreci velkého mnozstvi anti-A-protilatek
do krevniho obéhu,

&

protilatek v krvi

4 4 4 Cas
A A A

ProtoZe se injekci antigenu A stimuluje mnoho rdznych B-bunék,
bude v krvi pfitomna fada protilatek proti A, kazda z nichZ bude vazat
antigen A ponékud odlisné.




PROTILATKAMI LZE PRECISTOVAT MOLEKU

LY

antigen A
IMUNOPRECIPITACE IMUNOAFINITNI 8 ”ezzd?uﬁ‘ albly
SLOUPCOVA R o % eluce
0 = 0 CHROMATOGRAFIE Scan Js 4 promyti antigenu A
ANA H A x " I I 3 I
%w{\ & Y DR %Tq -
QA c J S koralek potazeny 808{
p anti-A-protilatkami | 000
smés molekul 080 b
@]
\\ \ 08 L2
pfidani specifickych / 088 - r E—
anti-A-protilatek ovo
i 0 0 0
kolona napinéna Ogo o o )
takovymi koralky 008

agregat molekul A
s anti-A-protilatkou
\ze separovat centrifugaci

odstranéni eluatu

{io

promyti

»

cisty antigen A

MONOKLONALNI PROTILATKY

Velka mnoizstvi jediného typu protilatky |ze
ziskat tak, Ze fuzujeme B-lymfocyt (ziskany
ze zvifete po injekci antigenu A) s nadorovou
B-bunkou. Vysledna hybridni burika

se nekonecné mnozi a vylucuje
anti-A-protilatky jediného typu.

nadorova bunka

z tkafnoveé kultury
se neustale déli,
avsak neprodukuje
protilatku

B-bunka ze zvifete
injikovaneho antigenem A
produkuje anti-A-protilatky,
ale déli se jen

omezenou dobu

®

FUZE B-BUNKY PROTILATKY
VYLUCUJICI S NADOROVOU BUNKOU

hybridni burika
produkuje
anti-A-protilatku
a neomezene
se déli

POUZITI PROTILATEK JAKO MOLEKULARNICH ZNACEK

Y -

pfipojeni na fluorescenéni
barvivo, koloidni ¢astici zlata

&

>_)—'(

specificka protilatka
proti antigenu A

nebo jinou specialni znacku AO_{%LCL

oznacena protilatka

]

Q

E4

5

]

=)

0

-

0

o

2

a Fluoreskujici protilatka vaze Zlatem oznacena protilatka

X antigen A ve tkani a lze ji se vaie na antigen A ve tkani

=  detegovat ve svételném a lze ji odhalit v elektronovém
mikroskopu. Antigenem je tu mikroskopu. Antigenem je opét
pektin v rostlinnych burnkach. pektin ve sténé rostlinné bunky.

& [ M1

% —— | antigen A inkubace se znacenymi

E == | se oddéli od protilatkami, které vazou

© — ostatnich molekul antigen A, umozni urceni

=] —— | elektroforézou polohy antigenu v gelu

E \—

o —r{j —(]

7] —

.E ———

m —

— oznatena druha protilatka
Ja— {modre) se védze na prvn{

Poznamka: Ve vsech pripadech

|ze citlivost vyrazné zvySit pouZitim
nékolika vrstev protilatek. Takovy
sendvi¢ umoznuje odkryti i nepatrnych
mnoZstvi molekul antigenu.

protilatku (zelené)

R
antigen C\‘kfo
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ROZBIJENI BUNEK A TKANI

Prvnim krokem

purifikace vétsiny
proteinl je rozbiti
bunék nebo tkané

suspenze
bunék
nebo tkan

Pouzitim jemnych mechanickych postupt, zvanych
homogenizace, lze perforovat plasmatické membrany bunék,
takZe se z bunék uvolni jejich obsah. PouZivané étyfi metody
jsou tu ukazany schematicky.

;}’;%u P -_' “?‘. \‘- j‘%% e"o £ ﬂlo
QL 2wy, 0
Nt e e iREAT

@ rozbiti

bunék
ultrazvukem

(2) poutiti mirného detergentu
na perforaci plasmatické
membrany

gy -
ﬂ‘i-gji# 22}
f.r\ f f} 3
@ protlaceni

bunék malym
otvorem

(@) rozbiti bunék dobre
tésnicim rotaénim
pistem v tlustosténné
nadobce

Vznikajici husty homogenat

nebo extrakt obsahuje vétsi i mensi
molekuly z cytosolu, jako jsou
enzymy, ribosomy a riizné
metabolity, ale také membranou
uzavfené organely.

PFi opatrné préaci lze ziskat
témér vdechny organely
Vv neporuseném stavu.

CENTRIFUGA

pancéfova komora

pokusny material

vykyvny rotor
\

—t

CENTRIFUGACE

Rada frakcionaci se provadi
v druhém typu rotoru,

tzv. vykyvném,

HON AT

pfed centri}.ugacl CENTRIFUGACE

|

chiazeni

motor

PRED

vakuum

|

odstfediva sila

kyveta

kovové pouzdro

Kovova pouzdra se pfi béhu centrifugy vykyvuji
do vodorovné polohy.

SUPERNATANT
obsahujici mengi
a lehéi slozky

SEDIMENT
obsahujici vétsi
a tezsi slozky

PO

Centrifugace je nejb&Znéjsi postup, jakym se separuje bunéény
homogenat na rizné frakce. Homogenat je vlozen do centrifugaénich
kyvet a centrifuguje se pfi vysoké rychlosti ve specialni rychlobgzné
centrifuze nebo ultracentrifuze. Soucasné ultracentrifugy dosahuji
aZ 100 000 otacek za minutu a zrychleni az 600 000nasobku zemské
gravitace.

Pri takovych rychlostech je treba prostor centrifugy chladit

a evakuovat, aby se homogenat nezahfival tfenim o vzduch.
Centrifuga je ulozena v pancéfovém krytu, protoZe nevyvazeny
rotor se muze roztrhnout s explozivnim ucéinkem na okoli.

V Ghlovém rotoru lze odstfed'ovat vétsi objemy kapaliny,

avsak sediment se tam tvofi méné& homogenné.
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FRAKCNI CENTRIFUGACE

Opakované centrifugace pfi stale vy§sich
rychlostech umoini frakcionaci homogenatu
na ruzné slozky.

Centrifugace oddéli bunééné slozky podle hustoty a velikosti. Vétsi a t€z5i komponenty
jsou méné zdriovany interakci s molekulami vody a pohybuji se rychleji.

TvoFi na dné kyvety sediment, zatimco lehéi a mensi slozky z(stavaji v suspenzi,

které se fika supernatant.

SUPERNATANT 1 SUPERNATANT 2 SUPERNATANT 3

nizkopbrétkové stfednéobratkova vysokoobratkova ultracentrifugace

centrifugace centrifugace centrifugace

————

bunécény ‘
homogenat SEDIMENT 1 SEDIMENT 2 SE_DlMENT 4
celé bunky, mitochondrie, rlbzis;mv,
jadra, IRBSaIY, SHRIEH THENG VR velké makromolekuly

cytoskelet peroxisomy

RYCHLOSTNI GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

propichnuti dna kyvety

vzorek CENTRIFUGACE FRAKCIONACE
- & | pomalu
5?:2?5"::50\?? sedimentujici slozka na vhodném stojanu
g i) hi se roztfidi jednotlivé
ryenis - 2 i frakce
v sedimentujici sloika \

yulsleleliluly

Po skonéeni centrifugace Ize jednotlive
frakce sbirat po opatrném propichnuti dna
kyvety, jak je ukazano nahofre.

Subceluldrni sloZky sedimentuji riiznou rychlosti podle své velikosti,
jestlize je opatrné navrstvime na zfedény roztok soli. Pro ochranu
sedimentujicich slozek proti konvekénimu miseni obsahuje roztok
mirny gradient sacharosy, kde se koncentrace zvysuje smérem ke dnu.
Obvykle jde o 5-20 % sacharosu. Pfi prichodu takovym gradientem se
jednotlivé slozky bunék po urcité dobé rozdéli do zietelnych pasu, které
lze oddélené sbirat.

ROVNOVAZNA SEDIMENTACE

v rovnovaze se jednotlivé
sloZky nachazeji v hloubce
odpovidajici jejich hustoté

Vzorek

je smisen

s gradientem.
Uitracentrifugace lze téZ pouzit pro rozdéleni

sioiek extraktu na zakladé jejich vinasivost,
o2z ohledu na jejich rozmér nebo tvar.
zorek se obvykle navrstvi na strmy
aradient sacharosy nebo chloridu cesného,
oopfipadé smisi homogenné s gradientem.
“.z22da subcelularni slozka se pohybuje

v gradientu tak daleko, az se dostane

2o vrstvy odpovidajici jeji vznasivosti.
wznikéa tak ¢asto fada pas(, pfi cemz

== ty nejblizsi ke dnu kyvety vyznacuji

CENTRIFUGACE CENTRIFUGACE
—————— ——ee——

sloZka
o nizké
hustoté

slozka
0 vysoké

sacharosovy hustoté

gradient (napf. 20-70 %)

PRED DOSAZENIM ROVNOVAHY ROVNOVAHA

START

~2ivétsi hustotou nebo nejmensi
wznasivosti. Této metodé se nékdy
fika centrifugace v hustotnim
entu.

Pruhy v gradientu lze sebrat
podobné jako nahore
po propichnuti dna kyvety.

Uvadime priklad sacharosového gradientu.
Lze viak pfipravit hust$i gradienty, napfiklad
z roztoku CsCl, které se uZivaji zejména

pro déleni DNA a RNA.
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DELENI PROTEINU | SLOUPCOVA CHROMATOGRAFIE

Proteiny se ¢asto déli sloupcovou chromatografil. Smeés proteind v rotoku se pomalu
naléva na horni cast valcove kolony naplnéneé propustnou pevnou matrici ponofenou
do rozpoustédla. Pak se vé&tsi mnoistvi rozpoustédla nechd protékat sloupcem.

ProtoZe jsou rizné proteiny rizné zadriovany interakci s naplni kolony, lze je oddélené
sbirat pfi vytoku z kolony. Podle toho, jake naplné pouzijeme, mizeme proteiny délit
podle velikosti nebo podle schopnosti vazat se na urcité chemické skupiny naplné.

rozpoustédlo
plynule protékajici
naneseny sloupcemn z velkého
vzorek  rezervodru

|
Proteiny jsou velmi rozmanité co do I
velikosti, tvaru, naboje, hydrofobnosti
a afinity k dalsim molekulam. VSech mal

téchto vlastnosti Ize vyuzit k jejich i =
rozdéleni, aby bylo moino =8
je studovat izolované.

TRI DRUHY i

CHROMATOGRAFIE ] el _ ; ; < Z
Pro sloupcovou chromatografii lze :‘;hléﬁ J/ W'f WJ/ l

pouzit riznych naplni, které jsou : p/ 0} 4} [} b
uloZeny v kolon& ve formé malych e 0 0 b )
kulicek ¢i koralkd, Typicky postup zétka

purifikace proteinu muiZe zahrnovat

véechny tfi zplsoby, o nichi je fec i

nize, takze se dosédhne napfiklad ) zkumavka

10000na@sobného precistént. i3 tas proteiny vytékajl jednotlivé

a jsou tady shirdny

tok rozpoustédla tok rozpoustédla tok rozpoustédla
o . o - !_.— & 8 ° o ‘c @& m
® _.++ + kladné - © e\ 7 ZTKOI 3
e @ + *  — nabity ™ L 3PS 1 s kovalentn
® ., ® i + @~ koralek s. T porézni zrnka e @/- 9 navazanym
9+ T 3 ® N - susbtratem
S 9 @+ navazana S8 @ g = @ N & .
et e zaporné aT * ® 9 m __ navézana
¢ o "+ @= nabita ® ° " i e N m -~ _ molekula
e x: + @ molekula @ . zadriované I « N\ A enzymu
o' @+ 2 «® = - ® malé molekuly a 4
o o ++._ volna ® . w = "
e +. * @ kladne -] ® volné prochazejici dalsi proteiny
® o nabita @ @ ® velké molekuly e & N . volng protékaiji
molekula 4 ] \
(A) IONTOMENICOVA CHROMATOGRAFIE (B) GELOVA CHROMATOGRAFIE {C) AFINITNI CHROMATOGRAFIE
Kolony jsou naplnény iontoménicem Pfi gelové filtraci se déli proteiny Kolony pro afinitni chromatografii
s navazanymi kladnymi nebo podle velikosti. Napln se tady sklada obsahuji napln, ktera je kovalentné
zapornymi naboji tak, aby zadrzovaly z poréznich zrnek, kdy malé molekuly vazana k molekulam, jez specificky
proteiny s opacnou polaritou. Vazba proteint mohou vstupovat do pora, reaguji se studovanym proteinem
mezi proteinem a naplni kolony a jsou tak zadrzovany v postupu (napf. protilatkou nebo substratem
zavisi na pH a iontové sile roztoku, kolonou. Proteiny, které jsou vétsi enzymu). Proteiny specificky navazané
ktery kolonou protéka. Ty lze a nemohou pronikat do poréznich v koloné lze pak uvolnit zménou pH
regulovat tak, aby se dosahlo zrnek, prochazeji kolonou rychleji. nebo koncentrace solného roztoku,
ucinne separace. kterym se kolona promyva. Proteiny

pak ziskame zcela Ciste.
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GELOVA ELEKTROFOREZA

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou

katoda

©

pufr

Jestlize aplikujeme elektrické pole na roztok
obsahujici molekuly proteind, tyto molekuly
se budou v poli pohybovat smérem a rychlosti,
uréovanymi jejich nabojem a velikosti. To je
zakladem techniky nazyvaneé clekiroioreza

IZOELEKTRICKA FOKUSACE

Kaidy protein je charakterizovan

svym izoelektrickym bodem, coi je pH,

pri kterém protein nenese Zadny vysledny
elektricky naboj. V tomto bodé se nebude
pohybovat v elektrickém poli.

P¥i izoelekirické fokusaci se proteiny

plastova komora

protein s dvéma

detergent CH . 7
dodecylsufat sadny | ! podjednotkami A a B
(SDS) se pouZiva CH;, spojenymi disulfidovou samostatna
pro solubilizaci | vazbou podjednotka
proteind, které CH:z
se pakdslivSDS- |
polyakrylamidové  CH3
gelové |
elektroforéze (|fH P
T
o
I
T
1"
g
CH32 > R
| - ~—"-  molekula SDS
(@] A =i |
| |
0=5=0 polyakrylamidova gelova elektroforéza
(])@ Na®
g
e
sSDS
SDS-polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE) B N
Jednotlivé polypeptidové fetézce tvofi komplex
se zaporné nabitymi molekulami SDS, a proto o S
se v gelu pohybuji ve formé zaporné nabitého
komplexu SDS-protein destitkou porézniho
polyakrylamidového gelu. Pfistroj pouzivany
pro tuto techniku je zndzornén vlevo nahofe. AR N—
Redukéni ginidlo, napfiklad merkaptoethanol,
se tasto pridavé pro pferudeni disulfidovych vazeb
uvnitf proteinu nebo mezi dvéma molekulami. \ ®

Za téchto podminek se proteiny pohybuiji rychlosti
odpovidaijici jejich molekulové hmotnosti.

desti¢ka polyakrylamidového gelu

déli elektroforézou v tenké trubicce
s polyakrylamidovym gelem, v niZ je
vytvofen gradient pH ze smési
specialnich pufri. Kazdy protein
se pohybuje az do vzdalenosti,
ktera odpovida jeho izoelektrickému
bodu, a tam setrva.
stabilni gradient pH
0 9 8 7 6 5 4

5 .__,_

) & o
pii vysokém pH pfi nizkém _pH
nese protein nese protein
zaporny naboj

kladny naboj

—

T
O —

Srotein v naéi ukazce ma izotelektricky bod pfi pH 6,5

DVOUROZMERNA ELEKTROFOREZA V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU

Komplexni smési proteini: nelze fadné rozdélit jednorozmérnou elektroforézou. UZiva se proto
varianty dvourozmerne, s ponékud odli$nym uspofadanim v kazdém sméru, €imz lze rozdeélit
pfes tisic proteind na jediném gelu. Nejdfive se nativni proteiny déli na uzkém pasu gelu na
zakladé svého elektrického naboje izoelektrickou fokusaci. V dalsim postupu se pasek gelu
umisti na desku gelu a zapoji se elektrické pole jako v SDS-PAGE ve sméru kolmém na smér
izoelektrické fokusace.Kazdy protein se pak pohybuje na své jedineéné misto na gelové plose.

‘;gffi:nt:’ Emt‘einy zasadité pH -— stabilni pH-gradient —= kyselé pH
ufiky bakterie

Escherichia coli jsou == =

rozdéleny na tomto 100 = = “__‘Fg;"'_":.‘:__‘ T s
dvourozmérném T e ':;-‘* A< FEAETE
gelu, na némz kazda T e : -:; == _;.‘_;.-_, :”’-T;u-;f:_'-‘-- e
skvrna odpovida 5% e _;.::,:,?."_-' S A 'Y
jinému polypeptidu. g‘g 50 — = gty =3~ m"' = '_‘__:.r" e
Nejdfive byl vzorek ¢ £ e T i, e e -
rozdélen 3E R '__‘:: <& 2 ST _-‘“,-_;-. e
izoelektrickou :; e e e ol R b e IR
fokusaci zleva 88 25— - o e A SaE =T
doprava a pak :g:’ g FS 8 e = — e "
elektroforézou podle =~ = - -
své hmotnosti shora * < - - T e
dold. o T -
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SEKVENCE AMINOKYSELIN V PROTEINECH realftivnl‘ latka protein nebo peptid uréeny k sekvenovani

[ L
Pred uréenim trojrozmérné struktury + H,N— Ala Phe [— Lys H Glu H Arg | - -COOH

proteinu je tfeba znat jeho primarni N = i
l KROK 1 : Reaktivni latka vytvofi kovalentni vazbu

strukturu, tedy sekvenci aminokyselin 5 : x :
v polypeptidovém fetézci.To se provadi s volnou aminoskupinou na N-konci peptidu.

opakovanim série chemickych reakci o
(kroky 1 a 2, vpravo), kterymi se uréi Ry
N-koncova aminokyselina po svém N Phe Lys H Glu H Arg |‘"C00H
odstépeni. Opakujici se povaha téchto -

postupl pfimo vyZaduje automatizaci

KROK 2 : Slaba kyselina aktivuje

a dnes jsou komeréné k dispozici H pfipojenou reaktivni latku, takze dojde
pristroje zvané = natory pro uréeni k specifickému Stépeni peptidové
sledu aminokyselin v polypeptidu. vazby mezi N-koncovou
| s velmi malymi vzorky, jako je napfiklad gl S aminokyselinou a zbytkem peptidu.
jedna ze skvrn na dvourozmérném uvolnény derivat
polyakrylamidovém gelu na Panelu 5-5, aminokyseliny H,N _{ Phe H Lys H Glu H Arg | - -COOH
Ize ziskat pfesnou N-terminalni l
sekvenci desitek aminokyselin 1 Zbyvajici peptid je o jeden amino-
pfes noc. alanin kyselinovy zbytek krat3i. 1. a 2. krok se
ted opakuji pro odstépeni dalsi
Peptidy delsi nez 50 aminokyselin 1 N-koncové aminokyseliny, atd.
vak nelze sekvenovat dostateéné
spolehlivé. Nadto €asto zjistujeme,
ze N-terminalni aminokyselina je Kazda uvolnéna aminokyselina nebo
chemicky blokovana, takie analyzu spide jeji derivat se uréi porovnanim se
nelze ani zahajit. K odstranéni téchto sadou znamych aminokyselin
nesnazi je tfeba polypeptid nejprve rozdélenych béZnou sloupcovou
rozstépit na mensi fragmenty. ! chromatografii
/ Vi (viz Panel 5-5). VV nagem pfipadé
standardy J jde o alanin.
aminokyselin /

s

SELEKTIVNI STEPENI PROTEINU

Selektivni §tépeni proteinu dava
vzniknout sadé peptidovych
maly protein je podroben selektivnimu $tépeni fragmentd. Proteolytické enzymy
a chemicka cinidla dovoluji stépit
protein mezi specifickymi zbytky
aminokyselin. Enzym trypsin §tépi
na karboxylové strané zbytka lysinu
nebo argininu, zatimco bromkyan
§tépi peptidové vazby vedle
l l ) methioninu. Plsobenim téchto &inidel
peptid vétsinou vznika nékolik pomérné
dl velkych peptidi. Ty se pak daji
separovat riznymi technikami,
a poskytuji tak diagnostickou mapu
toho kterého proteinu. Sekvence
peptidl ziskanych rlznymi
technikami se pfekryvaji a umoZfiuji
tak odvodit pomérné pracné celou
sekvenci proteinu.
Zname-li sekvenci pouhych dvaceti
aminokyselinovych zbytkl, mizeme
sestrojit odpovidajici DNA, takie
Ize klonovat pfisludny gen (viz obr,
peptid b peptid ¢ \ 10-17). Jakmile znédme sekvenci
peptida | peptid e genu nebo odpovidajici cDNA,

[ |\ peptidd N | miZeme stanovit sekvenci

A A | | / i zbyvajicich aminokyselin v proteinu
Jid S [ i _ podle genetického kddu. Vétsina
3 =yt i g proteint se dnes sekvenuje timto
nepfimym zplsobem.

stépenitrypsinem $tépeni bromkyanem

peptid
a. Ala Phe Lys

+
o [GHAG]
+

separace ziskanych peptidu
sloupcovou chromatografii
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RENTGEN OVA KRYSTALOGRAFIE obraz rentgenové difrakce

proteinového krystalu

Hlavni technika, které se dnes uziva k objasnéni
trojrozmeérné struktury molekul proteinu na atomove
urovni, je rentgenova krystalografie,

krystal proteinu

svazek paprski
rentgenoveho zéfeni

zdroj rentgenového zafeni

Rentgenové zafeni, stejné jako svétlo, je druh elektromagnetického zafeni o velmi
malé vinové délce. Jestlize zaméfime svazek paralelnich rentgenovych paprskd na
dobfe vyvinuty krystal éistého proteinu, nékteré paprsky budou rozptyleny uréitym EE]
zplisobem atomy v krystalu. Rozptylené paprsky se budou zesilovat v definovanych ~ii
bodech a projevi se jako uréity obrazec difrakénich skvrn na vhodném detektoru.
Poloha a intenzita skvrn v obrazci obsahuje informaci o poloze atomu v krystalu
proteinu, z kterého obrazec vznikl. Pocitatem lze tuto informaci zpracovat do
trojrozmérné mapy hustoty elektrond v proteinu, co? spolu se zndmou sekvenci
slou#i k sestrojeni atomového modelu. Kompletni atomovy model se asto tézko
interpretuje, a tak se éasto uZivaji zjednodugené verze, na nichZ jsou znazornény
pouze vyznamngé strukturni vlastnosti (viz Panel 5-2). Zde znazornény protein je
ribulosabisfosfatkarboxylaza, ktera je zdkladnim enzymem pro fixaci COz pfi
fotosyntéze (o~ Sroubovice jsou vyznaéeny zelené, (-listy cervené).

NMR-SPEKTROSKOPIE

Spektroskopie zaloZena na Gdajich jaderné magnetické rezonance
(NMR podle nuclear magnetic resonance) se v minulosti pouZivala
pro analyzu struktury malych molekul, ale nyni je stale vice uzivana
pro stanoveni struktury malych proteint nebo jejich domén, Metoda
vyzaduje pouze malé mnoistvi koncentrovaného roztoku proteinu.

Roztok se umisti do silného magnetického pole,

kde je vystaven pulzGm radiové frekvence. Signaly

z atomovych jader vodiku v rdznych aminokyselinach
lze identifikovat a urcit tak vzdalenosti mezi
interagujicimi pary vodikovych atoma. Tim poskytuje
NMR-spektroskopie informace o vzdalenostech mezi
rznymi éastmi proteinové molekuly. Srovnanim

této informace se znalosti sekvence aminokyselin

lze odvodit trojrozmérnou strukturu proteinu.

Tato metoda se vsak hodi pouze pro préci s proteiny
do molekulové hmotnosti 20 kDa.

V gasti (A) je naznaceno dvourozmérné NMR-spektrum
odvozené z karboxylového konce enzymu celulazy.
Skvrny predstavuji interakce mezi sousednimi atomy H.
Vysledna struktura odpovidajici rozmisténi skvrn

je v &asti (B).




O
disociace . . ; Méjme 1000 molekul A a 1000
A B - A + B :;Larh i:iz:or:rigl\:;i\;o’l;? molekul B v eukaryontni bufice
_ rychlostni koncantracs - k gt tarmips 30".:{: o koncentraci 1 nM. Jestlize je
rychlost disociace = konstanta X AB oheianamyRn rovnovaina konstant?usvstému
disociace = " A +B — AB rovna 10", v rovnovéze
rychlost disociace = ky [AB] r?{:‘:]g:::?: Evr‘loei?aie bude pfitomno 270 molekul A, 270
L molekul B a 730 molekul AB, tedy
2] 5 [AB] AB’mmus‘
asociace ——— =K volna energie
A) + @B - 08 [AllB] A+B 270 270 730
rychilostni | kJ, |
rychlost asociace = konstanta X konce:trace X koncagtrace {UTO J l: I:O J A B AB
I . aiolmace 10 538 Jestlife je rovnovaina konstanta
rychlost asociace = ks [AllB 102 -11,6 menai, dejme tomu 108, co? piedsta-
10° -17.4 vuje ztrdtu 11,6 kJ/mol vazebné
Eﬂ 104 23,2 energie proti prvnimu pfikladu {pfibliz-
V ROVNOVAZE: 10° -29,0 né o 2-3 vodikové vazby méné), bude
108 —34,8 v rovnovaze pfitomno 915 molekul A,
rychlost asociace = rychlost disociace 107 -40,6 915 molekul B a 85 molekul AB, tedy
KIAIBI = kglAB] 10° -46,4
) 10° -52,2
[AB] ks K - e et 107 _53.0 815 915 85
mi = ;c_ = K =rovnovazna konstanta 10" 638 A B AB
(A) (B) c)

Vztah vazebnych energii k rovnovazné konstanté. (A)
Rovnoviha mezi molekulami A a B a komplexem AB je udrzovana diky
vyvaZzeni opaénych reakci ukdzanych v (1) a (2). Molekuly A a B se ke
své reakci musi srazit, a rychlost reakce je proto imérnd soucinu jejich
jednotlivych koncentraci [A] x [B], kde hranaté zavorky [ | znamenaji
koncentraci. Jak je ukdzédno v ¢asti (3), je pomér rychlostnich konstant
pro asociaci a disociaci roven rovnovdzné konstanté reakce (K). (B)
Rovnovazna konstanta pro reakci (3) plati pro déj A + B= AB a ¢im
vetdi je jeji hodnota, tim silnéji se A a B vdZou. Na kazdych 5,8 kJ/mol
rozdilu volné energie se rovnovaznd konstanta zméni 10krdt (viz také
tabulku 3-1, str. 92). (C) Pfiklad ilustrujici dramaticky efekt pFitomnosti
a absence nékolika slabych vazeb v biologickém kontextu.

lace stejnych molekul protildtky ndhle setkd s populaci ligandti difun-
dujicich kapalinou kolem nich. Casto se stane, Ze néktery ligand
narazi do vazebného mista protilatky a utvofi komplex protilatka-
ligand. Populace komplexti ligand-protilatka proto poroste, ale ne do
nekonecna. S postupem ¢asu se stane vyznamnym opacny proces,
pfi kterém se jednotlivé komplexy budou rozpadat diky tepelnym
pohybtim. Kazda populace protilatek a antigenti nakonec dosdhne
ustdleného stavu neboli rovnovahy, pfi niz se pocet vazeb utvore-
nych za sekundu (asociace) pfesné rovna poctu disociaci komplexti
na jednotlivé slozky (viz také obr. 3-20).

Koncentrace ligandu, protilatky a komplexu protildtka-antigen
poskytuji pohodlné méfitko pevnosti vazby, zvané rovnovazna kon-
stanta (K) (obr. 5-26). Rovnovazna konstanta roste s rostouci pevnos-
ti vazby mezi dvéma molekulami (diky rostoucimu poc¢tu nekova-
lentnich vazeb), coz odrazi vzrist rozdilu volné energie mezi vaza-
nym a volnym stavem (obr. 5-26B). Dokonce i zména nékolika neko-
valentnich vazeb mtize mit velky ti¢inek na vazebnou interakei, jak je
znazorneéno v pfikladu na obrazku 5-26C.

Pouzili jsme piipad protilatky vazajici se ke svému ligandu, aby-
chom ilustrovali ti¢inek vazebné sily na rovnovazny stav, ale stejnd
pravidla plati pro vSechny proteiny a jejich ligandy. Mnoho proteini
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patii mezi enzymy; to znamenad, Ze se nejprve vazou ke svym ligan-
dfim a potom v téchto molekuldch pferusi nebo vytvofi kovalentni
vazby .

Enzymy jsou mocné a vysoce specifické katalyzatory

Pro mnoho proteint je vazba k jiné molekule v8im, co délaji.
Molekula protildtky se potfebuje pouze vézat ke své cilové bakterii ¢i
k viru a jeji funkce je tak splnéna; aktinova molekula potfebuje pouze
asociovat s jinymi aktinovymi molekulami a utvofit vldkno. Existuji
viak proteiny, pro které je vazba k ligandu pouze nutnym prvnim
krokem v jejich funkci. To je pfipad velké a velmi dileZité tfidy pro-
teinti zvanych enzymy. Jak je popsdno v Kapitole 3, enzymy jsou
pozoruhodné molekuly, které fidi viechny chemické pfemény probi-
hajici v buiikdch. Vazou se k jednomu nebo vice ligandiim, zvanym
substraty, a preménuji je v chemicky modifikované produkty. Tuto
¢innost enzymy neustéle opakuji s udivujici rychlosti. Enzymy ury-
chluji reakce ¢asto az milionkrat a vice, aniz by se samy ménily.
Funguiji tedy jako katalyzdtory, které burikdm umoznuji vytvaret Ci
rusit kovalentni vazby podle potfeby. Pravé katalyza uspofadaného
souboru chemickych reakci enzymy je to, co vytvafi a udrzuje burniku
a umoznuje Zivot,

Enzymy lze roztiidit podle funkce do nékolika skupin (tabulka 5-
2). Kazdy druh enzymu je vysoce specificky a katalyzuje pouze jediny
druh reakce. Tak naptiklad hexokindza pridava fosforylovou skupinu
k p-glukose, ale zcela ignoruje jeji opticky izomer L-glukosu; enzym
sraZeni krve thrombin §tépi jeden typ krevniho proteinu mezi urci-
tym argininem a sousednim glycinem a nikde jinde, atd. Jak bylo
podrobné probrano v kapitolach 3 a 4, pracuji enzymy ve skupinéch,
pficem# produkt jednoho enzymu se stévéa substratem enzymu dal-
siho. Vysledkem je diimyslna sit metabolickych drah, ktera zasobuje
buriku energii a vytvaii mnoho velkych a malych molekul, které
burka potfebuje (viz obr. 3-2).

Lysozym ilustruje praci enzymu

Abychom si vysvétlili, jak enzymy katalyzuji chemické reakce, pou-
zijeme jako pfiklad enzym, ktery piisobf jako pfirodni antibiotikum
ve vaje¢ném bilku, slinach, slzdch a ostatnich sekretech. Lysozym je
enzym, ktery katalyzuje $tépeni polysacharidovych fetézct
v bunéénych sténach bakterii. ProtoZe je bakteridlni sténa diky
osmotickym silam vystavena tlaku, zplisobi roz§tépeni i malého
poctu polysacharidovych fetézct jeji prasknuti a rozpad bunky.
Lysozym je velmi maly a staly protein, ktery lze snadno izolovat ve
velkych mnoZstvich. Z tohoto dtivodu byl intenzivné studovan
a stal se prvnim enzymem, jehoZ struktura byla detailné prozkou-
méana metodami rentgenové krystalografie (panel 5-6, str.
164-165).

Reakce katalyzovand lysozymem je hydrolyzou: molekula vody se
piidava k jediné vazbé mezi dvéma sousednimi cukernymi skupina-
mi v polysacharidovém fetézci, pfi¢emz zptsobi pferuseni vazby (viz
obr. 3-32). Reakce je energeticky vyhodnd, nebot volna energie poru-
seného polysacharidového fetézce je mensi neZ volna energie fetéz-

Jak proteiny pracuji

Protein A se vaie k proteinu
B za vzniku komplexu AB. Bunka obsahuje
rovnovainou smés proteinu A o koncent-
raci 1 uM, proteinu B o koncentraci 1
uM a proteinu AB (ktery vznikl z A a B) také
o koncentraci 1 pM.

A. S pfihlédnutim k obrézku 5-26 vypo-
titejte rovnovainou konstantu pro
reakci A + B = AB.

B. Jak by vypadala rovnovaina kon-
stanta, pokud by A, B a AB byly
v rovnovaze piitomny v daleko nizsi
koncentraci, a to asi 1 nM?

C. Kolik daldich vodikovych mustk( by
byla zapotfebi k udrzeni A a B v této
malé koncentraci tak, ze by se zhruba
stejné mnozstvi molekul nachazelo
v komplexu AB? (Vzpomeiite si, Ze
kazdy vodikovy mtustek pfispiva asi
4,2 kJ/mol.}

Vysvétlete, jak muZe enzym
(napfiklad hexokinaza zminéna v textu)
rozligit substraty (zde p-glukosu) od jejich
optickych izomerd (zde L-glukosy).
{Napovéda: Vzpomente si, Ze atom uhliku
tvoFi étyfi jednoduché vazby, které sméfuji
do vrchold trojbokého jehlahu, a Ze optické
izomery jsou navzajem zrcadlovymi obra-
zy, nakreslete si substrat jako jednoduchy
GtyFstén se étyfmi riznymi rohy a potom si
nakreslete jeho zrcadlovy obraz. S vyuzitim
této kresby ukazte, prot se muze v nacrt-
nutém aktivnim mist® enzymu vazat jen
jeden opticky izomer.)
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Nékteré bézné typy enzymi

DRUH ENZYMU

y w1l ; ” e Néazev enzymil
HYDROLAZY Obecny nazev pro enzymy, které katalyzuji hydrolytické §tépeni. ahwykle kondl
NUKLEAZY Odbouravaji nukleové kyseliny hydrolyzou vazeb mezi nukleotidy. 8;?;?(33 js-gfla :
PROTEAZY Odbourévaji proteiny hydrolyzou vazeb mezi aminokyselinami. Egl;tsi’; E: f;;gg;?ilako

] 4 e hrombin, lysozym
. Obecny nazev pro enzymy, které syntetizuji molekuly throm 4
SOh v anabolickych reakeich, kdy kondenzuji dvé malé molekuly. agl_al:;,nl;tere byly
obpje
IZOMERAZY Katalyzuji pfeskupeni vazeb v ramci jedné molekuly. a pojmenovany jeste
pred obecnym
POLYMERAZY Katalyzuji polymeraéni reakce, napfiklad syntézu. prijetim konvence
o ndazvech enzymi
Katalyzuji pfipojovani fosforylovych skupin k molekuldm. Proteinové na konci 19. stoleti.
KINAZY kinasy tvofi dileZitou skupinu kinas, které pfipojuji fosforylové Obecny nazev
skupiny k proteintim. enzymu obvykle
udéva substrdt nebo
FOSFATAZY Katalyzuji hydrolytické odstranéni fosforylové skupiny z molekuly. produkt a reakci,
kterou enzym
Obecny nédzev pro enzymy, které katalyzuji reakce, v nichz se jedna katalyzuje. Napfiklad
OXIDOREDUKTAZY molekula oxiduje, zatimco se jind redukuje. Enzymy tohoto typu citratsyntéza
se ¢asto nazyvaji oxiddzy, reduktdzy a dehydrogendzy katalyzuje syntézu
citratu adici
Hydrolyzuji ATP. ATPazovou aktivitu spojenou se ziskdvdnim energie acetylkoenzymu
ADENOSINTRI- ma jako ¢ast své funkce celd fada proteinti, napfiklad motorové A na oxalacetat
FOSFATAZY proteiny jako myesin nebo membranové transportni proteiny

jako tfeba sodno-draselnd pumpa.

ce neporudeného. Volny cisty polysacharid vsak muZe spocivat ve
vodeé roky bez toho, aby néjakym detegovatelnym zptisobem hydro-
lyzoval. Je tomu tak diky energetické bariére, kterou musi reakce pre-
konat a ktera se probirala v Kapitole 3 (viz obr. 3-12). Aby naraZejici
molekula vody prerusila vazbu spojujici dva cukry, musi byt polysa-
charidovd molekula zvlastnim zpGsobem zkroucena — musi se
nachéazet v pfechodném (tranzitnim) stavu, ve kterém maji atomy
kolem vazby zménéné usporddani a elektrony v nich jsou jinak
rozdéleny. Aby se toho dosahlo, musi byt reakci dodano velké mnoz-
stvi aktivacni energie. Ve vodném roztoku pfi pokojové teploté ener-
gie srazek témeéf nikdy neprevySuje aktivaéni energii. Proto hydroly-
za probihd velmi pomalu, pokud viibec probiha.

V této situaci zasahuje enzym. Jako vSechny enzymy ma i lyso-
zym na svém povrchu zvlastni vazebné misto, zvané aktivni misto,
které pfesné odpovida povrchovym obrystim molekuly jeho substra-
tu. V tomto misté probihd katalyza chemické reakce. Protoze sub-
stratem lysozymu je polymer, pfedstavuje aktivni misto lysozymu
dlouhy Zlabek, ktery najednou pojme $est spojenych cukernych zbyt-
kti. Jakmile se polysacharid vaze za vzniku komplexu enzym-sub-
strat, rozstépi enzym vazby v polysacharidu tak, ze pfida po jedné
molekule vody ke kazdé vazbé cukr-cukr. Vysledné fetézce jsou
potom rychle uvolnény a enzym je pripraven k dalsim opakovanim
této reakce (obr. 5-27).
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Chemicky zaklad vazby lysozymu k substratu je stejny jako pro
vazbu protilatek - utvareni velkého mnozstvi nekovalentnich vazeb.
Lysozym v8ak drzi sviij polysacharidovy substrat zvla$tnim zpuso-
bem, pii némz je jeden ze dvou cukrii, mezi nimiz ma byt vazba pre-
rusena, zkroucen do stavu, ktery se lisi od jeho normadlni nejstabil-
néjsi konformace. Vazba urcend k preruseni je také drZena blizko
dvou aminokyselin s kyselymi postrannimi fetézci: glutamové kyseli-
ny a kyseliny asparagové v aktivnim misté.

V mikroprostiedi aktivniho mista lysozymu jsou pfitom vytvore-
ny takové podminky, které znac¢né snizuji aktivacni energii potfeb-
nou k uskute¢néni hydrolyzy. Obrazek 5-28 ukazuje jednotlivé faze
této enzymové reakce. Enzym nejprve vyvola v substratu napéti, kdyz
ohne nékteré dtilezité vazby, které se ticastni chemické reakce, takze
tvar substritu znacné pfipomind vysokoenergeticky pfechodny stav
v poloviné reakcni drahy. V druhé casti presné umistény kysely
postranni fetézec kyseliny glutamové urychli hydrolyzu tim, Ze
poskytne vysokou koncentraci acidizujicich iontt H", i kdyz je pH
okoli neutrdlni. Ve tieti fazi zdporné nabita kyselina glutamova dale
stabilizuje kladné nabity pfechodny stav. Celkova chemicka reakce
od pocétecniho navazani polysacharidu na povrch enzymu aZ po
kone¢né uvolnéni rozstépenych fetézct proto probihd mnohamili-
onkrat rychleji neZ v nepfitomnosti enzymu.

Podobné mechanismy pouZivaji ostatni enzymy ke sniZeni
aktiva¢ni energie a k urychleni reakci, které katalyzuji. V reakcich,
které zahrnuji vice neZz dva reaktanty, pusobi aktivni mista jako
matrice, které posouvaji substraty k sobé ve spravné orientaci pro
reakci, kterd se méd mezi nimi odehrat (obr. 5-29A). Jak jsme vidéli
u lysozymu, obsahuje aktivni misto enzymu pfesné umisténé atomy,
které urychluji reakci s pouzitim nabitych skupin a méni rozdéleni
elektront v substratech (obr. 5-29B). Vazba k enzymu méni také troj-
rozmeérny tvar substrdtu, kdyz ohyba vazby tak, aby substrat maxi-
malné priblizila specifickému pfechodnému stavu (obr. 5-29C).
Mnoho enzymi se reakce ticastni tak, Ze na kratkou dobu vytvori
kovalentni vazbu mezi substrdtem a postrannim fetézcem enzymu.
Nasledujici kroky reakce vraceji postranni fetézec do ptivodniho
stavu, takZe enzym zistava po reakci nezménén (viz obr. 4-5).

Ucinnost enzymu vyjadiuji konstanty v, a K,

Aby mohly katalyzovat reakci, musi enzymy nejprve navazat své
substraty. Substraty potom prochézeji reakci za vzniku molekul pro-
dukttl, které v pocatecni fazi ztistdvaji vazany k enzymu. Nakonec je
produkt uvolnén a vzdali se, pficemZ ponechavd enzym volny
k vazbé ndsledujici molekuly substratu a katalyze dalsi reakce

Jak proteiny pracuji

Nacrtek reakce
katalyzované lysozymem. (A) Schematicky
pohled na enzym lysozym (oznaceny jako
E), ktery katalyzuje $tépeni
polysacharidového fetézce, jenz je jeho
substratem (oznacen jako S). Enzym se
nejprve véaZe k fetézci a vytvafi komplex
enzym-substrat (ES); poté katalyzuje
Stépeni specifické kovalentni vazby
v kostie polysacharidu a vytvafi komplex
enzym-produkt (EP), ktery rychle
disociuje. Enzym uvolni fetézec (produkty
P) ze svého sevieni, a tim miiZe byt
k dispozici pro dalsi molekulu substratu.
(B) Prostorovy model lysozymové
molekuly vazané ke kratkému tiseku
polysacharidového fetézce pied $tépenim.
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substrat

substratem je oligosacharid s Sesti cukernymi
zbytky A-F. Zde jsou ukazany zbytky D aE.

produkty

Koneénymi produkty jsou jeden oligosacharid o étyfech cukernych
zbyteich (vievo) a disacharid (vpravo), které vznikly hydrolyzou.

V komplexu enzym-substrat (ES) tlagi enzym substrat  Toto je nestaly prechodovy stav, kdy cukr D nese
do napjaté konformace, kdy Glu-35 je v takoveé
poloze, Ze funguje jako kyselina, ktera napada

sousedni vazbu cukr-cukr tim, Ze i pfedava proton H.

naboj na Asp-52 meziprodukt stabilizuji a vyrazné
snizuji jeho energii na povrchu enzymu.

(viz obr. 5-27A). Rychlosti téchto rtiznych krokii se Siroce méni od
enzymu k enzymu a daji se méfit pfi smichani vy¢isténych enzym
a substratii v pfesné definovanych podminkach.

JestliZe koncentraci substrdatu postupné zvysujeme z velmi nizké
hodnoty, roste zpodcatku linearné koncentrace komplexu enzym-
substrat, a tim i rychlost tvorby produktu, a to pfimo timérné ke kon-
centraci substratu. AvSak tim, jak je stale vice molekul enzymu obsa-
zeno substratem, tento vzriist rychlosti vrcholi, aZ pfi velmi vysoké
koncentraci substratu dosahne limitni hodnoty Vneboli y,. V tomto
bodu jsou vSechny enzymové molekuly ve vzorku plné obsazeny
substratem a rychlost tvorby produktu zavisi jen na rychlosti zpraco-
vani substratovych molekul enzymem. U mnoha enzymt se toto

(C) Enzym napina navazanou
molekulu substratu a tlagi
ji smérem k pfechodnému
stavu, ktery podporuje

{B) Vazba substratu na enzym
vede k pfesmykam elektroni
v molekule substratu, ¢imz
vznikaji casteéné kladné
a tdstetné zaporné naboje, reakei,
jeZ podporuji reakei.

(A) Enzym vaze dva substraty
a orientuje je velmi pfesné
tak, aby doslo mezi nimi
k reakci.
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kladny naboj. Napéti na cukru D a nedaleky zaporny

Rychla adice vody (zelené) dokonéi hydrolyzu
a regeneruje protonovanou formu Glu- 35 za tvorby
komplexu enzym-produkt (EP).

Déje v aktivnim misté
lysozymu. Kresby vlevo a vpravo nahofe
ukazuji volné molekuly substratu
a produktu, zatimco dalsi tfi kresby
ukazuji tfi po sobé nasledujici kroky
v aktivnim misté enzymu. Viimnéte si
zmeény konformace cukru D v komplexu
enzym-substrat; tento cukr ziskdva
v nestdlém pfechodném stavu kladny
naboj.

Nékteré obecné vlastnosti
enzymové katalyzy. (A) UdrZovani
substrat pohromadé v pfesném
uspofaddani. (B) Stabilizace reakénich
meziproduktti pomoci naboje. (C) ZvySeni
rychlosti vlastni reakce zménou vazebnych
dhlil v substratu.



rychlost reakce —e

K. koncentrace substratu —

¢islo pfemény pohybuje okolo 1000 molekul substratu za sekundu,
ale jsou znama i ¢isla pfemény mezi 1 a 10 000.

Koncentrace substratu potfebné k ti¢inné préaci enzymu se ¢asto
méfi odlisnym parametrem K, zvanym Michaelisova konstanta, coz
je koncentrace substratu, pri které enzym pracuje na polovinu své
limitni rychlosti (0,5 v,;,) (obr. 5-30). Obecné plati, Ze nizkda hodnota
K., ukazuje, Ze substrit se vaZe k enzymu velmi pevné, a vysoké hod-
nota K, odpovida slabé vazbe.

Pevné vazané malé molekuly priddvaji proteintim
dalsi funkce

Ackoli jsme zdtiraziiovali riznorodost proteinti jako fetézcli amino-
kyselin, které plni rzné funkce, v mnoha pfipadech samotné ami-
nokyseliny nestaci. Stejné jako lidé pouzivaji riizné nastroje, aby zesi-
lili a rozsitili schopnosti svych rukou, pouzivaji ¢asto proteiny malé
nebilkovinné molekuly k vykonu svych funkci, které by byly obtizné
¢i dokonce neproveditelné s pouzitim pouhych aminokyselin. Tak
signédlni receptorovy protein rhodopsin, coz je pigment citlivy na
svetlo, produkovany ty¢inkami v o¢ni sitnici, deteguje svétlo s pomo-
ci malé molekuly retinalu zanorené do tohoto proteinu (obr. 5-31A).
Retinal méni po absorpci fotonu sviij tvar a tato zména je zesilena
proteinem, aby spustila kaskadu enzymovych reakci, které nakonec
vedou k pfenosu elektrického signalu do mozku.

Dalsim piikladem proteinu, ktery obsahuje nebilkovinnou ¢ast,
je hemoglobin (viz obr. 5-16). Molekula hemoglobinu nese ¢ctyfi
hemové skupiny — kruhové molekuly, z nichZ kazda obsahuje jeden
astfedni atom Zeleza (obr. 5-31B). Hem dodava hemoglobinu a krvi
jejich €ervenou barvu. Vratnou vazbou k plynnému kysliku pres atom

COOH
1

(|:OOH

H,C CHj CH3 CH3
I Y
CHy  HyC” CHy
CHO
(A) (B) CH,

Jak proteiny pracuji

Enzymovi kinetika.
Rychlost enzymové reakce (v) vzrista
s rostouci koncentraci substrétu az
k mezni (limitni) hodnoté (1,). Vtom
okamiZiku jsou viechna vazebna mista pro
substrat na molekuldch enzymu obsazena
a rychlost reakce je omezena rychlosti
katalytického déje na povrchu enzymu.
Pro vétsinu enzymt je koncentrace
substrdtu, pfi niZ se dosdhne poloviny
mezni reakéni rychlosti (K,) pfimym
méfitkem pevnosti vazby substritu
k enzymu, pficemz vysokd hodnota K,
odpovida slabé vazbé.

KFivku z obrazku 5-30 popisuje
jednoducha rovnice:

v= Vi, [SIS+K,)]

Této rovnici se fiké rovnice Michaelise
a Mentenové podle védcu, ktefi ji poprve
pouZili k popisu enzymovych reakci.
Muizete se sami pfesvédcEit, Zze vlastnosti
popsané kvalitativné v uéebnici jsou pres-
né reprezentovany touto rovnici? Zvlasté
se zamyslete nad moZnym zjednodusenim
rovnice, pokud je (A) koncentrace substra-
tu S mnohem nizsi nez K, (B) koncentrace
substratiu S rovna K, a (C) koncentrace
substratu S mnohem vyssi nez K.

Retinal a hem. (A) Struktura
retinalu, svétlocitlivé molekuly pfipojené
k rhodopsinu v o¢ni sitnici. (B) Struktura
hemové skupiny: uhlikaty hemovy kruh je
zde nakreslen cervené a atom Zeleza v jeho
centru oranZové. Hemové skupina je
vdzdna v kazdém ze Etyt polypeptidovych
fetézcli v hemoglobinu - proteinu, ktery
prenasi kyslik a jehoZ strukturu jsme vidéli
na obrazku 5-16.
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Zeleza hem umozZnuje hemoglobinu véazat kyslik v plicich a uvoltiovat
ho v tkanich.

Nékdy jsou tyto malé molekuly spojeny kovalentné a stale se
svym proteinem, pficemz se stavaji nedilnou soucdasti samotné pro-
teinové molekuly. V Kapitole 11 uvidime, Zze proteiny jsou nékdy
zakotveny v membrdnach pomoci kovalentné vazanych lipidovych
molekul. A membranové proteiny vystavené na povrchu buriky, stej-
né jako proteiny vylu¢ované do extracelularniho prostfedi, jsou ¢asto
modifikovany kovalentnim pfipojenim cukrt a oligosacharidu.

Casto je s aktivnim mistem enzymu pevné spojena mald moleku-
la nebo atom kovu, ktery enzymu poméaha v jeho katalytické funkci.
Napfiklad karboxypeptiddza, enzym Stépici polypeptidové fetézce,
nese ve svém aktivnim misté pevné vazany zine¢naty ion. Kdyz kar-
boxypeptiddza stépi peptidovou vazbu, zine¢naty ion utvafi pre-
chodnou vazbu s jednim atomem substratu, a tak napomaha hydro-
lytické reakci. V jinych enzymech slouZi k podobnym tceliim mala
organickd molekula. Pfikladem je biotin, ktery se nachdzi v enzy-
mech pfenésejicich karboxylovou skupinu (-COOH) z jedné moleku-
ly na druhou (viz obr. 3-31). Biotin se této reakce ti¢astni tvorbou
kovalentni vazby ke skupiné -COOH, kterd se mé pfenést, protoZe se
pro tuto tlohu hodi mnohem lépe nez kterdkoli z aminokyselin pou-
zivanych k vystavbé proteinti. ProtoZze ho ¢lovék nemtiZe syntetizovat
a musi ho pfijimat v malych mnozstvich v potravé, je biotin vitami-
nem. Daldi vitaminy jsou podobné potfebné k vytvafeni malych
molekul, které jsou nezbytnymi sloZkami nasich proteinti. Naptiklad
vitamin A je v potravé potiebny k produkci retinalu, svétlocitlivé sou-
¢asti rhodopsinu.

Katalytickéa aktivita enzymii je regulovdna

Zivé bunka obsahuje tisice enzymf, z nichZ mnohé funguji ve stejné
dobé v témZe malém objemu cytosolu. Svou katalyzou enzymy vytva-
feji slozitou sit metabolickych drah, z nichZ kazd4 je slozena z fetézce
chemickych reakci, v nichZ se produkt jednoho enzymu stdva sub-
stratem pro enzym dalsi. V tomto labyrintu drah existuje mnoho roz-
vétveni, kde riizné enzymy soutéZi o tentyz substrat. Tento systém je
tak sloZity (viz obr. 3-2), Ze je zapotiebi fady kontrolnich mechanis-
mu, které ur€uji, kdy a jak rychle bude kazda reakce probihat.
Regulace se odehrdavd na mnoha trovnich. Na jedné trovni
buiika reguluje mnozstvi vytvofenych molekul enzymu regulaci
exprese genu, ktery tento enzym kéduje (probird se v Kapitole 8). Na
jiné drovni burika fidi enzymovou aktivitu umisténim soubort enzy-
mt do riznych oddild, které jsou uzavieny do odlisnych membran
(probird se v kapitolach 13 a 14). Nejrychlej$im a nejrozsifenéjsim
procesem, ktery vyladi reakci, je vazba jiné neZ substrdatové moleku-
ly k enzymu - do néjakého specialniho regula¢niho mista mimo
aktivni misto, ¢imZ se zméni rychlost, jakou enzym méni své sub-
straty na produkty. Pfi zpétnovazebné inhibici je enzym ptisobici
v prvnich krocich reakéni drahy inhibovan pozdéjsim produktem
téZe drdahy. Kdykoli se tedy zacnou hromadit velka mnoZstvi konec-
ného produktu, vaze se tento produkt na prvni enzym a zpomaluje
jeho katalytickou ¢innost. Tim omezuje dalsi vstup substratu do této
reakéni drahy (obr. 5-32). K¥izovatky a rozvétveni jsou obvykle vice-
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Gl

negativni
regulace

g

hrazek 5-12 Zpétnovazebna inhibice
]edmé bmsyntetické drahy. Koncovy
produkt Z inhibuje prvni enzym, ktery ho
jako jediny syntetizuje, a tak reguluje svou
vlastni koncentraci v burice. To je
piikladem negativni regulace.
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nasobné regulovdny rtiznymi kone¢nymi produkty, z nichZ kazdy se
snazi regulovat svou vlastni syntézu (obr. 5-33). Zpétnovazebna inhi-
bice mtiZe fungovat témeér okamzité a je vratna.

Zpétnovazebna inhibice je pfikladem zdporné regulace: brani
enzymu v ¢innosti. Enzymy mohou byt také podfizeny kladné regu-
laci, ve které je enzymova aktivita spiSe stimulovdna regulacni mole-
kulou neZ vypinana. Kladna regulace se vyskytuje v situacich, kdy
produkt v jedné vétvi metabolického bludisté stimuluje aktivitu
enzymu Vv jiné draze. Pfikladem je hromadéni ADP, které aktivuje
nékolik enzymt zapojenych do oxidace molekul cukru, a tak stimu-
luje buriku k pfevedeni vice ADP na ATP.

Allosterické enzymy maji dvé vazebna mista,
ktera interaguji

Zakladni vlastnosti zpétnovazebné inhibice, ktera byla pro jeji obje-
vitele zahadou, je to, Ze regulacni molekula ma casto zcela jiny tvar
nez substrat enzymu. Kdyz byla tato forma regulace v 60. letech obje-
vena, byla nazvana allosterie (z feckého allos = jiny a stereos = tuhy ¢i
podoba). S dalsim poznavdnim zpétnovazebné inhibice se zjistilo, Ze
mnoho enzym® musi mit na svém povrchu nejméné dvé vazebna

Jak proteiny pracuji

brizelk 5-37 Ndsobnd zpétnovazebna
inhibice. V tomto pfikladu, ktery ukazuje
biosyntetické drahy pro éryfi rizne
aminokyseliny v bakteriich, znaci
cervené sipky polohy, v kterych produkry
provadéji zpétnovazebnou inhibici
enzymil. Kazdd aminokyselina reguluje
prvni enzym, ktery je specificky pro jeji
vlastni syntézu, a tim reguluje svou vlastni
koncentraci a vyhyba se zbyte¢né tvorbé
meziproduktti. Produkty mohou také
oddélené inhibovat po¢atecni sled reakci
spole¢ny pro viechny syntézy; v tomto
piipadé tfi riizné enzymy katalyzuji
poéatecni reakci a kazdy z nich je
inhibovén jinym produktem.

Zamyslete se nad obrazkem
5-32. Co se stane, kdyZ misto uvedené
zpétne vazby

A. zpétnovazebna inhibice z bodu
Z ovlivni jen krok B — C?

B. zpétnovazebnda inhibice z bodu
Z ovlivni jen krok Y — Z7

C. Z je pozitivnim regulatorem kroku
B— X?

D. Z je pozitivhim regulatorem kroku
B—C?

U kazdého pripadu proberte, nakolik
uziteéna by tato regulaéni schémata
byla pro bufiku.
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ZAPNUTO

VYPNUTO

vazana

olekula CTP

mista: aktivni misto, které rozpoznava substrat, a druhé misto, které
rozpoznava regula¢ni molekulu. Tato dvé mista musi ,komunikovat”
zpusobem, ktery umozZnuje ovliviiovani katalytickych déjt v aktiv-
nim misté navazanim regula¢ni molekuly v jejim oddéleném misté
na povrchu enzymu.

Nyni je zndmo, Ze interakce mezi oddélenymi misty na proteino-
vé molekule zavisi na konformacni zméné proteinu: vazba v jednom
misté zptisobi malou zménu zptisobu sloZeni proteinu. Mnoho enzy-
mt ma dvé konformace, které se lisi aktivitou, pficemz kazdou z nich
stabilizuje vazba s jinymi ligandy. BEhem zpétnovazebné inhibice
napfiklad vazba inhibitoru na jednom misté v proteinu vyvola
zmeénu proteinové konformace, pfi které je aktivni misto, nachéazeji-
ci se jinde v proteinu, vyfazeno z funkce (obr. 5-34).

Mnoho proteinovych molekul, pokud ne vSechny, je allosteric-
kych: mohou nabyvat dvou nebo vice nepatrné odlisnych konforma-
ci a jejich aktivita se miZe ménit pii prechodu z jedné konformace
do druhé. To plati nejen pro enzymy, ale také pro mnoho ostatnich
proteinti, véetné receptorti, strukturnich proteinti a proteinovych
motort. ProtoZe se kazda konformace bude vyznacovat ponékud
jinymi povrchovymi obrysy, mtiZe se vazebné misto pro jeden nebo
vice ligand®i snadno ménit. Specificky ligand bude upfednostiiovat
konformaci, kterd ho vaZe nejsilnéji, a v dostate¢né vysoké koncent-
raci miZe ,pfepnout” protein z jedné konformace do druhé (obr. 5-
35).

Konformacni zména miiZe byt vyvolana
fosforylaci proteinu

Pravé jsme videéli, Ze funkce mnoha allosterickych proteinti je regulo-
vana navdzanim malé molekuly. Druhou moZnosti, kterou eukary-
ontni buriky hojné vyuzivaji k regulaci funkce proteint, je kovalentni
navazani fosforylové skupiny k postrannimu fetézci nékteré z ami-
nokyselin proteinu. Protoze kazda fosforylovd skupina nese dva
negativni ndboje, miize enzymové katalyzovani adice fosforylové
skupiny k proteinu vyvolat znaéné konformaéni zmény, napiiklad
tim, Ze pritahuje shluk kladné nabitych postrannich fetézci amino-
kyselin. Odstranéni fosforylové skupiny druhym enzymem vraci pro-
tein do jeho ptivodni konformace a obnovuje jeho ptivodni aktivitu.
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Konforma¢ni zména
vyvoland zpétnovazebnou inhibici.
Enzymem pouZivanym v prvnich studiich
allosterickych regulaci byla
aspartdttranskarbamoylaza z E. coli. Tento
velky enzym sloZeny z mnoha podjednotek
(viz obr. 5-17) katalyzuje dtileZitou reakci,
kterd za¢ind syntézu pyrimidinovych
kruht nukleotidi C, U a'T. Jeden
z poslednich produktii v této draze,
cytidintrifosfat (CTP), se vaZe k enzymu
a vypind ho, kdyz je CTP dostatek. Tento
diagram ukazuje konformaéni zménu, ke
které dochdzi, kdyZ je enzym odpojen
vazbou CTP.
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Tato vratnd fosforylace proteinu reguluje aktivitu mnoha rtz-
nych typt proteinti v eukaryontnich burikédch; z pfiblizné 10 000 pro-
teinti v typické savéi burice je podle vieho vice nez tfetina nékdy fos-
forylovana. Adice fosforylovych skupin a jejich odstranéni ze speci-
fickych proteinti je ¢asto odpovédi na signdly, které charakterizuji
néjakou zménu stavu burky. Timto zptisobem je napfiklad nacaso-
van komplikovany sled uddlosti spojenych s délenim eukaryontni
buriky (Kapitola 18), a mnoho signdlii vytvafenych hormony a nervo-
vymi medidtory se pfendasi z plasmatické membrany do jadra
kaskadou fosforylaénich reakci v molekuldch rtiznych proteint
(Kapitola 15).

Fosforylace proteinti zahrnuje enzymové katalyzovany pienos
koncové fosforylové skupiny ATP na hydroxylovou skupinu
v postrannim fetézci serinu, threoninu nebo tyrosinu v proteinu.
Tuto reakci katalyzuje proteinkinédza, zatimco opacnou reakci, tedy
odstranéni fosforylové skupiny neboli defosforylaci, katalyzuje
proteinfosfataza (obr. 5-36). Burika obsahuje stovky riiznych prote-
inkindz, z nichZ kazd4 zodpovidé za fosforylaci urcitého proteinu
nebo skupiny proteinti. Existuje také mnoho raznych proteinfosfa-
taz; nékteré z nich jsou vysoce specifické a odstranuji fosforylové
skupiny jen z jednoho nebo nékolika malo proteint, jiné puisobi
v §iroké proteinové oblasti. Stav momentalni fosforylace proteinu,
a tim i jeho aktivity, zavisi na poméru aktivit proteinovych kinaz
a fosfataz, které na tuto molekulu ptisobi.

U mnoha proteintt se fosforylovd skupina neustdle pridava
k ur¢itému postrannimu fetézci a poté se odstranuje. Fosforylacni

Fosforylace proteinu. Mnoho tisic proteinti v typické
eukaryontni burice je modifikovdno kovalentni adici fosforylove
skupiny. (A) Obecnd reakce na tomto obrazku ukazuje pfenos
fosforylové skupiny z ATP na postranni fetézec aminokyseliny
v cilovém proteinu proteinkindzou. Odstranéni fosforylové skupiny
katalyzuje druhy enzym, proteinfosfatdza. V tomto piikladu se fosforyl
pfid4va k postrannimu Fetézci serinu; v jinych pfipadech se fosforyl
piipoji ke skupiné -OH proteinového threoninu nebo tyrosinu. (B)
Fosforylace proteinu proteinkindzou miize bud' zvysit nebo sniZit
aktivitu proteinu v zévislosti na misté fosforylace a na struktufe
proteinu.

Jak proteiny pracuji

Jak je rovnovaha mezi
dvéma konformacemi proteinu ovlivhéna
navazanim ligandu. Tento schematicky
diagram ukazuje hypoteticky enzym, ve
kterém vzrist koncentrace molekul ADP
(Gervené kliny) ptsobi vzrist rychlosti
oxidace cukernych molekul (éervené
Sestitihelniky). (A) Tento hypoteticky
enzym je allostericky regulovin. Mohl by
napiiklad katalyzovat krok limitujici
rychlost v glykolyze nebo v citrdtovém
cyklu, nebot akumulace ADP zpétné
ovlivni tyto enzymy a pfiméje je urychlit
odbourdni cukri; tim vzroste produkce
ATP z ADP. (B) Neni-li pfitomen ADP,
nabude jen maly podil molekul spontanné
aktivni (uzaviené) konformace; vétSina
ziistane v inaktivni (oteviené) konformaci.
(C) Protoze se ADP miiZe vazat jen
k proteinu v jeho uzaviené konformaci,
sniZzuje pfidani ADP energii uzaviené
konformace, ¢imz zplisobf pfepnuti témér
viech molekul enzymu do aktivni formy.
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cykly tohoto druhu umoznuji proteintim rychlé prepinani z jednoho
stavu do druhého, nebot ¢im rychleji se cyklus ,,otaci“, tim rychleji se
mize ménit koncentrace fosforylovaného proteinu v odpovéd na
nahly podnét, ktery méni jeho fosforylaéni pomeér. Energie k pohonu
tohoto cyklu pochézi z volné energie hydrolyzy ATP, jehoZ jedna

molekula se spotfebuje pfi kazdé otdcce cyklu.

Proteiny véazajici GTP mohou podstupovat rozsahlé
konformacni zmény

Ztrata fosforylové skupiny vede také k rozsdahlym konformacnim
zménam u vyznamné tfidy intraceluldrnich proteinti — u proteinti
vazajicich GTP. Aktivita téchto proteint je regulovdana navazanim
nukleotidu: bud guanosintrifosfatu (GTP) nebo guanosindifosfatu
(GDP). Obecné je u takovych proteint aktivni konformace s navaza-
nym GTP; protein saim potom hydrolyzuje tento GTP na GDP a fosfat
a prechazi do inaktivni konformace. Aktivni konformace se znovu
dosahne oddélenim GDP a néslednym pfipojenim dalsi molekuly
GTP (obr. 5-37).

Velka skupina téchto proteinti vézajicich GTP funguje v burikdch
jako molekularni pfepinace. Uvolnéni GDP a jeho nahrazeni GTP,
které molekulu ,zapne“, je ¢asto odpovédi na vnéjsi signal, ktery
bunka pftijala. Proteiny vazajici GTP se ¢asto vdZou k jinym proteino-
vym molekuldm, aby regulovaly aktivitu enzym. Jejich klicovou roli
ve vnitrobunéc¢nych signaliza¢nich drahach probereme v Kapitole
15. Na tomto misté se podivame na obecny mechanismus jejich fun-
govani u bakteridlniho elonga¢niho faktoru EF-Tu, malého GTP-
vazajiciho proteinu, ktery pomahd pfi vazbé molekul tRNA na ribo-
somy béhem syntézy proteinu.

Rozbor trojrozmérné struktury EF-Tu prozradil, jak mtze alloste-
ricky prechod vyvolany pfipojenim ¢i ztratou fosforylové skupiny na
navazaném guaninovém nukleotidu zptisobit zna¢nou zménu tvaru
proteinu vazajiciho GTP. Obrazek 5-38 ukazuje, jak je ztrata jediné
fosforylové skupiny, ktera na pocatku zptisobila jen nepatrny pohyb
asi 0 0,1 nm ve vazebném misté, proteinem zesilena a vytvari pohyb
asi 50krat vétsi. Vyznamné konformac¢ni zmény tohoto typu jsou také
zdkladem pro skutecné velké pohyby, vytvafené proteiny, které pro-
bereme v nasledujici ¢asti.

Motorové proteiny generuji rozsahlé pohyby v burice

Vidéli jsme, jak konformacni zmény v proteinech hraji dstfedni roli
v regulaci enzymu a pfi bunécné signalizaci. Nyni probereme, jak
tyto zmény umoznuji proteintim, jejichZ hlavni funkci je pohybovat
jinymi molekulami (motorovym proteintim), vytvafet sily zodpovéd-
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Vysvétlete, jak lze fosforylaci
nebo navazani nukleotidu vyuzit k regulaci
proteinové aktivity. V éem vidite vyhody
kazdé z obou forem regulace?

Proteiny vézajici GTP tvofi
molekuldrni pfepinace. Aktivita proteint
vazajicich GTP obecné vyZaduje
pEitomnost pevné vazané molekuly GTP
(,zapnuto"). Hydrolyzou této molekuly
GTP vznika GDP a anorganicky fosfat (P),
a protein zaujme jinou, neaktivni
konformaci (,vypnuto"). Jak je zde
ukdazano, znovunastaveni pfepinace
vyzaduje uvolnéni vazaného GDP To je
pomaly krok, ktery miiZze byt znacné
zrychlen specifickymi signdly. Jakmile se
GDP uvolni, rychle se znovu naviZe
molekula GTP.



(A)

né za svalovy stah a za rozsahlé pohyby bunék. Motorové proteiny
také pohdnéji mensi intraceluldarni pohyby: poméhaji pohybovat
chromosomy k opa¢nym konciim bunky béhem mitozy (Kapitola
17), posouvaji organely po molekuldrnich ,kolejich® uvnitr burky
(Kapitola 16) a pohybuji enzymy podél vlakna DNA béhem syntézy
nové molekuly DNA (Kapitola 6). Pochopeni funkce téchto proteinti
jako molekul s pohyblivymi ¢dstmi je proto nezbytné pro porozumeé-
ni molekularnimu zéakladu chovani bunék.

Jak se konformacnich zmén proteinti vyuziva k vytvareni pravi-
delnych pohybti v buice? Pokud napfiklad od proteinu pozZadujeme,
aby se pohyboval podél tuzkého vldkna, jakym je tfeba molekula
DNA, protein se tohoto tikolu mtiZe zhostit pomoci fady konformac-
nich zmén, jak ndm ukazuje obrazek 5-39. Pokud vsak tyto zmény nic
nenuti probihat v pravidelném poradi, jsou dokonale vratné a prote-
in se ndhodné potuluje podél vldkna tam a zpét. Protoze pri pohybu
urcitym smérem kona protein préaci, je podle zdkont termodynami-
ky (viz Kapitolu 3) nutné vyuZit k tomuto pohybu volnou energii
z néjakého jiného zdroje (jinak by bylo mozné protein pouzivat jako
perpetuum mobile — stroj vééného pohybu). Proto bez vnéjsiho zdro-
je energie muze protein vykonavat jen nadhodné pohyby.

Jak se tedy daji konformaéni zmény pfimét k pribéhu jen v jed-
nom sméru? K zajisténi jednosmérného prabéhu celého cyklu staci
provadét alespon jednu konformaéni zménu nevratnym zptisobem.
U vétSiny proteint, které jsou schopny jednosmeérné ,chtize” na
dlouhé vzdalenosti, se toho dosahuje spfazenim jedné z konformac-
nich zmén s hydrolyzou molekuly ATP vdzané na protein. Tento
mechanismus se podobd pravé probranému déji, pfi kterém jsou
allosterické prostorové zmény fizeny hydrolyzou GTP. ProtoZe se pfi
hydrolyze ATP (nebo GTP) uvolfiuje velké mnozstvi volné energie, je

Jak proteiny pracuji

vazebné dasida

misto -\~ ! 1
tRNA =

[ | Sroubovice
doména ! f
2 A :
I / doména
3
hydrolyza GTP ¢
uvolnéni & y
tRNA | 2
\ i ) 5 .'II
\ : ) .:P /
! : \ navazany
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Velkd konformacéni zména je
odpovédi na hydrolyzu nukleotidi. (A)
Elongacni faktor EF-Tu. (B) Hydrolyza
navazaného GTP v EF-Tu vyvola jen
nepatrnou zménu polohy aminokyselin ve
vazebném misté pro nukleotidy (posun jen
o nékolik primeért vodikového atomu).
Tato mald zména je vSak zvétSena
konformaénimi zménami uvniti proteinu
a vede k mnohem vétsimu pohybu.
Hydrolyza GTP uvolni intramolekuldrni
vazbu jako ,zdpadka" (éervené Cdrky
v hornim diagramu). To umoZni doménam
2 a 3 volné otdcent a rotaci pfiblizné o 90°
smérem k Ctendfi, V¥sledkem je velkd
zména tvaru, kterd umoZni uvolnit tRNA,
kterou protein pevné drzel, a pokracovat
v syntéze proteinu na ribosomu.
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Allostericky ,kracejici” protein. Ackoli mu jeho tfi rizné
konformace umoznuji ndhodny pohyb po vlidkné, ke kterému je
poutdn, nemtiZe se tento protein pohybovat spofddané jednim
smerem.

velmi nepravdépodobné, Ze by protein s navdzanym nukleotidem
podstoupil opa¢nou konformac¢ni zménu nutnou pro pohyb zpét,
nebot by k tomu potfeboval také obratit smér hydrolyzy ATP a zajis-
tit jeho tvorbu z molekul fosfatu a ADP.

Ve znaéné zjednoduseném modelu na obrazku 5-40 se motorovy
protein pfi navdzani prepne z konformace 1 do konformace 2.
Navazany ATP je potom hydrolyzovéan za vzniku ADP a anorganickeé-
ho fosfatu (P), coz vyvold zménu z konformace 2 na konformaci 3.
Nakonec uvolnéni navazanych molekul ADP a P, vrati protein zpét do
konformace 1. ProtoZe pfechod 2—3 je pohanén energii uvolnénou
pfi hydrolyze ATP, je tento sled konformac¢nich zmén prakticky
nevratny. Cely cyklus tedy bude probihat jen v jednom sméru, a tak
piiméje molekulu proteinu v nasem piikladu k plynulé ,,chtzi“ smé-
rem doprava. Timto obecnym zptisobem vytvafi smérovy pohyb
mnoho motorovych proteint véetné svalového proteinu myosinu,
ktery ,bézi“ podél aktinovych filament, aby tak generoval svalovy stah
(Kapitola 16), a kinesinu - proteinu, ktery se podili na pohybu chro-
mosomiti pfi mitoze (Kapitola 17). Takové pohyby mohou byt zna¢né
rychlé: nékteré z motorovych proteinti zahrnutych v replikaci DNA se
pohybuji podél vldkna DNA rychlosti az 1000 nukleotidti za sekundu.

Proteiny Casto vytvareji velké komplexy, které funguji jako
proteinové stroje

Jak pokracujeme od malych proteinti tvofenych jedinou doménou
k velkym proteintim sloZzenym z mnoha podjednotek, jsou funkce
velké proteinové ttvary slozené z mnoha proteinovych molekul.
Nyni, kdyZ je mozné rekonstruovat biologické déje v bezbunétném
prostiedi v laboratofi, je jasné, Ze kazdy ustfedni déj v buiice, jako
napf. replikace DNA, syntéza proteinti, puceni vackti ¢i signalizace
pfes membranu, je katalyzovdn vysoce uspofddanou soustavou
deseti ¢i vice vzdjemné spojenych proteinti. V takovych proteinovych
strojich pohani hydrolyza vazanych nukleosidtrifosfati (ATP nebo
GTP) uspofadany sled konformacnich zmén v nékterych z jednotli-
vych proteinovych podjednotek, a tak umozZnuje souboru proteint
koordinovany pohyb. Timto zptisobem mohou byt enzymy dopravo-
vany pfimo do mist, kde jsou zapotfebi k provedeni dalsi ze sledu
reakci. Pfikladem je syntéza proteinu na ribosomu (Kapitola 7) nebo
replikace DNA, kde se velky multiproteinovy komplex rychle pohy-
buje podél DNA. Jednoduchd mechanicka analogie je znazornéna na
obrazku 5-41.

Allostericky motorovy protein. Pravidelné pfechazeni od
jedné konformace ke druhé a potom ke tieti je pohdnéno hydrolyzou
navdzané molekuly ATP. ProtoZe je jeden z téchto pfechodt spfazen
s hydrolyzou ATP, je cely cyklus ve své podstaté nevratny. Opakovanim
cyklu se protein stdle pohybuje po vlaknu smérem doprava.
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»Proteinovy stroj“. Proteinové agregaty mezi svymi
podjednotkami ¢asto obsahuji jednu nebo vice proteinovych molekul,
které jsou schopny uspofadanych pohyb, pficemz jsou pohénény
energeticky vwhodnou zménou, ke které dochdzi na vazaném
nukleotidu (viz obrizek 5-38). Proteinové pohyby tohoto druhu jsou
pro butiku zvlasté uziteéné, pokud k nim dochézi ve velkych
proteinovych agregédtech, ve kterych mohou byt éinnosti nékolika
riiznych proteinovych molekul takovymi pohyby koordinovany, jak to
vidime na obrazku.

Buriky vyvinuly proteinové stroje ze stejného divodu, z jakého
lidé vyvinuli mechanické a elektronické stroje: aby zastaly témeér kaz-
dou préci. Ukony, které jsou prostorové a ¢asoveé sladény v propoje-
nych déjich, jsou mnohem G¢innéjsi, nez pfi pouhém pouzivani jed-
noho nastroje za druhym.

Vysvétlete, pro¢ maji enzymy
na obrazku velkou vyhodu v tom, Ze na
otevfeni trezoru pracuji spoleé¢né, misto
aby jeden za druhym kaZdy proved| svij dil
préce.

7ivé bunky obsahuji nesmirné rozmanity soubor
proteinovych molekul, z nichz kazda je tvofena line-
arnim fetézcem vzdjemné spojenych aminokyselin.

Kazdy typ proteinu ma jedine¢né pofadi aminoky-
selin, které urcuje jeho trojrozmérnou strukturu
a biologickou aktivitu.

Svinuté struktura proteinu je stabilizovana nekova-
lentnimi interakcemi mezi rtiznymi ¢astmi poly-
peptidového fetézce.

Vodikové vazby mezi sousednimi oblastmi poly-
peptidové kostry mohou dat vznik pravidelnym
strukturnim typum, jako jsou o-Sroubovice a

B-listy.
Strukturu mnoha proteinti Ize dale délit na malé

globularni oblasti s kompaktni trojrozmérnou
strukturou, znamé jako proteinové domény.

Biologickd funkce proteinu zavisi na detailnich
chemickych vlastnostech jeho povrchu a na zptiso-
bu jeho vazby k jinym molekuldm zvanym ligandy.

Enzymy jsou proteiny, které se nejprve pevné
vazou k jinym molekuldm, zvanym substraty,
a poté katalyzuji vytvareni ¢i Stépenf kovalentnich
vazeb v téchto molekulach.

Zakladni shrnuti

V aktivnim misté enzymu zaujimaji postranni
fetézce aminokyselin sloZeného proteinu pres-
nou polohu, takZe mohou podpofit vznik vyso-
koenergetického prfechodného stavu, do které-
ho se musi substraty dostat, aby mohly reago-
vat.

Trojrozmérna struktura mnoha proteinti se
vyvinula tak, Ze navdzdni malé molekuly mtiZe
vyvolat viznamnou zmeénu ve tvaru proteinu.

Mnohé enzymy jsou allosterické proteiny, které
mohou existovat ve dvou konformacich liicich
se svou katalytickou aktivitou. Takové enzymy
mohou byt ,zapnuty“ nebo ,vypnuty“ naviza-
nim ligandu, ktery se vaZe k urcitym regulacnim
mistiim a stabilizuje tak aktivni nebo neaktivni
konformaci.

Aktivita vétdiny enzymu v buiice je prisné regu-
lovana. Jednim z nejbéznéjsich zptisobti regula-
ce je inhibice zpétnou vazbou, pfi které je
enzym v metabolické drdze inhibovdn vazbou
k nékterému z kone¢nych produktti této drahy.

Mnoho tisic proteinti v typické eukaryontni burice
je regulovano bud' v cyklu fosforylace a defosfory-
lace nebo navdzdnim a hydrolyzou GTP s pomoci
partnerského proteinu vazajictho GTP.
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Zivot zavisi na schopnosti bunék uchovavat, tfidit a pfekladat
genetickou informaci, kterd je potfebnd k vytvoreni a udrZeni zZive-
ho organismu. Pfi buné¢ném déleni prechazi tato dédicnd informa-
ce z matefské buiikky do dcefiné a u organisml je pfenaSena
z generace na generaci pohlavnimi bunkami (gametami). Tato
informace je uloZena v kazdé zivé buiice v podobé genti — zaklad-
nich jednotek, které urcuji vlastnosti jak jednotlivce, tak celého
druhu.

Od pocatku dvacétého stoleti, kdy vznikla genetika jako véda, se
védci ptaji, z jakého materidlu jsou geny vytvofeny. V priibéhu Zivo-
ta organismu je genetickd informace milionkrat kopirovana a pfe-
néadena z bunky do buriky bez zasadnich zmén. Co by to mohlo byt
za molekulu, kterd by byla schopna takového presného a témer
neomezeného kopirovéani a zaroven by mohla fidit vyvoj organismu
i kazdodenni zivot bunky? Jaky druh instrukei genetickd informace
obsahuje? Jak jsou tyto instrukce fyzicky organizovany, Ze tak obrov-
ské mnozstvi informaci potfebnych pro vyvoj a udrzeni i téch nej-
jednodussich organismt mitZe byt uloZzeno i v tak malém prostoru
buriky?

Nékteré z téchto otazek byly zodpovézeny ve ctyficatych letech
tohoto stoleti, kdy bylo ze studii na jednoduchych houbéch odvo-
zeno, Ze genetickd informace obsahuje instrukce prevazne pro tvor-
bu proteinti. Proteiny jsou makromolekuly, které provadéji vétsinu
bunéénych funkci: slouzi jako stavebni kameny bunécnych struktur
(Kapitola 5); mohou fungovat jako enzymy, které katalyzuji bunéc-
né chemické reakce (Kapitola 3); reguluji genovou expresi (Kapitola
8); umoznuji bunéény pohyb (Kapitola 16) a vzdjemnou komunika-
ci (Kapitola 15). Vlastnosti a funkce bunék jsou tedy pfevazné urco-
vany proteiny. Pokud se ohlédneme zpét, je tézké si predstavit, jaké
dalsi instrukce by mohly byt v genetické informaci zakédovany.
Dal$im vyznamnym pokrokem uéinénym ve ¢Ctyficatych letech byla
identifikace pravdépodobného nosice genetické informace

STRUKTURA A FUNKCE DNA

* Geny jsou tvofeny DNA

« DNA je sloZena ze dvou
komplementérnich fetézel nukleotidii

» Struktura DNA umozZiiuje zachovani
dédic¢nosti

PLIKACE DNA

- Syntéza DNA zagind v replikaénich
pocitcich

- K syntéze DNA dochdzi v replikaénich
vidlickdch

- Replikac¢ni vidlicka je asymetricka

- DNA-polymerdza opravuje své chyby

* Oligoribonukleotidy jsou pouZiviny jako
primery pro syntézu DNA

« Proteiny v replikac¢ni vidli¢ku tvoif repli-
kaéni aparat

Zmény v DNA jsou pfi¢inou mutaci

* Systém opravy chybného parovani bazi
napravuje chyby, které unikly replikac-
nimu apardtu

* DNA v burikdch podléha kontinudlnimu
poskozovani

 Stabilita gent je zdvisla na reparaci DNA

* Diky vysoké presnosti, s jakou je DNA
uchovivina, maji blizce pfibuzné
druhy proteiny s velmi podobnymi
sekvencemi
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- deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Ale mechanismus, jimZ je
dédicna informace kopirovana pro pfenos z burky do bunky, a jak
mohou byt proteiny uréeny instrukcemi v DNA, z{istal tajemstvim
az do roku 1953, kdy James Watson a Francis Crick uréili strukturu
DNA. Struktura okamzité vyfesila problém, jak je DNA kopirovdna
neboli replikovdna, a poskytla prvni voditko k pochopeni toho, jak
molekula DNA mtiZze kodovat instrukce pro tvorbu proteinil. V této
kapitole se zaméfime na otdzku, jak struktura DNA umoziiuje vér-
nou replikaci a uchovéni genetickych instrukci, a kratce si vysvétli-
me, jak DNA kéduje informaci pro specifické proteiny. Detaily toho-
to genetického kodu a funkce transla¢niho apardatu budou probrany
v nésledujici kapitole.

Mnozstvi informaci uloZenych v bunéc¢né DNA je obrovské.
Uvidime, Ze kazdda bunka obsahuje kromé apardtu pro pfesné kopi-
rovani této informace také specializované enzymy pro opravu
poskozené DNA. PrestoZe existuji mechanismy, které ochranuji
genetické instrukce prfed chybami pfi kopirovdni a nahodnymi
poSkozenimi, mohou se v DNA objevit trvalé zmény neboli muta-
ce. PrileZitostné mohou mutace dany organismus i zvyhodnit:
napiiklad mohou udélit bakteriim odolnost vii¢i antibiotiktim, ke
kterym byly drive citlivé. Akumulace zmén v DNA po miliony let
vyustila v rozmanitost genetického materialu, ktera vedla k vza-
jemnému odliSeni druhti.To umoznilo vznik mensich odlisnosti
mezi jednotlivci stejného druhu, coz mGzZeme vidét u lidi i jinych
Zivocichii (obr. 6-1). VEtSina mutaci je vSak skodliv4; u lidi jsou zod-
povédné za stovky vrozenych chorob. Mutace, které se objevuji v
télnich burikdch v priibéhu Zivota, mohou zptisobit rtizné choroby,
hlavné mnoho typti rakoviny. Je otdzkou, zda by bez bunécénych
systémtl, které neustale hlidaji a opravuji poSkozenou DNA, mohl
Zivot viibec existovat.

Na pocatku dvacatého stoleti bylo zjisténo, Ze geny se nachéze-
ji na chromosomech — nitkovitych ttvarech v jadfe eukaryontni
bunky, které je moZno pozorovat na pocatku bunééného déleni
(obr. 6-2). Biochemické analyzy pozdéji prokazaly, Ze se chromoso-
my skladaji z DNA a proteinti. ProtoZe byla DNA povaZovdna za
chemicky relativné jednoduchou molekulu, pfedpokladalo se, Ze
jsou geny tvofeny proteiny, které vykazuji mnohem vétsi chemic-
kou rozmanitost. Role proteintt v rdmci chromosom® bude
podrobné probrdna v Kapitole 8. Nyni si ukdZeme, Zze navzdory
chemické jednoduchosti je DNA idedlni materiél pro tvorbu genfi.
Geny kazdé buriky na Zemi jsou tvofeny DNA a experimenty zkou-
majici vztah mezi DNA a geny byly provadény na velkém mnozstvi
organismu.

Geny jsou tvoreny DNA

Prvni dikazy, Ze geny jsou tvofeny DNA, pochézeji z roku 1944,
kdy bylo prokdzano, Ze pfidani purifikované DNA k bakteriim
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Rodinn4 fotografie ilustrujici
pfenos genetické informace z jedné
genereace na druhou. VSechny tfi déti se
podobaji sobé navzdjem i svym rodic¢iim
mnohem vice neZ jinym lidem, protoze
zdédily své geny od svych rodi¢ii. Kocka
se vmnoha znacich podobd ¢lovéku, ale
béhem milionii let evoluce, kdy dolo
k oddéleni obou druhti, se nahromadily
u obou genetické zmény, které z nich
ucinily druhy zcela odlisné. Kufe je jesté

mnohem vzdalenéjsi druh.



muiZe zmeénit jejich vlastnosti a Ze tyto vlastnosti jsou pfedavany na
dalsi generace (obr. 6-3). Skutecnost, Ze DNA je geneticky material,
je dnes naprosto samoziejmd, a tak je tézké si pfedstavit, jaké dsili
bylo zapotiebi k tomuto poznéni.

DNA je sloZena ze dvou komplementarnich
fetézcti nukleotidi

Ve Ctyficatych letech biologové povazovali DNA za geneticky
materidl jen s velkymi vyhradami kvtili jeji chemické jednoduchos-
ti. Podle nich byla DNA jednoduse dlouhy polymer slozeny pouze
ze CtyT typl podjednotek, které jsou si navzdjem velmi podobné. Na
pocatku padesatych let byla DNA poprvé podrobena analyze rent-
genovymi paprsky - technice schopné urcit trojrozmérnou atomo-
vou strukturu molekuly (viz panel 5-5, str. 162-163). Vysledky prv-
nich analyz ukézaly, Ze DNA je tvofena dvéma vlakny sto¢enymi do
Sroubovice. Rozpoznani dvouvlaknové struktury meélo zasadni
vyznam pro sestaveni strukturniho modelu DNA v roce 1953. Po
jeho navrzeni Watsonem a Crickem utichly pochyby o schopnosti
DNA kédovat genetickou informaci a replikovat se.

Molekula DNA se sklddé ze dvou dlouhych polynukleotidovych
vlaken sloZenych ze ctyf typt nukleotidovych podjednotek. Obé
tato vldkna jsou nazyvana retézce DNA nebo vidkna DNA a jsou vza-
jemné spojena vodikovymi miistky (viz panel 2-7, str. 70-71) mezi
bazemi nukleotidti (obr. 6-4). Nukleotidy jsou tvoreny pétiuhliko-
vym sacharidem, na néjz jsou navazany dusikatd bédze a jedna

(A) {B)

hladka patogenni bakterie

zpusobujici zapal plic Buftky kmene S

& %e®

frakcionace bezbunééného
extraktu na rizné tiidy
molekul

Kmen S
l NAHODNA MUTACE

drsna nepatogenni
ERanl mutantni bakterie

S ¢® | | ! l 1

RNA protein DNA lipid sacharid

Zivé burfiky kmene R vyrostle

v pfitomnosti teplotou zabitych | I | | |
bunék kmene S nebo

v pfitomnosti bezbunééného molekuly zkoumané na schopnost transformace na R-bunky

extraktu z bunék kmene S
TRANSFORMACE

* 3 bunky kmene R jsou o o o o
transformovany na bunky

kmene S, jejichZ potomstvo o o m o o
je patogenni a zplsobuje

kmen kmen kmen kmen kmen
zapal plic R

kmen S R R R R

Zaver: Molekula nesouci
dédiénou informaci je DNA.

Zavér: Molekuly nesouci dédiénou
informaci jsou pfitomny
v bufikdch kmene S.

Struktura a funkce DNA

délici se bunka

DNA v burikach. Horni panel
ukazuje dvé sousedni rostlinné bufiky ve
svételném mikroskopu. DNA byla
obarvena fluorescenéni barvou (DAPI),
ktera se na ni specificky vaze. DNA je
uspofaddna v chromosomech, které se ve
svételném mikroskopu stdvaji viditelnymi
jako jednotlivé struktury pouze na zacatku
bunééného déleni, kdy dochdzi k jejich
kondenzaci (vlevo). Nedélici se burika
vpravo obsahuje stejné chromosomy, ale
ty nemohou byt rozliSeny diky fazi
bunééného cyklu, ve kterém se buiika
nachadzi, protoZze jejich struktura je
mnohem vice rozvolnénd. Obé fotografie
jsou schematicky piekresleny na spodnim
panelu,

DNA je geneticky materil -
experimentalni diikaz. Dva blizce
pribuzné kmeny bakterie Streptococcus
preumoniae se pfi pozorovani
v mikroskopu navzdjem lisi vzhledem
a svou patogenitou: kmen s hladkym
povrchem (§) zptlisobuje mysim po injekei
smrt, druhy kmen s drsnym povrchem (R)
letdlni neni. Experiment A ukazuje, Ze cosi
zkmene § je schopné zménit (nebo
transformovat) R~kmen na S-kmen a Ze
tato zmeéna je pfendsena na dalsi
generace. V experimentu B bylo uréeno,
ktera slozka bakterif je za to zodpovédna.
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pary bazi vazanych
vodikovymi mustky

nebo vice fosfatovych skupin (viz Kapitola 2, panel 2-6, str. 66-67).
V pfipadé nukleotiddi v DNA je onim sacharidem deoxyribosa
s jednou navazanou fosfatovou skupinou (proto je nazyvana deo-
xyribonukleovou kyselinou) a bazi mtize byt adenin (A), cytosin (C),
guanin (G) nebo thymin (T). Nukleotidy jsou spojeny v fetézec
kovalentnimi vazbami mezi sacharidy a fosfaty, které tak tvofi, kost-
ru” ze dvou stfidajicich se ¢asti — cukr-fosfat-cukr-fosfat... (obr. 6-4).
ProtoZe se podjednotky DNA lisi pouze bazemi, mtiZeme si poly-
nukleotidovy fetézec predstavit jako ndhrdelnik ze ¢tyf druhti koral-
ki (Ctyf bazi A, C, G a T). TytéZ symboly (A, C, G a T) jsou obvykle
pouzivany k zaznamendavani ¢tyf rtiznych nukleotidti — bazi
s navazanym sacharidem a fosfatovou skupinou.

Zpusob, jakym jsou nukleotidy spojeny, davé fetézci DNA polari-
tu. Pokud si pfedstavime na kazdém nukleotidu vy¢nélek misto fos-
fatu, a jamku, do které vycnélek zapadd, misto cukru (viz obr. 6-4),
mohou se nukleotidy spojovat jen jednim, a to orientovanym zptiso-
bem. Navic jsou oba konce fetézce snadno odlisitelné, nebot na jed-
nom konci je vy¢nélek a na druhém jamka. Diky této polarité fetézce
DNA je konvenc¢né jeden konec oznacovan jako 3’ (kon¢i -OH skupi-
nou sacharidu) a druhy jako 5’ (kon¢i fosfatovou skupinou).
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Obrazek 6-1 DNA a jeji stavebni
podjednotky. DNA je tvofena ¢tyfmi typy
nukleotidd, které jsou kovalentné spojeny
v polynukleotidovém fetézcis cukr-
fosfatovou péatefi, ze které vy&nivaji
jednotlivé baze adenin, thymin, cytosin
a guanin. Molekulu DNA tvoii dva
polynukleotidové fetézce, které jsou
navzdjem spojeny vodikovymi mustky
mezi pary bézi. Sipky na fetézcich DNA
oznacuji jejich polaritu, obé vldkna jsou
viici sobé antiparalelni. Vlevo dole je
schematicky nakreslena DNA jako dvé
rovna vlakna, vpravo dole je v podobé
dvojsroubovice (pFirozena konformace).
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Oba polynukleotidové fetézce jsou v dvojsroubovici DNA drze-
ny pohromadé vodikovymi mtstky mezi bazemi rtznych fetézct.
VSechny baze se proto musi nachéazet uvniti dvojsroubovice s cukr-
fosfatovou péteii vné (obr. 6-4). Baze se vSak nepéruji nahodné:
adenin se vdzZe s thyminem a guanin s cytosinem (obr. 6-5).
V obou piipadech se vétsi bicyklickd bdze (purin, viz Kapitola 2)
paruje s monocyklickou (pyrimidin). Toto komplementdrni pdro-
vdni bdzi umozZnuje param bazi zaujmout energeticky nejvyhod-
néjsi konformaci v ramci dvojSroubovice. V tomto uspofadani
maji oba pary bazi podobnou §ifku, kterd umoznuje udrZeni stabil-
ni vzdalenosti cukr-fosfatové kostry obou fetézcti podél celé délky

0,34 nm
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Zlabek

velky
Zlabek
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v
O= F:—O (@] fosfodiesterova

vazba

vodikovy mastek
5' -konec 3' -konec

(A) (B}

Struktura a funkce DNA

Komplementéarni pary bézi
ve dvouSroubovici DNA. Tvar a chemicka
struktura bazi umoZiuji efektivni tvorbu
vodikovych miistkti pouze mezi A-T a G-C,
kde se atomy schopné tvofit vodikové
mistky (viz panel 2-1, sir. 46-47) dostanou
blizko sebe bez naruseni struktury
dvousroubovice. Mezi A a T vznikaji dva
vodikové mistky, mezi guaninem
a cytosinem tfi. Bize se mohou pérovat jen
v pripadé, Ze jsou oba fetézce vii¢i sobé
antiparalelni.

Dvojsroubovice DNA. (A)
Prostorovy model jeden a ptl otdcky
dvojsroubovice DNA. Obto&eni dvou
fetézcili kolem sebe vytvéii na
dvojsroubovici dva Zldbky. Jak je oznaceno
na obrazku, SirsSimu se fikd vétsi nebo
vnéjsi zlabek, uzsimu pak mensi nebo
vnitini zlabek. (B) Kratky tsek
dvojsroubovice pfi pohledu ze strany. Jsou
zde nakresleny ¢tyfi pary nukleotidd.
Nukleotidy jsou spojeny navzdjem
fosfodiesterovymi vazbami mezi 3'-
hydroxylovou skupinou (-OH) jednoho
sacharidu a 5'-fosfatovou skupinou (-P)
druhého sacharidu. Proto ma kazdy
polynukleotidovy fetézec chemickou
polaritu, to znamend, Ze oba konce vldkna
jsou chemicky odlisné. Na 3'-konci je
volnd skupina -OH na uhliku 3
v sacharidové kostie; na 5'-konci je volna
fosfatova skupina pfipojend na 5'-uhlik
sacharidu.
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molekuly DNA. Navic se obé cukr-fosfatové kostry navzdjem obta-
Ceji kolem sebe a tvoii jiz zminénou dvojsroubovici (obr. 6-6).

Obé baze se mohou spolu pdrovat ve dvojsroubovici jen
v pfipadg, Ze jsou oba fetézce vii¢i sobé antiparalelni, to znamens4,
Ze polarita jednoho fetézce je opacna k polarité druhého fetézce
DNA (viz obr. 6-4). Z parovani bazi vyplyvd, Ze prvni fetézec DNA
molekuly obsahuje sekvenci nukleotidd, kterd je pfesné komple-
mentéarni k nukleotidové sekvenci druhého, partnerského fetézce.
To ma zakladni vyznam pro kopirovani DNA, jak si ukdazeme
v nasledujici ¢asti této kapitoly (str. 189-198).

Struktura DNA umoziuje zachovani dédi¢nosti

Geny jsou nositeli biologické informace, ktera je velice pfesné
pfeddvana z generace na generaci béhem bunééného déleni. Proto
bylo nutné uvazovat o tom, jak mtiZe byt informace specifikujici
dany organismus zakddovédna v chemické struktufe a jak mtize byt
presné kopirovana. Popsani struktury DNA bylo pfelomem v biolo-
gii dvacatého stoleti, nebot vyfesilo oba tyto problémy na moleku-
larni Grovni. Nejprve se pokusime odpovédét na prvni otazku - jak
je genetickd informace zapsdna ve struktufe DNA.

Informace kédovana ve struktufe DNA je dana pofadim
(sekvenci) nukleotidti v fetézci. Kazda baze - A, C, G, a T - miiZe byt
povazovéna za jedno pismeno ¢tyipismenné abecedy, ktera je pou-
zivana k zapséni biologické informace do struktury DNA (obr. 6-7).
Organismy se navzijem lisi sekvencemi nukleotidi, a tim i biolo-
gickou informaci. Ale jak je nukleotidova abeceda pouZivana
k zapsaniinformace a jak je tato informace ¢tena?

Jiz pfed objevenim struktury DNA bylo zndmo, Ze geny obsahu-
ji instrukce pro tvorbu proteint (obr. 6-8). DNA musi tedy néjakym
zplsobem proteiny kédovat. Toto poznani vedlo ke snadné&j§imu
porozumeni tohoto problému diky chemickym vlastnostem protei-
nt. Vlastnosti bilkovin, které jsou zodpovédné za jejich biologickou
funkci, jsou totiz dény jejich trojrozmérnou strukturou, ktera
vychdzi z jejich aminokyselinové sekvence (viz Kapitola 5).
Linearni sekvence nukleotidtt v DNA musi byt tedy prekldddna
néjakym zplisobem do linedrni sekvence aminokyselin v proteinu.
Objeveni vztahu mezi ¢tyfpismennou nukleotidovou abecedou
DNA a jednadvacetipismennou aminokyselinovou abecedou bilko-

(A} molekulédrni biologie je...

(C] oo sommmss o0 mmomm—- o

0 Lz 4 vy ¥ Fodm

(E) TTCGAGCGACCTAACCTATAG

Priklady linedrnich zprav.
Shora dolt jsou informace zapsény
cesky, notovym zapisem, Morseovou
abecedou, ¢insky a nukleotidovou
sekvenci DNA.
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Nukleotidova sekvence jednoho
fetézce je 5'-GGATTTTTGTCCACA-
ATCA-3'. Jaka je sekvence komple-
mentarniho fetézce?

Genom uréité bakterie obsahuje
13 % adeninu. Jaky je procentualni
obsah zbylych nukleotida?

Kolik moZnych nukleotidovych
sekvenci |ze sestavit pro N-nukleo-
tidt dlouhou molekulu, jestlize je
(a) jednofetézcova nebo (b) dvou-
fetézcova?

Predpokladejte, ze mate metodu,
kterou miuiZzete nastépit DNA ve
specifické sekvenci. Jak dlouha
{v primeéru) musi byt tato rozpo-
znavana sekvence, aby byl bakteri-
alni genom o velikosti 3x10% nuk-
leotidovych part rozstépen pravé
jednou? Jak se bude odpovéd lisit
pro Zivoéisny genom o délce 3x10°
nukleotidovych pari?

gen A gen B gen C
dvou-
fetézcova
DNA
pfenos informace
E==5 | [

protein A protein B protein C

KaZdy gen obsahuje

informaci pro tvorbu proteinu.



Nukleotidov4 sekvence lidského genu pro B-globin.
Tento gen nese informaci pro aminokyselinovou sekvenci jedné ze
dvou podjednotek hemoglobinové molekuly, kterd je pfenasecem
kysliku v krvi. Odlisny gen pro B-globin nese informaci pro druhy
typ podjednotky (celkové se molekula hemoglobinu skldda ze ¢tyt
podjednotek, po dvou od kazdého typu). Je zde zapsan pouze jeden
ze dvou fetézctt DNA genu pro B-globin, druhy je k nému pfesné
komplementarni. Sekvence je ¢tena zleva doprava a od shora dol.
Barevné oznacené tseky DNA zndzornuji tfi sekvence, které jsou
piekladany do aminokyselinové sekvence p-globinu. V Kapitole 7 si
ukaZeme, jak jsou tyto tii sekvence v burice spojeny, tak aby mohly
dat vznik celému B-globinu.

vin trvalo vice nez deset let od navrzeni dvojsroubovicové struktury
DNA. Jaky mechanismus buriky pouZivaji pro pfeklad nukleotidove
sekvence do aminokyselinové sekvence proteinu si vysvétlime
v Kapitole 7. Vétsina genti je tvofena pomérné kratkymi tseky DNA,
které koduji jednotlivé proteiny — pro preklad do proteinu je vyuzi-
vana jen men3i ¢ast genu, prevazujici nekédujici oblasti urcuji, kdy
a v jakém mnoZstvi bude dana bilkovina syntetizovana. Regulacni
oblasti a jak funguji, si popiSeme v Kapitole 8.

Kompletni geneticka informace organismu se nazyva genom
(tento termin je také pouzivan pro DNA, kterd tuto informaci obsa-
huje). Celkové mnozstvi DNA v bunce je ohromujici: typicka lidska
butika obsahuje DNA o délce pfiblizné jeden metr (3 x 10" nukleo-
tidt). Nukleotidova sekvence malého lidského genu, pokud ji zapi-
Seme ve Ctyfpismenné nukleotidové abecedé, zabird ¢tvrtinu stran-
ky (obr. 6-9), zatimco kompletni nukleotidovd sekvence lidského
genomu by zabrala vice nez 1 000 knih o stejné velikosti jako je tato.

Béhem déleni musi burika zkopirovat cely sviij genom, aby obé
dcefiné buriky nesly stejnou informaci: struktura DNA umoznuje
pomérné snadné vysvétleni, jak k jejimu kopirovani dochazi.

ProtoZe oba fetézce obsahuji sekvence nukleotidil, které jsou
navzajem piesné komplementarni, mohou obé vlakna slouzit jako
templat (matrice, pfedloha) pro syntézu nového komplementarni-
ho fetézce (obr. 6-10). Jinymi slovy, pokud si jeden fetézec oznacime
jako S adruhy jako S', mtizZe fetézec S slouzit jako templat pro syn-

DNA fetézec jako templdt. Pfednostni parovani mezi
nukleotidy (As TaGs C) dovoluje kazdému fetézci fungovat jako
templdt pro syntézu komplementérniho vldkna.

Replikace DNA

CCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCA
ATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAG
CCAGGECTGGGCATARAAGTCAGGGCAGAG
CCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACAC
AACTGTGTTCACTAGCAACTCAAACAGACA
CCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGT
CTGCCGTITACTGCCCTGTGEGGCARGGTGA
ACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGG
GCAGGTTCGTATCAAGGTTACARGACAGET
TTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTG
GAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATA
GGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTAT
TTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTAC
CCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTT
GGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGT TATG
GGCAACCCTAAGGTGRAGGCTCATGGCALG
AAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTG
GCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTT
GCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAG
CTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGEGTG
AGTCTATGGGACCCTTGATGTTTTCTTTCC
CCTTCTTTICTATGGTTAAGT TCATGTCAT
AGGAAGGGGAGAAGTAACAGGGTACAGTTT
AGAATGGGAAACAGACGAATGATTGCATCA
GTGTIGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTC
TTTTATTTGCTGTTCATAACAATTGTTTTC
TTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTT
CTTCTCCGCAATTTTTACTATTATACTTAA
TGCCTTAACATTGTGTATAACARAAGGAAA
TATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAAA
AAMAARCTTTACACAGTCTGCCTAGTACATT
ACTATTIGGAATATATGTGTGCTTATTIGE
ATATTCATAATCTCCCTACTTTATTTTCTT
TTATTTTTAAT TGATACATAATCATTATAC
ATATTTATGGGTTARAGTGTAARTGTTTTAA
TATGTGTACACATATTGACCARATCAGGGT
AATTTTGCATTTGTAATTTTARAAAATGCT
TTCTTCTTTTAATATACTTTTTTGTTTATC
TTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTC
TTTCAGGGCAATAATGATACAATGTATCAT
GCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATARCAG
TGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAAT
ATTTCTGCATATARATATTTCTGCATATAA
ATTGTAACTGATGTAARGAGGTTTCATATTG
CTAATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTC
TGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAAGGCTG
GATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTT
GCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCT
CCCACAGCTCCTGGGCARCGTGCTGETCTE
TGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAARGAATT
CACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAA
AGTIGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTGEE
CCACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCTTGE
TGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTT
CCCTAAGTCCAACTACTARACTCGGGGATA
TTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTG
CCTAATAAAAAACATTTATTT TCATTGCAA
TGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
ACTAAAAAGGGAATGTGGGAGGTCAGTGCA
TTTAARACATARAGAARTGATGAGCTGTTC
AAACCTTGGGAAAATACACTATATCTTAAR
CTCCATGAAAGAAGGTGAGGC TGCAACCAG
CTAATGCACATTGGCAACAGCCCCTGATGE
CTATGCCTTATTCATCCCTCAGAAAAGGAT
TCTTGTAGAGGC TTGATTTGCAGGT TARAG
TTTTGCTATGCTGTATTTTACATTACTTAT
TGTTTTAGCTGTCCTCATGAATGTCTTTTC
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tézu nového S'-vldkna, zatimco S’ jako templat pro nové vlakno
S (obr. 6-11). Proto mtiZe byt geneticka informace pfesné zkopiro-
vana jednoduchym procesem, pii kterém dochézi k oddéleni vla-
kenS aS’akazdé pak slouZi jako templat pro syntézu nového kom-
plementarniho fetézce, stejného jako jeho dfivéjsi partner.

Schopnost obou vldken fungovat jako templat pro syntézu kom-
plementarniho vlakna umoziuje bunce kopirovat neboli repliko-
vat své geny pred rozdélenim na dvé dcefiné buriky. Presto zde
vznika otazka, jak mize bunka zkopirovat miliardy parti nukleoti-
di pfed kaZdym rozdélenim. Kopirovani musi byt velice rychlé
a presné: béhem 8 hodin dokaze Zivoc¢isna burika zkopirovat cely
svilij genom priimérné s jednou ¢i dvéma chybami. Tuto praci pro-
vadi soubor proteinti, ktery dohromady vytvari replika¢ni aparat.
Replikace DNA dédva vznik dvéma novym dvojsroubovicim, které
pochdzeji z matefského helixu - obé jsou kromé vzacnych chyb
jejimi vérnymi kopiemi (obr. 6-11). ProtoZe oba matefské fetézce
slouZi jako templaty pro jedno nové vlakno, je kazda dcefina dvoj-
Sroubovice tvofena jednim ptivodnim a jednim nové vytvofenym
vldknem (obr. 6-12).

Syntéza DNA zacind v replika¢nich pocatcich

Dvojsroubovice DNA je za normdlnich podminek velice stabil-
ni, oba fetézce jsou pevné spojeny mnoha vodikovymi mistky mezi
bazemi (obr. 6-4). K oddéleni vldken dochdazi aZ pfii teploté kolem
100 °C, a to jen diky dodané dostate¢né vysoké tepelné energii.
Pokud ma vSak fetézec DNA fungovat jako templat, musi byt oba
fetézce oddéleny, aby se jejich nukleotidy mohly parovat
s nukleotidy pfipojovanymi do nového vlakna (obr. 6-10). Cely pro-
ces replikace zacinaji iniciaCni proteiny, které se vdZou na DNA
a rozvijeji jeji dvojsroubovicovou strukturu pferuovanim vodiko-
vych miistki (obr. 6-13). Ackoliv vodikové miistky udileji dvojsrou-
bovici vysokou stabilitu, energie jednoho mistku je velice mala
(Kapitola 2). Proto separace kratkého tseku DNA nevyZaduje velky
pfisun energie a mtize k ni dochazet za pomoci téchto iniciaénich
proteinti i za normalni teploty.

Mistim, kde je struktura dvojSroubovice DNA nejdfive naruse-
na, se fika replika¢ni pocatky (obr. 6-13) a jsou uréeny specialni
nukleotidovou sekvenci. V jednoduchych burkach, jako jsou bak-
terie nebo kvasinky, jsou tyto replikacni poc¢atky uréeny pfiblizné
100 pary bazi. Tato mista jsou tvofena specifickymi sekvencemi
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DNA jako templat pro
vlastni duplikaci. ProtoZe se kazdy adenin
efektivné paruje jen s thyminem a guanin
s cytosinem, muze kazdy fetézec urcovat
strukturu komplementédrniho vldkna
a dvojsroubovice mtiZe byt pfesné
zkopirovana.
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Replikace DNA. V kaZzdém
kole replikace jsou oba fetézce pouZity
jako templéty pro syntézu
komplementarniho vldkna. Pévodni
fetézec tedy zlistava neporuseny po
mnoho generaci. Replikace DNA je
»semikonzervativni”, protoZe kazda
dcefina dvojsroubovice je sloZena
z jednoho matefského a jednoho nové
nasyntetizovaného vldkna.



nukleotiddi, které jsou jednak rozpoznavany iniciaénimi proteiny
a navic zde snadno dochazi k oddéleni obou fetézct. Na obr. 6-5
jsme vidéli, Ze A se paruje s T dvéma vodikovymi miustky oproti
G-C—paéru, ktery je drzen pohromadé tfemi mustky. Proto se v rep-
lika¢nich pocatcich typicky vyskytuji sekvence s vysokym obsahem
adeninu a thyminu, které lze relativné snadno rozpojit.

Bakterialni genom, ktery je obvykle tvofen jednou kruhovou
molekulou o délce nékolika milioni bazi, ma jediny replikac¢ni
pocatek. Na rozdil od bakterii Ize v. mnohem vét§im lidském geno-
mu najit zhruba 10 000 takovychto pocatkt. Jejich velky pocet
umoznuje lidské bunce zreplikovat veskerou DNA béhem relativné
kratké doby.

Jakmile jsou inicia¢ni proteiny navazany na DNA a oteviou
dvojsroubovicovou strukturu, vazZe se na replikacni pocatek skupi-
na proteinti, které spolupracuji pfi syntéze nového vlakna DNA.
Funkci jednotlivych proteinti v tomto replika¢nim apardtu si struc-
né popiseme pozdéji.

K syntéze DNA dochazi v replikacnich vidlickach

Molekulu DNA lze pozorovat v elektronovém mikroskopu. Pro
zacatky replikace jsou typické ttvary ve tvaru Y (obr. 6-14), které se
nazyvaji replikacni vidlicky. V téchto replika¢nich vidlickach jsou
navazany proteiny replika¢cniho aparatu, které se pohybuji ve
sméru replikace a rozvijeji dvojsSroubovicovou strukturu za soucas-
né syntézy nového retézce. V jednom replikaénim pocitku se
vytvori dvé vidlicky, které se pohybuji smérem od sebe, a proto je
replikace bakteridlniho i eukaryontniho chromosomu nazyvina
obousmérnd. Vidlice se pohybuji velice rychle — zhruba 1 000 nuk-
leotidi za sekundu u bakterii a 100 nukleotidti za sekundu u cloveé-
ka. (Pozn. prekladatele: pohyb replikac¢nich vidlicek je tfeba chéapat

replikaéni vidlicky

/———— potatky replikace ————
*,
1 N
smér pohybu N
% vidiigek
\ -
i -— — .
A il e g 7/
2 \ o) 7
\____,_.___,_..----.._/r /
Yo ey P

Replikace DNA

dvou-
pocatek replikace fetézcova

5 DNA 3

pomoci iniciaénich
proteind

& / &
B — / 5'

jednoretézcové DNA-templaty
pfipravené pro syntézu DNA

| otevieni dvojsroubovice

b Rozvolnéni
dvojsroubovicové struktury v poéatku
replikace. Iniciaéni proteiny replikace
rozpozndavaji sekvenci specifickou pro
replika¢ni pocétky a lokdlné oddali oba
fetézce. Vzniklé jednofetézcové tseky
DNA mohou byt vyuzity jako templat pro
kopirovani DNA.

Replikaéni vidlicky se
pohybuji smérem od sebe, replikace
zac¢ind u eukaryontnich bunék na mnoha
mistech. Fotografie z elektronového
mikroskopu ukazujici replikaci DNA
v ¢asném embryu drosofily. Castice
viditelné podél DNA jsou nukleosomy,
struktury vyskytujici se v eukaryontnich
chromosomech. Kolem jejich
proteinového jadra je DNA nékolikrat
obtocena (podrobnéji si je popiseme
v Kapitole 8). Na obrazcich (1), (2) a (3)
jsou zachyceny tytéz useky DNA, jak se
mohou jevit v riznych stadiich replikace
na fotografii z elektronového mikroskopu.
Zluté édry oznatuji pivodni fetézce DNA,
cervené ¢dry pak nové nasyntetizovanou
DNA.
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jako relativni posun vidlicek vzhledem k DNA; existuje fada dtikazti, ze
replika¢ni komplexy mohou byt pevné viazany k jadernym strukturam.
Pri replikaci pak je DNA nejspiSe protahovédna témito komplexy, takZe
se ve skute¢nosti mtiZze pohybovat DNA vii¢i vidlickam.)

Nejdtlezitéjsim enzymem replika¢niho aparitu je DNA-poly-
meraza, kterd syntetizuje nové vldkno DNA podle ptivodniho fetéz-
ce. Tento enzym katalyzuje pfipojovani nukleotidti na 3’-konec ros-
touciho fetézce DNA, kdy je vytvarena fosfodiesterova vazba mezi
skupinou 3'-OH fetézce a 5'-fosfatovou skupinou pfiddvaného nuk-
leotidu (obr. 6-15). Nukleotidy vstupuji do reakce jako energeticky
bohaté nukleosidtrifosfaty a dodéavaji energii polymeraéni reakci.
Energie uvolnéna hydrolyzou jedné fosfodiesterové vazby v nukleo-
sidtrifosfatu je dostate¢nd pro kondenzacni reakci, pfi které se vaze
nukleotidovy monomer do nové syntetizovaného fetézce za soucas-
ného uvolnéni difosfatu (PP). DNA-polymeraza vyuziva hydrolyzou
uvolnénou energii k polymeracéni reakci. Difosfat je dale hydroly-
zovan na anorganické fosfaty (P), coz zarucuje naprostou nevrat-
nost polymeraéni reakce (viz obr. 3-35).
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Syntéza DNA. Priddni
nukleotidu na 3'-hydroxylovy konec
polynukleotidového fetézce je zakladni
reakci syntézy DNA, novy fetézec je proto
syntetizovan ve smeéru 5'—3", Parovani
bazi mezi volnym nukleotidem
anukleotidem v templatovém fetézci
zarucuje zafazeni spravného nukleotidu
do nové vznikajictho vldkna (viz obr. 6-10).
Pfidani nukleotidil do rostouciho
DNA fetézce katalyzuje enzym
DNA-polymerdza. Nukleotidy vstupuji
do reakce jako trifosfaty. Pferusenim
fosfoanhydridové vazby (oznacena
hvézdickou) v pfidavaném
nukleosidtrifosfatu se uvolni velké
mnoZstvi energie, kteréje vyuzito
pro polymeraéni reakci.

Podivejte se pozorné na foto-
grafii z elektronového mikroskopu na obr,
B6-14.

A. Podle méritka odhadnéte délku
fetézci DNA mezi replikaénimi
vidlickami. Oznacte si replikaéni
vidlicky zleva doprava cisly. Jak
dlouho bude trvat, neZ se spoji
vidlicka 4 a 5, respektive 7 a 8?7
Vzdalenost mezi bazemi v DNA je
0,34 nm, eukaryontni replikaéni
vidlicka se pohybuje rychlosti
okolo 100 nukleotidd za sekundu.
Pro tuto otdzku zanedbejte nukleo-
somovou strukturu viditelnou na
obr. 6-14 a povaZujte DNA za plné
rozvinutou.

B. Genom drosofily ma velikost pfi-
blizné 1,8x10° nukleotidovych
pari. Jaka éast z celkové DNA této
musky je na fotografii?



DNA-polymeraza se neoddéluje od DNA po kazdém pridani
nukleotidu, ale ztistdvd navazdna na DNA a béhem polymerace se
podél ni pohybuje. K DNA je pfipojena pomoci specidlniho protei-
nu, ktery si popiseme pozdéji.

Replika¢ni vidlicka je asymetricka

JelikoZ je DNA syntetizovana pouze ve smeéru 5 —3’, nastavd
v replika¢nividli¢ce urcity problém. Na obr. 6-4 jsme vidéli, Ze cukr-
fosfiatova kostra ddva obéma fetézcm ve dvojsSroubovici polaritu
a ze obé vlakna jsou navzajem v opacné orientaci. Diisledkem toho
je replikaéni vidlicka asymetricka — jeden novy retézec v replikacni
vidli¢ce je syntetizovan podle templatu ve sméru 3'—=5" a druhy
podle templatu ve sméru 5'—3’ (obr. 6-16). Oba fetézce vSak zdanli-
vé rostou smérem, jakym se pohybuje replika¢ni vidlice, a tak se zda,
ze prvni vldkno je syntetizovano ve sméru 5'—3" a druhé 3'—5".

DNA-polymeraza, jak jiz bylo feceno dfive, viak miize katalyzo-
vat riist fetézce DNA pouze v jednom sméru: piidédva nové podjed-
notky jen na jeho 3'-konec (viz obr. 6-15). To fesi syntézu nového
vldkna podle 3'=5" templatu, aviak ztstdvd problém kopirovani
podle 5 =3’ templétu, protoze neexistuje DNA-polymeraza, ktera
by dokazala prodluzovat 5'-konec DNA. V tomto sméru roste DNA
diskontinudlné, to znamenad, Ze jsou ve smeéru 5'—3' syntetizovany
kratké useky DNA, které jsou nésledné spojovany v kontinualni
fetézec (obr. 6-17). Vysledkem je pak dojem skokového riistu vlakna
ve sméru 3'—5’, pfestoZe je i toto vldkno syntetizovdno ve sméru
5'—3’. Retézec DNA, ktery je tvofen kontinudlné (ve sméru 5'—3'),
se nazyva vedouci fetézec; druhé vldkno, syntetizované diskontinu-
alné, se nazyva opozdujici se nebo vaznouci fetézec .

Ackoliv se replikac¢ni vidlice prokaryontnich a eukaryontnich
bunék v nékterych detailech 1isi, obé jsou tvofeny vedoucim
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Polarita DNA-fetézctli
v replikaéni vidlicce.

Asymetri¢nost replika¢ni
vidlicky. ProtoZe oba nové fetézce jsou
syntetizovany ve sméru 5'—3’, DNA
opozdujiciho se fetézce musi byt
syntetizovana jako série kratkych tsekt
DNA, které jsou pozdéji spojovany do
souvislého vldkna. Horni obrazek ukazuje
pohyb dvou replika¢nich vidlicek smérem
od sebe; dolni obrazek pak ukazuje tytéz
replikacni vidlicky o chvili pozdéji. DNA-
polymerdza musi na opozZdujicim se
vldakneé syntetizovat kratké Okazakiho
fragmenty ve sméru 5'—3" a po vytvofeni
fragmentu se posune v opacném smeéru
podle templatového fetézce, aby mohla
zadit syntetizovat dalsi Okazakiho
fragment.
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Korektorskd aktivita DNA-polymerdzy béhem
repllkace Jakmile je do nové vznikajiciho vldkna zaclenén nespravny
nukleotid, DNA-polymerdza ho odstrani a nahradi spravnym
nukleotidem. Teprve potom miiZe pokracovat v dal3i syntéze DNA.

a vaznoucim vldknem, a to diky existenci DNA-polymeras synteti-
zujicich DNA pouze ve sméru 5'—3'. Nejprve si popiSeme dalsi
obecné vlastnosti DNA-polymerdzy a pozdéji se vratime k syntéze
vaznouciho fetézce.

DNA-polymeraza opravuje své chyby

DNA-polymeraza je velice pfesné pracujici enzym, ktery udéla
priimérné jednu chybu na 107 zreplikovanych par(i bazi. Tento
pocet chyb je velice nizky oproti ocekavani zaloZeném na prostém
parovani bazi. Typicky se paruji A-T a G-C, ale mohou se parovat
napriklad i G-T a A-C, avsak tyto interakce jsou mnohem méné sta-
bilni. K atypickému pérovani dochéazi relativné ¢asto a pokud by
nebylo opravovdno, hromadily by se v bunce mutace, které by
mohly vést i k jeji smrti. Hromadné fixaci mutaci v genomu je
zabranéno opravnou funkei samotné DNA-polymerazy. DNA-poly-
meréza katalyzuje tedy nejen syntézu DNA, ale md i opravnou funk-
ci nazyvanou korektura (proofreading). Pfed pfiddnim nového
nukleotidu do fetézce DNA-polymeraza zkontroluje, zda se pred-
chazejici nukleotid spravné péaruje s nukleotidem v templatu.
Pokud ano, pridé dalsi nukleotid, pokud ne, DNA-polymeraza sama
odstrani nepdrujici se nukleotid rozstépenim fosfodiesterové vazby
a pfida jiny nukleotid (obr. 6-18). DNA-polymeraza ma tedy dvé
zakladni funkce: 5'—=3’ polymeraéni a 3'—5' nukledzovou aktivitu
(Stépici nukleové kyseliny).

Korektorska funkce DNA-polymerazy vysvétluje, pro¢ mtize byt
DNA syntetizovana jen ve sméru 5'—3'. Jak je ukdzédno na obr. 6-19,
hypotetickd DNA-polymeraza, kterd by uméla syntetizovat DNA ve
sméru 3'—5', by nemohla mit opravnou funkci — pokud by odstra-
nila nespravné sparovany nukleotid, vznikl by 5'-konec, ktery nelze
déale nastavovat. Pokud méa tedy DNA-polymeraza fungovat jako
samoopravujici se enzym, ktery odstraiiuje chyby udélané béhem
pohybu po DNA, miiZze mit jen 5'—3" polymerédzovou aktivitu.

Oligoribonukleotidy jsou pouZivany
jako primery pro syntézu DNA

Ukazali jsme si, Ze pfesnost replikace zdvisi na DNA-polymera-
ze, kterd pridava dalsi nukleotid aZ po kontrole spravného parovani
predchazejicich bazi. Protoze vS§ak DNA-polymeraza miize pripojit
novy nukleotid pouze ke sparovanym nukleotidiim ve dvojsroubo-
vici, nedokdZe zacit syntetizovat nové vlakno. Musi tedy existovat
jiny enzym, ktery by dokazal spojit dva volné nukleotidy a zacal tak
syntetizovat zcela nové vlakno podle jednofetézcové DNA. Tento
enzym viak netvori DNA, ale kratky tisek ji podobné nukleové kyse-
liny — RNA (ribonukleova kyselina). Tyto tiseky dlouhé pfiblizné
deset nukleotidti se parujis templiatovym fetézcem a poskytuji sviij

3’-konec jako zacatek pro DNA-polymerdzu. Slouzi tedy jako primer
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DNA-polymeraza

fetézec
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polymeraza pfipoji
nespravny nukleotid
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3 GRS CTISCHINCNONOIR GG 5

nespravné sparovany
nukleotid je odstranén
3 5'-opravou

5 3 4
gi HEHHHHHH
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spravné sparovany 3'-konec
dovoli pfipojeni dalsiho
nukleotidu
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syntéza pokratuje
ve sméru 5~ 3'

DNA-opravné enzymy prefe-
renéné opravuji nepéarujici se nukleotidy
Vv nové syntetizovaném rfetézci podle
puvodniho DNA-fetézce. Jestlize by byly
neparujici nukleotidy opravovany bez
ohledu na to, ve kterém vlakné se nacha-
zeji, snizovalo by to replikaéni chybu?
Vysvétlete svoji odpovéd.
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vstupu“u do reakce vstupujici do reakce
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neni k dispozici makroergni
vazba, ktera by se 5tépila

Makroergni vazba je rozitépena,
&imz se ziska energie
pro polymeraci

pro syntézu DNA a enzym, ktery ho tvofi, se nazyva primadza. Reté-
zec RNA je chemicky velice podobny jednovldknové DNA, je vSak
tvofen ribonukleotidy misto deoxyribonukleotidy, ve kterych je
sacharid deoxyribosa nahrazen ribosou. Dalsim rozdilem je zameé-
na thyminu uracilem (U) (viz panel 2-6, str. 55-67), ktery se také
muZe parovat s adeninem. RNA-primer je tedy syntetizovan podle
templédtu na zdkladé komplementarity bazi stejné jako DNA.

Pri syntéze vedouciho fetézce je tfeba pouze jeden RNA-primer;
jakmile v replika¢nim poc¢atku vznikne, DNA-polymeraza je schop-
na ho kontinuélné prodluzovat. Syntéza opozdujiciho se retézce je
viak diskontinudlni a vyZaduje neustale tvorbu RNA-primert (obr.
6-17). Jakmile se replikaéni vidlice posune a uvolni se novy udsek
nesparovanych nukleotidd, je na ném vytvofen novy RNA-primer.
DNA-polymerdza pak pridava deoxyribonukleotidy na 3'-konec
RNA-primeru a prodluzuje fetézec DNA, dokud nenarazi na dalsi
primer (obr. 6-20).

Pro vytvofeni souvislého vldkna DNA z opozdujiciho se fetézce
tvofeného mnoha oddélenymi tseky (které se podle svého objevite-

Replikace DNA

) 9 Pro¢ musi DNA vznikat ve
sméru 5'—3'". Rust fetézce ve sméru 5'—=3°
(vpravo) umoziiuje rist fetézce i po
odstranéni chybné zaclenéného
nukleotidu (viz obr. 6-18). Oproti tomu by
korektura pfi hypotetické polymeraci ve
sméru 3'—5’ (vlevo) blokovala dalsi
prodluzovani fetézce. Pro zjednoduseni je
zobrazen pouze jeden fetézec.
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Syntéza fragmentii opozdujiciho se fetézce. U eukaryot
je na kazdych zhruba 200 nukleotidti opozdujiciho se fetézce vytvofen
jeden RNA-primer. Jeho délka je pfiblizné 10 nukleotidt. U bakterii,
napriiklad E. coli, maji primery délku okolo 5 nukleotidii a Okazakiho
fragmenty pfiblizné 1 000 nukleotidi. Primery jsou pozdéji rozloZeny
nukledzou, ktera dokdZe rozpoznat RNA v duplexu DNA/RNA
a degradovat ji. Tim vznika v fetézci mezera, kterd je dosyntetizovdana
DNA-opravnou polymerdzou, kterd ma také korektorskou aktivitu.
Jednotlivé fragmenty jsou nakonec spojeny DNA-ligdzou, ktera
katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby mezi skupinou 3'-OH jednoho
fragmentu a skupinou 5'-P nasledujiciho.

le nazyvaji Okazakiho fragmenty) jsou nutné tii enzymy. Je tfeba
odstranit RNA-primery nukledzou, nahradit je DNA, coZ provadi
opravnd DNA-polymerdza, a v konecné fazi je nutné spojit viechny
useky dohromady DNA-ligdzou. DNA-ligaza dokéZe spojit 5'-fosfa-
tovy konec prvniho tiseku s 3'-hydroxylovym koncem dalsiho tiseku
(obr. 6-20). Podrobnéji si o téchto enzymech povime v ¢4sti kapito-
ly nazvané Oprava DNA.

ProtoZe primaza nema schopnost provadét korekce, mtiZe sice
zacit syntetizovat novy fetézec, ale v primerech vznikd mnoho
chyb. ProtoZe jsou v§ak primery tvofeny RNA misto DNA, jsou urce-
ny k degradaci a chyby v nich nehraji zadnou roli pro pfesné
zachovéani genetické informace. Jak jiz bylo zminéno vyse, je RNA
nahrazena deoxyribonukleovou kyselinou v procesu katalyzova-
ném opravnou DNA-polymerédzou, kterd mé stejné jako replikac¢ni
DNA-polymerdza korektorskou schopnost. Replikacni aparat je
tedy schopen nejen zacit syntézu nového vladkna DNA, ale zajistit
i pfesnost kopirovani templatu.

Proteiny v replikac¢ni vidlicce tvori replikacni aparat

Replikace DNA vyzaduje spolupraci nékolika druht enzymi. Jiz
jsme mluvili o DNA-polymerédze a priméze, ted si povime vice
o proteinech, které se s nimi podileji na tvorbé replika¢niho apara-
tu, jenZ umoziuje vznik a posun replikacni vidlicky a syntézu nové
DNA. (Ackoliv se zd4, ze by se proteiny ti¢astnici se odbouravani
RNA-primeru a jeho nahrazeni - DNA-nukledza, repara¢ni polyme-
raza a ligaza — mély také nachéazet v replika¢nim aparétu, zatim to
nebylo prokdzano.)

Jednou ze zdkladnich slozek replikaéniho aparatu je helikdza,
ktera vyuziva energii z hydrolyzy ATP k pohybu podél DNA a sou-
casnému rozvijeni dvojSroubovicové struktury (obr. 6-21).
DvojSroubovice DNA musi byt rozvinuta nejen na pocatku replika-
ce, ale jeji rigidni struktura musi byt i naddle rozvolnovana, aby
DNA mohla slouZit jako jednofetézcovy templat pro DNA-polyme-
rdazu. Dal$imi bilkovinami nutnymi pro replikaci jsou proteiny véza-
jici se na jednovlaknovou DNA, tzv. SSB-proteiny (z anglického sin-
gle-strand binding proteins), které ochranuji jednofetézcovou DNA
uvolnénou helikdzou pfed znovuspdrovanim. Sviraci protein (ang-
licky: sliding clamp) je dalsi souc¢ésti replikacniho aparatu. Tento
protein pevné vaze DNA-polymerdzu na templat, na opozdujicim
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primaza katalyzuje
RMA syntézu novych
yrimer RMNA-primeru

.5 3G

DNA-polymeraza pfidava
nukleotidy k RNA-primeru
a zahajuje tvorbu dalsiho
DMNA- fragmentu

3 I 53— G

DMNA-polymeraza dokontuje
syntézu DNA-fragmentu

ki By _E=ay
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W

stary RNA-primer
je vymazan a nahrazen DNA

3 S R 5
5' F

DMNA-ligaza rusi mezeru
a pfipojuje novy DNA-fragment
k rostoucimu fetézci

e
5"

Diskutujte o nasledujicim tvr-
zeni: “Primaza je nedbaly enzym, ktery
déld mnoho chyb. Nakonec jsou RNA-pri-
mery nahrazeny DNA, ktera je syntetizova-
nas mnohem vétsi pfesnosti. To je plytva-
ni, mnohem efektivnéjsi by bylo, kdyby
DNA-polymeraza rovnou nasyntetizovala
pfesnou kopii puvodniho vldkna.”
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DNA-polymeréaza na vaznoucim fetézci

* vazebny protein
pro jednoduchy fetézec

se Fetézci ji navic uvoliiuje po dokonceni syntézy kazdého
Okazakiho fragmentu. Spinaci protein ma tvar prstence, ktery obe-
mykd DNA a pohybuje se podél nii s navdzanou DNA-polymera-
zou ve sméru replikace (obr. 6-21).

Pifedpokldda se, ze vétsina proteint, které spolupracuji na syn-
téze DNA, tvofi jeden velky multimerni komplex, ktery se jako celek
pohybuje podél DNA a umoznuje syntézu DNA na obou vlaknech
soucasné. Energii celému procesu dodava hydrolyza nukleosidtri-
fosfatt. Detailni struktura replika¢niho apardtu neni dosud pfesné
znama, jeji pfedpokladand podoba je zobrazena na obr. 6-22.

Nase znalosti o replikaci DNA jsou pomérné komplexni oproti
jinym procestim probihajicim v bunce; pfesto i zde zlistiva mnoho
nejasnosti. Napfiklad neni pfesné znamo, jak je polymerdza synte-
tizujici vedouci Fetézec spojena s polymerazou syntetizujici opoz-
dujici se fetézec za soucasné synchronizace replikace na obou
fetézcich. Ackoliv je pomérné dobfe prozkoumaén zacatek replikace
u bakterii, u ¢lovéka je informaci o iniciaci replikace zatim malo.

Vzhledem k pozadavku na pfesnost a ukonéeni replikace pfed
rozdélenim bunky neni prekvapujici, Ze si buiiky vyvinuly mecha-
nismy, kterymi dokaZi rozpoznat dokonceni replikace a opravit
chyby vzniklé nejen v jejim prtibéhu, ale i ndhodna poskozeni DNA
zptisobenda naprtiklad zafenim nebo chemickymi latkami. Vice si
o opravé DNA povime v nésledujici ¢asti této kapitoly.

Rozmanitost zivych organismti a jejich tispéch v osidlovani vét-
§iny zemského povrchu zavisi na genetickych zménéach akumulova-
nych béhem milionti let, nebot ty dovolily organismtim ptizptisobit
se ménicim se podminkdam a osidlovat nové typy zivotniho prostie-
di. Presto pokud wuvaZzujeme z krdtkodobého hlediska

Oprava DNA

Proteiny v replikaéni
vidli¢ce. V replikacni vidli¢ce se nachazeji
dvé molekuly DNA-polymerazy; jedna
syntetizuje vedouci fetézec, druha
vaznouci fetézec. Obé jsou pfidrZzovany na
DNA prstencovitym sviracim proteinem,
ktery umoziiuje DNA-polymeraze skluz po
vldkné DNA. DNA-helikdza vyuziva
energie hydrolvzy ATP
ke svému pohybu za sou¢asného
oddélovani matefskych fetézcti. Proteiny
vazajici se na jednofetézcovou DNA
zabrafiuji oddélenym vldkntim znovu
se spojit. Na jednofetézcovou DNA se vaZe
primaza a za ni polymeraza. Pro
zjednoduseni ukazuje obrazek jednotlivé
proteiny samostatné, v bufice jsou
viechny spojeny do velkého replikaéniho
apardtuy, jak je ukdzdno na obr. 6-22.

Gen, ktery kéduje jeden
z proteint podilejicich se na replikaci, byl
inaktivovan mutaci. | pfes absenci tohoto
proteinu se bunka snaii do posledni chvile
DNA replikovat. Jaky bude koneény pro-
dukt replikace DNA, pokud timto inaktivo-
vanym proteinem bude:
A. DNA-polymeréza
B. DNA-ligaza
C. swviraci protein pro DNA-polyme-
razu
nukleaza odstranujici RNA-primery
DNA-helikaza

primaza
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Okazakiho fragment fetezee

a z hlediska jednotlivce, jsou mutace ve vétSiné pfipadi skodlive,
obzvlasté u mnohobunéénych organismii, kde jsou vice pravdépo-
dobné takové genetické zmény, které narusuji komplexitu organis-
mu, jeho vyvoj nebo fyziologii. Pro Zivot a rozmnozovéni je tedy
duilezitd geneticka stabilita. Této stability je dosahovano nejen vyso-
kou pfesnosti replikace, ale také opravami ndhodné vzniklych
mutaci, ke kterym v genomu neustdle dochdzi. VétSina zmén
v DNA je pouze dotasnd, protoze jsou okamzité opravovany proce-
sem souhrnné nazyvanym reparace (oprava) DNA.

Zmény v DNA jsou pfi¢inou mutaci

Jen vzacné udélaji replikace nebo opravné mechanismy chybu,
kterd umo#ni zafixovani zmény v DNA. Tato trvald zména se nazy-
vd mutace a muZe mit dalekosahlé ndasledky. Mutace v jediném
nukleotidovém paru mitiZe byt pficinou zdniku celého organismu,
pokud k ni dojde v Zivotné dilezitém tiseku DNA. Napiiklad u lidi
je kyslik v krvi vazan na protein hemoglobin; sekvence nukleotida
kédujici aminokyselinovou sekvenci jednoho ze dvou typt retézcti
molekuly hemoglobinu (B-globinu) je na obr. 6-9. Stabilni zaména
jednoho nukleotidového paru za jiny muZe zptsobit tvorbu
nespravné aminokyselinové sekvence B-globinu. ProtoZe struktura
i aktivita proteinu zévisi na jeho aminokyselinové sekvenci, protein
se zménénou primarni sekvenci mtiZze fungovat hiife nebo viabec
ne. Mutace postihujici jeden nukleotidovy par je zodpovédna za
vznik choroby nazyvané srpkovd anemie (obr. 6-23). Hemoglobin
srpkovych bunék je méné rozpustny nez jeho normalni forma
a tvoii vldknité srazeniny, které urcuji typicky tvar téchto cervenych
krvinek. Diky nému jsou bunky kieh¢i a rychle se v krevnim fecisti
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véaznouciho retézce

Model replikaéni vidlicky.
Tento obrézek ukazuje soucasny nézor na
uspofadani proteinti v pohybujici se
replikacni vidli¢ce. Struktura z obr. 6-21
byla zménéna tim, Ze opoZzdujici se vidkno
bylo stoceno tak, aby DNA-polymeraza
syntetizujici tento fetézec mohla byt
v kontaktu s DNA-polymerédzou
syntetizujici vedoucl vlakno. Sbaleni navic
pfiblizi 3'-konec dokonéeného Okazakiho
fragmentu k zacatku nového fragmentu
(porovnejte s obr. 6-21). ProtoZe je DNA-
polymerdza syntetizujici opozdujici se
fetézec spojena se zbytkem replikacniho
apardtu, mize byt vyuZita pro syntézu
vsech Okazakiho fragmentti, protoZe po
dosyntetizovani jednoho fragmentu se
snadno presune k blizkému RNA-primeru
a zaCne syntetizovat novy fragment.



Mutace odpovédna za vznik genetické choroby
srpkové anemie. Kompletni nukleotidova sekvence B-globinového
genu je na obr. 6-9. Jeji kratky tsek z pocdtku genu je zapsan v (A).
Zménou (mutaci) jednoho nukleotidu dochazi ke vzniku
pozménéné formy proteinu, kde je kyselina glutamova v Sesté
pozici nahrazena valinem. (Cely B-globinovy protein je tvofen 146
aminokyselinami.) Clovek md dvé kopie kazdého genu (jeden od
kaZzdého z rodicfl); pokud je tato mutace pouze v jednom
B-globinovém genu, neprojevi se tato zména fenotypicky, protoze
spravny gen kompenzuje poskozenou kopii. Avsak u ¢lovéka, ktery
ma obé kopie genu takto poskozené, se projevi srpkovd anemie.
Normalni ¢ervené krvinky jsou na fotografii (B), erytrocyty pacienta
se srpkovou anemii na fotografii (C).

poskozuji; proto pacienti s touto chorobou maji mensi pocet cer-
venych krvinek (obr. 6-23C). Jejich deficit pak zptsobuje slabost,
zéavraté a bolesti hlavy a mize ohroZovat i Zivot clovéka.

Priklad srpkové anemie, kterd patif mezi dédi¢né choroby, uka-
zuje vyznam ochrany zdrodecnych bunék pfed mutacemi. Mutace
v jedné zdrode¢né burice je totiZ pfenesena do vSech bunék mno-
hobuné¢ného organismu, ktery z nf vznikne, i do viech zarodec-
nych bunék tohoto organismu. Pfesto je dtlezita ochrana i ostat-
nich (somatickych) bunék mnohobunétného organismu. Zmeny
nukleotidovych sekvenci v somatickych buiikach totiz mohou dat
vznik bunééné varianté, ktera je schopna nekontrolované se mnozit
na tikor ostatnich bunék. V extrémnim piipadé dochdazi k nekon-
trolované bunééné proliferaci zndmé jako rakovina. Toto onemoc-
néni, zodpovidajici za 30% umrti v Evropé a Severni Americe, je
zptisobeno postupnym hromadénim zmeén vzniklych nahodnymi
mutacemi v DNA somatickych bunék (obr. 6-24). Desetinasobné
zvySeni mutacni frekvence by tedy bylo pficinou katastrofalniho
nértstu rakoviny diky urychleni vzniku variant somatickych bunék.

Na zdvér mizeme konstatovat, Ze vysokd pfesnost, s jakou je
DNA replikovdna a udrZovana, je dilezitd jak pro zdrodecné burnky,
které prenaseji geny na dalsi generaci, tak pro somatické bunky,
které tvoii peclivé regulovany mnohobunéény celek. Nemiizeme

Vyskyt rakoviny jako funkce véku. Pocet nové
diagnostikovanych piipadi rakoviny tlustého stfeva u zen v Anglii
aWalesu za jeden rok je vynesen jako funkce véku, kdy byla tato
choroba u zeny diagnostikovdna. Piestoze DNA v bunce podléha
neustdlym zméndm, které se hromadi a jsou pfenaseny do
dcefinych bunék, Sance, Ze se burika stane karcinogenni, se prudce
zvysuje s vékem. Rychlost vzestupu ukazuje, Ze vznik tohoto druhu
rakoviny vzrista jako $estd mocnina véku, z ¢ehoz lze usuzovat, ze
ke vzniku rakoviny tlustého stfeva vede az zhruba Sest néhodnych
mutaci v genech, které reguluji rist bunék tlustého stfeva.

Oprava DNA

jednoduchy fetézec
normalniho genu pro B-globin
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byt tedy prekvapeni, Ze vSechny buriky uplatriuji celou fadu mecha-
nism, které snizuji mnoZstvi mutaci v jejich DNA.

Systém opravy chybného parovani bazi napravuje chyby,
které unikly replika¢nimu aparatu

V prvni ¢asti této kapitoly jsme vidéli, jak je DNA-polymeraza
schopna kontrolovat sama sebe. Pfesto ji nékteré chyby uniknou
a ve dvojsroubovici zistanou dva nespravné se parujici nukleotidy.
V burice je vSak jesté jeden systém, ktery dokdze nespravné se
pérujici nukleotidy odhalit a opravit je, tzv. oprava chybného pdro-
vdni bdzi (anglicky: DNA mismatch repair). Replikacni aparat udéla
zhruba jednu chybu na 10’ zkopirovanych nukleotidfi, 99% z nich
je pak jesté odstranéno opravou chybného parovani bazi, coz zvy-
Suje pfesnost replikace na jednu chybu na 10° zkopirovanych nuk-
leotid@i. Pravdépodobnost chyby je tedy velmi nizka v porovnani
s mnozZstvim chyb, které vidime kolem sebe (tab. 6-1).

Kdykoliv udéla replika¢ni aparat chybu, zanechd za sebou $pat-
neé se parujici nukleotidy. Pokud nejsou opraveny, dojde k zafixova-
ni této mutace v pfistim kole replikace (obr. 6-25A). Proteiny kom-
plexu pro opravu chybného parovani bazi jsou schopné tyto nuk-
leotidy rozpoznat, odstranit v tomto misté jeden ze fetézci DNA
a znovu ho nasyntetizovat (obr. 6-26). Aby oprava byla efektivni,
musi systém opravy chybného parovani bazi rozpoznat a opravit
nové nasyntetizovany fretézec, jinak dojde k zafixovani mutace
misto jeji opravy (obr. 6-25).

Jak tento systém rozliSi oba fetézce, neni u eukaryot zatim pfes-
né znamo. Existuji urcité dakazy, Ze oba nové replikované fetézce —
vedouci i vaznouci — jsou ¢astéji poskozeny zlomy a zda se, Ze tyto
zlomy signalizuji opravnému systému, které vlakno ma opravit (obr.
6-26).

Dtilezitost systému opravy chybného péarovani bazi byla pozna-
na teprve nedavno, kdyz bylo objeveno, Ze dédiéna predispozice
k nékterym rakovindm (specidlné k nékterym typtim stfevnich
rakovin) je zptisobena mutacemiv genu pro tvorbu jednoho z pro-
teint tohoto systému. Clovék dédi dvé kopie tohoto genu (kazdou

Chybovost
V¢asné doruceni zdsilek v USA 13 zpozdénych zésilek na 100 balickt
mistni postovni sluzbou
Letistni odbavovaci systém 1 ztracené zavazadlo ze 200
Profesionalni pisarka 1 chyba na 250 znakd
se 120 tthozy za minutu
Jizda autem v USA 1 mrtvy na 10° lidi za rok
DNA replikace 1 chyba na 10" zkopirovanych
(bez opravy chybného parovéni) nukleotidi
DNA replikace 1 chyba na 107 zkopirovanych
(po opravé chybného pdrovani) nukleotidt
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od jiného rodice) a ti, ktefi maji poskozenou jednu kopii, nemaji
74dné problémy. Pokud dojde k poskozeni i druhé kopie genu,
rychle se vytvoii novy bunéény klon, ktery ve vysoké mife hromadi
mutace. Protoze vétsina kanceros je zptisobena hromadénim muta-
ci (obr. 6-24), buniky s defektnim systémem opravy chybného paro-
vani bazi maji mnohem vétsi anci pfeménit se na karcinogenni.
Proto jedinec, ktery zdédil poskozeny gen pro opravu chybného
parovani bazi, ma zna¢nou nachylnost k rakovine.

DNA v buiikach podléhd kontinualnimu poskozovani

Vzacné chyby vznikajici pii replikaci mohou byt opraveny systeé-
mem opravy chybného parovani bazi. AvSak existuji i dalsi zptisoby,
jak mtize dochézet k poskozovani DNA, a proto musi existovat
i jiné moZnosti pro jejich opravu. Stejné jako kazda jinda molekula v
bufice i DNA se Géastni sraZek s ostatnimi molekulami. Castym
vysledkem téchto srazek jsou chemické zmény ve struktufe DNA.
Napfiiklad béhem doby potfebné k precteni této véty dojde ke ztra-
té 10" purinti (A a G) z DNA ve vSech bunkach lidského téla spon-
tanni reakci nazyvanou depurinace (obr. 6-27). Depurinace nepo-
gkozuje fosfodiesterovou patef DNA, ale davd vznik mezeram
podobnym chybéjicim zubtim. Dal$i vyznamnou zmeénou ve struk-
tufe DNA je samovolna ztrata aminoskupiny (deaminace) cytosinu,

Mechanismus opravy chybného pdrovédni bazi
u eukaryot. Nepdarujicf se nukleotidy v dvojsroubovici narusuji jeji
struktury; tato deformace je rozpoznana opravnymi enzymy, které
pak odstrani nové vzniklou DNA. Mezera je zaplnéna opravnou
DNA-polymerdzou a jednatlivé tseky jsou spojeny DNA-ligazou.
Jak je ukdzdno na obrazku, zlomy v nové syntetizované DNA jsou
ziejmé signdlem pro odliseni od ptivodniho vldkna. Zlomy se bézné
vyskytuji v opozdujicim se fetézci (viz obr. 6-17), ale mliZeme je
najit i ve vedoucim vldkné, ackoliv jsou zde mnohem méné Casté.
Zlomy jsou po replikaci rychle odstranény (viz obr. 6-20), proto
musi byt tento opravny systém velice rychly.

Oprava DNA
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Chybné parovani bazi
v DNA a jeho oprava. (A) Jestlize
nespravné parovani bazi neni opraveno
pied dalsim kolem replikace, je tato
mutace zafixovdna v jedné ze dvou
dcefinych molekul DNA. (B) Pokud je
nespravné parovani bazi opraveno podle
nove syntetizovaného fetézce, obé
molekuly po dal$im kole replikace
ponesou tuto mutaci. (C) JestliZe je
nespravné parovani bazi opraveno podle
piivodniho fetézce, nedojde k zafixovdni
mutace po dalsi replikaci ani v jedné
z dcefinych molekul. Toto schéma je
v burice vyuZivano pro opravu
neparujicich se nukleotidi v DNA,
jak je ddle ukdzano na obr. 6-26.
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kterd vede ke vzniku uracilu (obr. 6-27). Také nékteré chemicky
reaktivni vedlejsi produkty metabolismu mohou pfilezitostné rea-
govat s bazemi v DNA a pozménovat je natolik, Ze se mohou
nesprdvneé parovat. Ultrafialové zafeni ve slunec¢nich paprscich také
poskozuje DNA a je pfi¢inou kovalentniho spojeni dvou sousednich
pyrimidinovych bazi, jak je ukdzano na obr. 6-28 na pfikladu thy-
minového dimeru.

To jsme si vyjmenovali pouze nékolik chemickych zmén, které
mohou nastat v nasi DNA. Kdyby neexistovaly reparacni systémy,
mnoho z téchto zmén by vedlo k nahrazeni jednoho nukleotido-
vého péru za jiny jako vysledek nespravného parovani pfi replika-
ci (obr. 6-29A) nebo deleci jednoho nebo nékolika nukleotidovych
parti po skonceni replikace (obr. 6-29B). Nékteré typy poskozeni
(napfiklad thyminové dimery) casto zastavuji replikac¢ni aparat
na poSkozeném misté. VSechny typy téchto poskozeni, pokud
by zistaly neopravené, by mély pro organismus katastrofalni
nasledky.

Stabilita genti je zavisla na opravach DNA

Ackoliv béhem kaZdého dne dochdazi v DNA lidské bunky
k tisicim ndhodnych chemickych zmén, pfevazna vétsina je
odstranéna opravou DNA. V burice existuje celd fada opravnych
mechanismi a kazdy z nich je katalyzovan jinou sadou enzymii.
VétSina mechanismt je zavisla na existenci dvou kopii genetické
informace; kazd4 je na jednom z parujicich se vldken dvojsroubo-
vice DNA. JestliZze dojde k poskozeni jednoho fetézce, neni infor-
mace nendvratné ztracena, ale Ize ji znovu obnovit podle komple-
mentarniho vlakna. Pfi vét§iné zmén vznikaji struktury, které se
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Depurinace a deaminace,
Tyto dvé reakce jsou dvéma nejcastéjsimi
spontannimi reakcemi, které zpiisobuji
poskozeni DNA v burice. Depurinace méd
za nasledek uvolnéni guaninu (jako zde na
obrdzku) nebo adeninu z molekuly DNA.
Hlavni typ deaminace (na obrazku) vede
k pfeméné cytosinu na uracil, ale i ostatni
baze mohou byt poskozeny deaminaci,
Oba typy reakci probihaji
u dvoudroubovicové DNA, pro
zjednoduseni je nakreslen jen jeden
fetézec.

Diskutujte o nasledujicim
tvrzeni: ,DNA-opravné enzymy, které
opravuji poskozeni vznikla deaminaci
a depurinaci, musi pfednostné rozpozna-
vat tato poskozeni v nové syntetizovaném
fetézci.”



thyminovy dimer

Poskozeni DNA ultrafialovym zdfenim. Ozafenim DNA
UV-svétlem miiZe dojit ke spojeni dvou sousednich thyminovych bazi
kovalentnimi vazbami za tvorby thyminového dimeru. V bunkach
pokozky, které byly vystaveny sluneénimu zafeni, se vyskytuje
pfevazné tento typ poskozeni DNA.
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Chemicka modifikace nukleotidti ddvé vznik mutacim.
(A) Deaminace cytosinu, pokud ziistane neopravena, vede po replikaci
k substituci jedné baze jinou. Jak bylo ukazdno na obr. 6-27,
deaminace cytosinu vede ke vzniku uracilu. Uracil se lisi od cytosinu
vazebnou schopnosti, protoze se pfednostné paruje s adeninem.
Pii replikaci je tedy proti uracilu v nové syntetizovaném vlakné
zafazen adenin. (B) Depurinace, pokud neni opravena, mtize vést ke
ztraté nukleotidového péru. JestliZe replika¢ni aparét pfi replikaci
narazi na chybéjici purinovou bazi, mtize preskocit na dalsi nukleotid
a dat tak vznik jednonukleotidové deleci v nové syntetizovaném
vldkné.
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Zakladni mechanismus opravy DNA. VétSina typt
opravnych systémut pouziva tfi nasledujici kroky: vystfizeni (krok
1), resyntéza DNA (krok 2) a ligace (krok 3). V kroku 1 je poskozeny
usek odstranén jednou z fady specifickych nukledz, které dokazou
rozpoznat riizné typy poskozeni; v krocich 2 a 3 je vystfizeny tsek
DNA znovu nasyntetizovan opravnou DNA-polymerdzou
a fragmenty jsou spojeny DNA-ligdzou za vyuziti energie hydrolyzy
ATP. Nektere typy poskozeni DNA (napfiklad deaminace cytosinu;
obr. 6-27) vyzaduji nahrazeni jediného nukleotidu, jak je ukdzdno
na obrazku. Pro opravu jinych poskozeni, napfiklad thyminovych
dimerti (viz obr. 6-28), je nutné rozlozit delsi tisek DNA, obvykle
10-20 nukleotidd.

v neposkozené DNA nevyskytuji; proto lze snadno odlisit, ktery
z Tetézcl je chybny. Zakladni postup pro opravu DNA je schema-
ticky nakreslen na obr. 6-30. Obecny princip zahrnuje tii kroky:

1. Paskozena DNA je rozezndna a odstranéna jednim z rtiznych
typt nukleas, kterd pferusi kovalentni vazbu spojujici chybné
nukleotidy se zbytkem DNA a odstrani je za vzniku kratké
mezery v poSkozeném retézci v dané oblasti.

2. Opravna DNA-polymerédza se navaze na volny 3’-hydroxylovy
konec DNA a vyplni vzniklou mezeru podle komplementéarni-
ho vldkna obsahujiho ptivodni informaci. Ackoliv se opravna
DNA-polymeréza lisi od té, ktera replikuje DNA, obé syntetizu-
ji DNA stejnym zptisobem. Napfiklad také prodluzuje fetézec
ve sméru 5'—3" a ma stejnou korektorskou aktivitu, kterd zajis-
tuje pfesnost opravy. V mnoha bunkdch je pro opravu posko-
zenych fetézcti vyuzivan stejny enzym, ktery dokoncuje synté-
zu opozdujiciho se vldkna po odstranéni RNA-primerti pfi rep-
likaci (viz obr. 6-20)

3. Jakmile opravna DNA-polymerdza zaplni mezeru, je jesté tfeba
Spojit noveé nasyntetizovany fetézec s ptivodnim vldknem. To je
funkci DNA-ligazy, ktera se také podili na spojovéni jednotli-
vych tsekl opozdujiciho se fetézce pfi replikaci.

Kroky 2 a 3 jsou pfiblizné stejné pro vétsinu DNA-opravnych
systémil vCetné systému opravy chybného parovani bazi. Nejvetsi
rozdily miiZeme najit v kroku 1, kdy dochézi k odstranéni rtiznych
podkozeni specializovanymi enzymy.

Vyznam opravnych procesti je znacny, jak naznacuje mnozstvi
druhii opravnych enzymi v burnce. Jednobunééné organismy
(naprtiklad kvasinky) obsahuji vice nez 50 rtiznych proteint, které se
uplatniuji pfi opravnych procesech, jesté vice se jich piedpoklada
u ¢lovéka. V§znam opravnych systému je patrny zvlasté pfi jejich
poskozeni. Napriklad lidé trpici genetickou chorobou nazyvanou
xeroderma pigmentosum nemohou opravovat thyminové dimery
(viz obr. 6-28), protoZe zdédili defektni gen pro jeden z proteinti
tohoto opravného systému. U takovych lidi se vyvijeji koZni léze,
eventualneé i rakovina ktiZe, a to diky akumulaci thyminovych dime-
ra vzniklych v burikédch vystavenych slune¢nimu zareni.
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Porovnani ¢asti genu
urcujiciho pohlavi mezi dvéma odlisnymi
organismy. Ackoliv maji stavbu téla
znacné odli$nou, lidé i velryby jsou tvofeni
ze stejnych proteinti. Navzdory €asu, ktery
uplynul od doby, kdy doslo k oddéleni
obou druhf, jsou si nukleotidové sekvence
mnoha genti velryby a ¢lovéka velice
podobné. Sekvence €asti genu kodujiciho
protein, ktery uréuje saméi pohlavi
u ¢lovéka a velryby, jsou napsdny nad

sebou, shodné nukleotidy jsou oznaceny
VELRYBA GTGTGGTCTCGTGATCAAAGGCGAAAGGTGGCTCTAGAGAATCCC zelend.

CCLLLLELEE T FREEE P LT

CLOVEK GTGTGGTCTCGCGATCAGAGGCGCAAGATGGCTCTAGAGAATCCC

Diky vysoké presnosti, s jakou je DNA uchovévana,
maji blizce pfibuzné druhy proteiny s velmi podobnymi
sekvencemi

V této kapitole jsme méli moznost vidét, Ze DNA je replikovana
se znacnou presnosti a Ze nahodné zmeény, které by mohly byt zafi-
xovany v DNA, jsou velice ispé$né opravovany. Diky opravnym
mechanismiim se zmény v DNA hromadi béhem evoluce jen velmi
pomalu. Samozfejmé je rychlost evolu¢nich zmén v DNA také
ovlivnéna pfirodnim vybérem — chyby v  DNA, které jsou pro dany
organismus nevyhodné, jsou z populace eliminovany bud smrti
jedince nebo jeho neplodnosti. Mechanismus replikace i reparace
je vSak velice pfesny i bez selekéniho tlaku — na mnoha mistech
DNA, kde by zména bazi nemeéla Zadny vliv na zdatnost organismu,
je DNA zachovdna v nezménéné podobé vice nez desitky miliont
let. Napfiklad ¢lovék a §impanz, ackoliv k oddéleni obou druhti PrediokiSdilie wiutsc BuIiv-
doslo pfed péti miliony let, maji z 98% shodné sekvence DNA. Aujici enzym, ktery je nutny pro opravu

Pokud srovname ¢lovéka s velrybou, oba druhy maji chromosomy DNA poskozenou ztratou purinovych bazi.
% Poskozeni tohoto enzymu vede k akumula-

s vehc‘e prlbu%flymlv seklvence'nu‘ DNA, a proteiny, které jsou jimi i zhruba 5 000 mutaci v DNA kazdé buriky
kédovany, maji takika identické sekvence (obr. 6-31). Proto je denné. Primérny rozdil v sekvenci DNA
v genomu ¢lovéka a pfibuznych druhti zapsédna geneticka informa- mezi Elovékem a Simpanzem je 1%. Jak

dlouho vam bude trvat, neZ se zménite

ce z davné minulosti — informace del$i a detailnéjsi nez kterdkoli o . x
v opici? Co je chybného na tomto tvrzeni?

kniha. Diky vysoké pfesnosti replikace a reparace DNA je tato infor-
mace po stovce miliont let sotva znatelné pozménéna.
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Zivot z&visi na stabilnim a kompaktnim uchovani
genetické informace.

Genetickd informace je uloZenav dlouhé moleku-
le DNA, ktera se skldda z linedrni sekvence nuk-
leotidli adeninu, thyminu, guaninu a cytosinu.

Molekula DNA je tvofena dvousroubovici, kterd
se skladd ze dvou komplementdrnich fetézct
nukleotidti. Oba fetézce jsou spojeny vodikovymi
mistkymeziGaC,aAaT.

Kazdy fetézec DNA ma diky stfidani cukri a fos-
fat ve své kostie chemickou polaritu. Obé vlakna
jsou vidi sobé antiparalelni—v opacné orientaci.

KaZdy z obou fetézcli mtiZe byt templatem pro
syntézu komplementarniho vldkna. Oba fetézce
tedy nesou stejnou informaci.

Molekula DNA je duplikovédna (replikovédna) syn-
tézou nového komplementéarniho fetézce ke kaz-
dému ptivodnimu fetézci dvojSroubovice. Proces
replikace DNA, ve kterém vznikaji dvé identické
molekuly z jedné ptivodni, umoZiuje prenos
genetické informace z materské butiky do dcefi-
né.

Béhem replikace jsou od sebe oba ptivodni fetéz-
ce oddélovany tak, Ze vytvoii jednu nebo vice
replika¢nich vidlic ve tvaru Y. Enzym DNA-poly-
merdza, umistény v replikac¢ni vidlicce, synteti-
zuje podle obou vldken nové fetézce, a tvofi proto
dvé nové dvojsroubovice.

DNA-polymeraza replikuje DNA s vysokou pies-
nosti, déla méné nez jednu chybu na 10" repliko-
vanych bézi. Tato pfesnost je umoZnéna tim, Ze
DNA-polymeraza umi odstranit své vlastni chyby
béhem pohybu podél DNA.

ProtoZze DNA-polymerdza mitze syntetizovat
DNA pouze v jednom sméru, jen jeden fetézec
v replikaéni vidlicce (vedouci) mtiZe vznikat
kontinudlné. Tvorba opoZdujiciho se fetézce je
nespojity proces, nejprve vznikaji kratké frag-
menty DNA, které jsou pozd€ji spojeny DNA-liga-
zou v nepierudené vlakno.

e Korektorskd aktivita DNA-polymerazy ji neumoz-

nuje zacit syntézu nového fetézce DNA. Syntézu
nového vldkna DNA zacind RNA-polymeraza
nazyvand primdza, kterda vytvari kratké useky
RNA (primery), jez jsou pozdéji rozloZeny
a nahrazeny DNA.

Replikace DNA vyZaduje spolupraci mnoha enzy-
m, které dohromady tvori replika¢ni apardt.
Replikaéni aparat je umistén v replikac¢ni vidlicce.

Chyby vzniklé béhem replikace a chemické reak-
ce poskozujici nukleotidy v DNA zptisobuji
zmény v nukleotidové sekvenci DNA. Pokud
nejsou tyto zmény efektivné opraveny, davaji
vznik mutacim, které mohou byt osudné pro
dany organismus. Genetickd informace mtiZe byt
stabilné uchovavana ve strukture DNA diky exi-
stenci mnoha opravnych systémi, které kontinu-
alné kontroluji DNA a opravuji replika¢ni chyby
a poskozené nukleotidy. DNA mtiZe byt snadno
opravena diky své dvouvldknové strukture, kdy je
neposkozeny fetézec vyuZit jako templat pro
opravu druhého vlakna.

¢ Vzéacné replikaéni chyby, které uniknou replikac-

nimu apardtu, jsou opraveny systémem opravuji-
cim chybné parovani bézi, ktery kontroluje nové
vznikajici DNA a opravuje ji. Vysledna presnost
replikace po této opravé je jedna chyba na 10’
zkopirovanych nukleotidii.

Poskozeni DNA zptisobené chemickymi reakce-
mi a ultrafialovym zafenim je opravovano riazny-
mi enzymy, které jsou schopny rozpoznat posko-
zené vldkno a vystfihnout kratky tisek DNA obsa-
hujici chybu. Chybéjici DNA je dosyntetizovdna
opravnou DNA-polymerazou, ktera pouZiva
neposkozeny fetézec jako templdt. DNA-ligaza
pak spoji jednotlivé tiseky dohromady.

dvojsroubovice mutace replikacni pocéatek
gen opozdujici se fetézec replikacni vidlicka
antiparalelni genom oprava DNA RNA
DNA komplementarita pér bazi templat
DNA-polymeréza korektura replikace DNA vedouci fetézec
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Jakmile byla na zacdtku padeséatych let objevena struktura DNA
(deoxyribonukleova kyselina), bylo stédle jasnéjsi, Ze dédi¢nd infor-
mace je v bunice ulozena v sekvenci nukleotidii DNA. V Kapitole 6
jsme si fekli, jak je tato informace pfendsena z generace na genera-
ci v nezménéné formé pii replikaci DNA. Ale jak bunky dekdduji
a vyuzivaji tuto informaci? Jak viibec mtiZe byt néjakd informace
zapsana pouhymi Ctyfmi ,pismeny" — ¢tyfmi rtiznymi nukleotidy
v DNA — a navic jesté u tak odlisnych druhti jako je bakterie, octo-
milka nebo ¢lovék? Musime se je$té mnoho naucit o tom, jak je
informace uloZena v genech i téch nejjednodussich jednobunéc-
nych organismt, natoZ pak o tom, jak se vyviji mnohobunéény
organismus, jako jsme my. Jak je v DNA zapsana informace a jak je
Ctena, uz ale vime.

Jesté pred identifikaci genetického kédu bylo znamo, Ze DNA
néjakym zpusobem fidi vznik proteint. Proteiny jsou jednou ze
zékladnich sloZzek bunék, u kterych urcuji nejen jejich strukturu, ale
i jejich funkce. V predchdzejicich kapitolach jsme poznali nékolik
z tisicti riznych proteind, které si burnika vyrabi. V Kapitole 5 jsme se
dozvédeéli, Ze vlastnosti a funkce proteinu jsou dany linearnim
pofadim jeho stavebnich kament - tedy aminokyselinovou sekven-
ci, ktera také urcuje, jak bude dany protein sbalen do funkéni kon-
formace. Genetickd informace obsazend v DNA proto néjakym zpti-
sobem musf uréovat aminokyselinovou sekvenci proteinu. V této
kapitole si vysvétlime, jak k tomu pfesné dochazi.

DNA nefidi syntézu bilkovin sama jako takova, ale spiSe se
podobd manaZerovi, ktery rozdéluje riizné tkoly tymu pracovniki.
JestliZze bunka potfebuje néjaky konkrétni protein, je nukleotidova
sekvence v patfi¢né oblasti dlouhé molekuly DNA v chromosomu
nejprve zkopirovana do jiného druhu nukleové kyseliny — RNA
(ribonukleova kyselina). Tato RNA je pfimo vyuzivana jako templat
pro tvorbu proteinti. Mnoho tisic téchto pfemén DNA na proteiny
se odehrava kazdou sekundu v kazdé burice naseho téla. Geneticka
informace je tedy preddvana z DNA do RNA a nasledné z RNA do

Casti DNA jsou piepisoviny do RNA

Transkripci vznikd RNA komplementarn{
k jednomu retézci DNA

V' burice vznika nékolik typi RNA

Signély v DNA fikaji RNA-polymerdze,
kde ma zacit a kde skoncit pfepis

Eukaryontni RNA podléhaji v jadre
Gpravam

Eukaryontni geny jsou pferuseny
nekodujicimi sekvencemi

Introny jsou z RNA odstranény sestfihem

Molekuly RNA jsou v burice nakonec
degradovany

Prapitivodni buiiky pravdépodobné
obsahovaly ve svych genech introny

mRNA je dekédovina po trojicich
nukleotidii

Molekuly tRNA pfifazuji aminokyseliny
ke kodontim v mRNA

Specifické enzymy pfipojuji spravné
aminokyseliny k jejich tRNA

mRNA je dekédovina na ribosomech

Kodony v mRNA signalizuji, kde ma zacit
a kde skonc¢it syntéza proteinu

Proteiny jsou syntetizoviny na
polyribosomech

Prisné regulovana degradace proteinii
umoziiuje bufice uréovat mnoZstvi
kazdého proteinu

Je tfeba mnoha kroki, nez z DNA vznikne
protein

Jednoduché biologické molekuly mohly
vzniknout za prebiotickych podminek

RNA miiZze uchovivat informaci
i katalyzovat chemické reakce

RNA pravdépodobné v evoluci
predchazela DNA
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proteinu (obr. 7-1). Viechny typy bunék, od bakterii aZ po Clovéka,
pieménuji genetickou informaci timto zptisobem — tento princip je
tak obecny, ze byl nazvan iistrednim dogmatem molekularni
biologie.

V této kapitole si vysvétlime mechanismus, kterym burky
piepisuji DNA do RNA (procesem nazyvanym transkripce) a jak
vyuzivaji informaci zapsanou v RNA k syntéze proteinti (tento pro-
ces se nazyva translace). Na konci této kapitoly se zamyslime, jak
mohlo soucasné schéma uchovani genetické informace, transkrip-
ce a translace vzniknout z jednodudsich systémi na pocatku
bunécné evoluce.

Transkripce (pfepis) a translace (pfeklad) jsou procesy, kterymi
burika realizuje své genetické instrukce - své geny. Podle jednoho
genu muiZe vzniknout mnoho kopii RNA a jedna RNA muze dat
vznik nékolika identickym molekuldm proteinu. ProtoZe v bunce
byva jen jedna kopie genu na haploidni genom, tato amplifikace
umoZnuje bunce nasyntetizovat pozadované mnoZstvi proteinu
mnohem rychleji, nez kdyby DNA byla sama templatem pro synté-
zu proteinti. Kazdy gen muize byt pfepsdn a pfeloZen s riiznou ucin-
nosti, coz umoznuje bunce nasyntetizovat velmi odliSna mnozZstvi
riiznych proteint (obr. 7-2). Navic, jak uvidime v Kapitole 8, mtize
burika regulovat expresi kazdého genu podle okamZité potfeby.
V této casti si povime néco o tvorbé RNA, prvnim kroku genové
exprese.

Casti DNA jsou prepisoviany do RNA

Prvnim krokem pro uplatnéni genetické informace v burce je
prepsani ¢asti nukleotidové sekvence DNA — genu — do nukleotido-
vé sekvence RNA. Tento proces se nazyva transkripce (pfepis), pro-
toze informace, ackoliv je kopirovana do jiné chemické formy, je
stdle zapsana stejnym zptisobem, totiZ nukleotidy. Stejné jako DNA

gen A gen B
e = ~ |DNA

JTRANSKFHPCE TRANSLACE

RNA RNA

TRANSLACE TRANSLACE
r

-
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Tok genetické informace ma ve viech
zivych buiikdch smér od DNA do RNA
{transkripce) a od RNA do proteinu
(translace).

Pouvaiujte 0 terminu
LUstfedni dogma”, ktery ma vyjadrovat tok
genetické informace od DNA pfes RNA
k proteinu. Je vhodné pouiit slovo
.dogma” ve védeckém kontextu?

Geny mohou byt
exprimovdny s riiznou Géinnosti.
Gen A je pfepisovan i prekladan mnohem
ucinnéji nez gen B.V buiice je tedy
mnohem vétsi mnoZstvi proteinu A
nez proteinu B.
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Chemicka struktura RNA. (A) RNA obsahuje cukr
ribosu, ktera se lisi od deoxyribosy v DNA pfitomnosti jedné
hydroxylové skupiny navic. (B) V RNA je baze thymin nahrazena
uracilem, kterému oproti thyminu chybi jedna methylovd skupina.
(C) Kratky tisek RNA. Chemické spojeni mezi nukleotidy je stejné
v RNAiv DNA.

je RNA linedrni polymer sloZeny ze ¢tyf typti podjednotek spoje-
nych navzajem fosfodiesterovymi vazbami (obr. 7-3). RNA se lisi od
DNA ve dvou aspektech: (1) nukleotidy v RNA se nazyvaji ribonuk-
leotidy, protoze cukernou sloZzkou je ribosa (proto ribonukleova kyse-
lina) misto deoxyribosy; (2) v RNA se také vyskytuji baze adenin (A),
cytosin (C) a guanin (G), ale thymin (T) je nahrazen uracilem (U).
Protoze se U stejné jako T paruje vodikovymi mustky s A (obr. 7-4),
plati parovani nukleotidi popsané pro DNA v Kapitole 6 i pro RNA.

Navzdory témto malym chemickym odlidnostem se DNA a RNA
velice lisi celkovou strukturou. Zatimco se DNA v burice vyskytuje
vzdy jako dvojsroubovice (s vyjimkou nékterych vir), RNA je jed-
nofetézcova molekula, kterd se na zdkladé parovani bazi muaze sba-
lit do riznych tvarti podobné jako polypeptidovy fetézec do konec-
ného tvaru bilkoviny (obr. 7-5). Jak uvidime pozdéji v této kapitole,
schopnost sbalit se do komplexni trojrozmérné struktury umozinu-
je RNA i jiné funkce, kromé pfenosu informace z DNA do proteinu.
Funkci DNA je pouze uchovavani genetické informace, RNA vsak
miuiZe mit i strukturni, popfipadeé katalytickou funkci.

Transkripci vznika RNA komplementarni
k jednomu fetézci DNA

Veskera RNA v burice vznikd transkripci, procesem, ktery se
v nékterych krocich podoba replikaci DNA (viz Kapitola 6).
Transkripce zacind rozvolnénim kratkého tseku dvojSroubovice

Uracil se paruje s adeninem. Uracil m4 stejné vazebné
schopnosti jako thymin, proto nukleotidovy par A-U pfipomina
par A-T (viz obr. 6-5).
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V ramci jedné molekuly RNA se mohou tvorit
nukleotidové pary. RNA je jednofetézcova molekula, ale ¢asto
obsahuje tiseky, které se mohou parovat s komplementarnimi
sekvencemi nachdzejicimi se na jiném misté téze molekuly.
To umoZiuje RNA sbalit se do trojrozmérné struktury,
kterd je urcena jeji nukleotidovou sekvenci.

DNA, jeden z fetézcli pak slouzi jako templat pro syntézu RNA.
Stejné jako pfireplikaci DNA je i nukleotidova sekvence RNA urce-
na komplementarnim parovanim bazi. Jestlize se volny ribonukleo-
tid paruje s deoxyribonukleotidem v fetézci DNA, ktery slouzi jako
templat, je kovalentné pfipojen k rostoucimu fetézci RNA v enzy-
moveé katalyzované reakci. Retézec RNA vznikajici transkripci —
transkript — je tedy postupné prodluZovdn a mé stejnou sekvenci
jako vlakno DNA, které je komplementarni k templdtovému fetéz-
ci DNA (obr. 7-6).

Transkripce se vSak lisi od replikace v nékolika zdsadnich
rysech. Oproti nové vznikajici DNA neztistava RNA spojena s tem-
platovou DNA vodikovymi mustky. Misto toho dochéazi hned za
mistem, kde byl pfidan ribonukleotid, k obnoveni dvojsroubovico-
vé struktury DNA a vytésnéni vldkna RNA. Proto jsou molekuly RNA
jednovldknové. Vzhledem k tomu, Ze dochazi k pfepisu pouze
malé ¢asti DNA, jsou molekuly RNA mnohem kratsi nez DNA.
Zatimco DNA lidského chromosomu ma délku vice nez 250 milionfi
part bazi, vétsSina molekul RNA je tvofena nékolika maélo tisici nuk-
leotidti a mnoho z nich je jesté kratsich.

Enzymy, které prepisuji DNA do RNA, se nazyvaji RNA-polyme-
razy. Stejné jako DNA-polymerdzy, které katalyzuji replikaci (viz
Kapitola 6), katalyzuji RNA-polymerdzy vznik fosfodiesterové vazby,
ktera spojuje jednotlivé nukleotidy a vytvafi tak cukr-fosfatovou
kostru RNA. RNA-polymeréza se pohybuje krok za krokem po DNA,
rozviji pred sebou jeji dvojsroubovicovou strukturu a uvoliuje tak
vladkno pro komplementdrni parovani s volnymi ribonukleotidy.
Také RNA je syntetizovdna ve sméru 5'—3’ (obr. 7-7), pro jeji synté-
zu jsou vsak vyuzZivany ribonukleosidtrifosfity (ATP, UTP, GTP
a CTP) a energie pochdazejici z jejich hydrolyzy (viz obr. 6-15).

Témér okamzité uvolnovani RNA z templatového fetézce
béhem syntézy umoziuje vznik mnoha kopii RNA podle DNA jed-
noho genu, protoZe dalsi RNA kopie zac¢ina vznikat obvykle pfed
dokoncenim syntézy prvni RNA (obr. 7-8). Transkripce genu
o stfedni velikosti (zhruba 1 500 nukleotidovych parti) jednou RNA-
polymerazou trvé pfiblizné 50 sekund a na tomto tseku muaze byt
navazano az 15 RNA-polymeras. To znamend, Ze béhem jedné hodi-
ny miZe vzniknout az tisic transkriptti jednoho genu. U vétsiny
gent je vSak mnozstvi transkripti mnohem mensi.

Ackoliv RNA-polymeraza katalyzuje v podstaté stejnou che-
mickou reakci jako DNA-polymeraza, jsou zde nékteré podstatné
odlidnosti. Za prvé, RNA-polymeraza katalyzuje spojeni ribonuk-
leotid@i misto deoxyribonukleotidii. Za druhé, RNA-polymeriza
postrada korektorskou schopnost — pred pridanim dalsiho nukleoti-
du do fetézce RNA nekontroluje, zda se predchézejici nukleotid
spravne paruje (viz obr. 6-18), a proto mtize RNA-polymeraza zacit
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RNA-transkript
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misto opétného spojeni misto
obou fetézc DNA
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Sroubovice DNARNA
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syntetizovat novy RNA fetézec bez potfeby primeru. V tom, Ze RNA-
polymeréza postrada tuto sebeopravnou funkci, se odrdzi i fakt, ze
transkripce neni a nemusi byt tak pfesna jako replikace DNA, pro-
toze RNA nenf uréena k trvalému uchovavani genetické informace
v buiikdach. RNA-polymeraza udéld préimérné jednu chybu na 10
pfepsanych nukleotidt (pro porovnani DNA-polymeraza jednu na
10" nukleotid).

V burice vznika nékolik typtt RNA

Vétsina genli v bunce kéduje aminokyselinovou sekvenci pro-
teinti a molekuly RNA vzniklé transkripci téchto genti jsou spole¢né
nazyvéany informaé¢ni nebo medidtorova RNA (mRNA, z anglické-
ho messenger RNA) a jejich zdsadni funkci je Fidit vznik proteinu.
Kone¢nym produktem jinych genti je samotna RNA (Tabulka 7-1).
V dalsich ¢astech této kapitoly uvidime, Ze tato neinformacni RNA,
stejné jako proteiny, ma v burce strukturni a enzymovou tlohu
a hraje diileZitou roli pfi prekladu RNA do proteinu. Ribosomdlni
RNA (rRNA) tvofi jadro ribosomu, na kterych je mRNA prekladdna
do proteinu. Transferovd RNA (tRNA) je adaptorem, ktery vybird
spravné aminokyseliny a umistuje je do spravného mista na riboso-
mu, aby mohly byt zaclenény do rostouciho aminokyselinového
fetézce.

Zatimco jsou molekuly DNA obvykle velmi dlouhé a nesou
informace pro mnoho tisic rtiznych proteint, molekuly RNA jsou

s w o

mnohem kratsi a obsahuji informaci jen z malé ¢asti DNA. U euka-

Od DNA k RNA

Obrizel 7-7 DNA je transkribovdna
enzymem RNA-polymerizou. RNA-
polymeraza (svétle modid) se pohybuje
krok za krokem podél DNA za soucasného
rozvijeni dvojsroubovice DNA a pfidavani
jednotlivych ribonukleotida (mald T)

k rostoucimu fetézci RNA

v polymera¢nim misté. Za polymerazou
se obé vldkna DNA opét spoji a vytésni
nasyntetizovanou RNA. Kratky tsek
hybridni RNA/DNA dvojsroubovice vznika
tedy pouze pfechodné, RNA

je jednofetézcovou komplementarni kopii
jednoho ze dvou fetézci DNA. Substratem
pro reakei jsou nukleotidy ve formé
ribonukleosidtrifosfat (ATF, UTP,

CTP a GTP) a pro polymeraéni reakci

je vyuzita energie uvolnéna jejich
hydrolyzou (viz obr. 6-15).

Otazka

Pohybuji se molekuly RNA-
poiymarazy na fotografii z elektronového
mikroskopu na obr, 7-8 zprava doleva nebo
zleva doprava? Pro¢ jsou transkripty mno-
hem kratsi neZ DNA, ktera je koduje?

Obrazek 7-6 Transkripee dvou gentt
zachycend na snimku z elektronového
mikroskopu. Na fotografii je vidét mnoho
molekul RNA-polymerdzy, jak soucasné
transkribuji dva sousedni geny. Molekuly
RNA-polymerézy zde vypadaji jako tecky
podél DNA s piipojenymi jemnymi vldkny
noveé syntetizované RNA. Na tomto
obrdzku jsou zachyceny piepisované geny
pro ribosomadlni RNA (rRNA). Tato RNA
neni prekladéna do proteinu, ale je pfimo
vyuzita pro stavbu ribosomt, na kterych
probiha translace. Castice viditelné na 5'-
konei viech rRNA transkriptii (volné
konce) jsou pravdépodobné tvofici se
ribosomy.
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Typy RNA v buiice

Typ RNA Funkce

mRNA kodovani proteint

rRNA soucast ribosomf, Gi¢ast na proteosyntéze
tRNA adaptor mezi mRNA a aminokyselinou

pii proteosyntéze

malé RNA ucast na sestfihu pre-mRNA, transportu proteint
do ER a jinych buné¢nych procesech

ryot zpravidla obsahuje kazdda mRNA informaci pfepsanou z jedi-
ného genu, u bakterii je ¢asto nékolik sousednich genti pfepsdano do
jedné mRNA, kterd pak nese informaci pro nékolik rtznych
proteint.

Signdly v DNA Fikaji RNA-polymeraze, kde ma zacit
a kde skoncit prepis

Pred zacatkem transkripce musi RNA-polymeraza presné roze-
znat zacatek genu a navézat se na toto misto. Zptisob, jakym RNA-
polymerédza poznédva zacatek transkripce, se lisi mezi prokaryoty
(bakterie) a eukaryoty. Protoze je situace u bakterii jednodussi, uka-
Zeme si nejprve na nich, jak transkripce zacing, a k eukaryotlim se
vratime v dalsi ¢asti této kapitoly. Iniciace (zacatek) transkripce je
velmi zajimavy proces, protoze hlavné na této trovni bunka regulu-
je, ktery protein a v jakém mnozstvi je nutno nasyntetizovat.

U bakterii ma RNA-polymeraza snahu slabé se vazat na mole-
kulu DNA, kdykoliv se s ni ndhodné setkd a potom se po ni rychle
pohybuje skluzem. Jakmile RNA-polymerdza rozpoznia v DNA
sekvenci tzv. promotoru, ktera obsahuje informaci o zacatku tran-
skripce, pevné se navaze na tento usek. RNA-polymeraza dokaze
rozpoznat zacatek transkripce, ackoliv je DNA ve dvojsroubovicové
formé, a to vytvofenim nékolika specifickych kontaktti s ¢astmi
bazi, které jsou exponovéany vné helixu.

Jakmile se RNA-polymeréaza pevné navdZe na promotor, rozvol-
ni pfed sebou strukturu dvojsroubovice a vytvoii tak kriatké jedno-
fetézcové tseky DNA (obr. 7-9A). Jedno z vldken je pak templatem
pro komplementéarni parovani bazi a RNA-polymerdza spoji prvni
dva ribonukleotidy nového fetézce RNA. K jeho prodluZovani
dochazi do té doby, nez RNA-polymerdza narazi na druhy signal
v DNA, tzv. terminator, kde se zastavi a odpouté se od templatu
DNA i fetézce RNA (obr. 7-9B).

Za rozpoznéani promotorové sekvence v bakteridlni DNA je pri-
mdarné zodpovédna podjednotka RNA-polymerdzy nazyvana
sigma-faktor. Jakmile se polymerdza navaze na promotor a nasyn-
tetizuje vldkno dlouhé priblizné 10 nukleotidd, je sigma-faktor
uvolnén a RNA-polymeraza se miize pohybovat ve sméru tran-
skripce a pokracovat v syntéze RNA. Po uvolnéni z DNA na sekven-
ci termindtoru RNA-polymerdaza reasociuje s volnym sigma-fakto-
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(A} Transkripce bakteridlniho

gen konsc genu RNA-polymeréazou. (A) Syntéza
e / v - molekuly RNA v bakterii. (B) Nukleotidové
3 ml_l 5 - 5'] DNA sekvence, které signalizuji RNA- .
promotor A SR polymerdze zagdtek a konec transkripce.
b4 templatovy fetézec Zelené oznacend oblast v horni ¢asti
RNA-polymeraza zatatek obrazku (B) predstavuje sekvenci

tézy RNA o &
SRy promotoru, ktery je rozpoznavan RNA-

polymeréazou. Cislice udévaji polohu
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r———r nukleotid vzhledem k prvnimu
transkribovanému nuldeotidu (+1).
\ Cervené oznacend oblast ve spodni ¢asti
sigma-faktor : > i
obrazku (B) je sekvence signalizujici
5" rostouci fetézec RNA ukonéeni transkripce.
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|startovni signal) -35 -10 +1

5‘—TAGTGTATTGACATGATAGAAGCACTCTACTATATTCTCAATAGGTCCACG—S']DNA
3'—ATCACATAACTGTACTATCTTCGTGAGATGATATAAGAGTTATCCAGGTGC—S‘

/
/ tar ltranskripce

/

templatovy fetézec 5' 3t RNA

TERMINATOR konec
- - - '
5‘—-cCCACAG-C..c'G'cc-A-GTTCCGCTG-G-ZC“GGCAT'TTTAACTTTCTTTAATGA—3':|DNA
3 —GGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTGAAAGAAATTACT—F

transkripce B g
P templatovy fetézec

B! 3' RNA

rem a znovu hledd promotor, na ktery by se mohla pevné navéizat
a zacit pfepisovat. '

ProtoZe je DNA dvouvlaknova, mohou teoreticky vznikat prepi-
sem jednoho genu dvé riizné molekuly RNA. Promotor je vSak asy-
metricky, a proto vaze taktéz asymetrickou molekulu RNA-polyme-
razy jen v jednom sméru; ta se po navazani mtize pohybovat jen
jednim smérem a prepisovat spravné vldkno DNA ve smeéru 5'—3’.
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Smér transkripce vzhledem k celému chromosomu se lisi gen od
genu (obr. 7-10).

PoZadavek pevné vazby RNA-polymerdzy na DNA pfed zacat-
kem transkripce umoznuje pfesnou kontrolu, které sekvence maji
byt pfepisovany — jsou to pouze ty, pfed kterymi se nachdazi promo-
tor. Tak je zajisténo, aby se piepisovaly do RNA pouze genové
sekvence. U bakterii maji geny tendenci leZet blizko sebe, takze je
mezi nimi jen kratky tsek netranskribované oblasti. Ale v rostlinné
i zivo¢isné DNA (véetné lidské) jsou geny daleko od sebe, neni
vyjimkou az 100 000 nepfepisovanych nukleotidovych parti mezi
nimi. Transkripce viech téchto tsekd by burku velice zatéZovala
a byla by pro ni plytvanim, nebot zatim nebylo prokédzano, Ze by

5

Obraz 0 Sméry transkripce
geniiv krétkém tiseku bakterialniho
chromosomu. Nékteré geny jsou
transkribovany podle jednoho vldkna,
zatimco jiné podle druhého fetézce
DNA. Smér transkripce je ddn
promotorem na zactatku kazdého
genu (zelené Sipky). Na tomto obrazku
je nakresleno zhruba 0,2% (10 000
parti bézi) chromosomu E. coli.

Geny transkribované zleva doprava
pouzivaji spodni vlakno jako templat,
pro geny pfepisované opacnym
smérem je templatem horni fetézec
(viz obr. 7-9).

Otazka 7.2 Mize byt RNA-polymeraza

podilejici se na transkripci vyuZita pro
syntézu RNA-primertd  pfi  replikaci
(viz Kapitola 6)?

tato DNA obsahovala né&jaké genetické instrukce. (Pozn. prekladate-

le: Popsany déj predpoklada, Ze se transkribujici RNA-polymeraza
pohybuje podél DNA. Existuji ale dlikazy, Ze transkripcni komplexy
mohou byt v jadru upevnény k nukleoskeletu, takZze DNA je
béhem transkripce protahovdna témito komplexy; viz téz
Kapitolu 8.)

Eukaryontni RNA podléhaji v jadfe tipravaim

Ackoliv zptisob, jakym je DNA pfepisovdana do RNA, je stejny
u vSech organismii, dalsi ipravy, které RNA podstupuje pred svym
pouzitim, se velice li§ mezi bakteriemi a eukaryoty. Bakteridlni
DNA se nachazi pfimo v cytoplasmé, kterd obsahuje i ribosomy, na
nichZ probihéd syntéza proteint. Jakmile se v pribéhu transkripce
objevi volny 5’-konec RNA, ihned na néj nasedaji ribosomy a zaci-
na proteosyntéza. Oproti tomu u eukaryot je DNA uzavfena v jddre.
K transkripci tedy musi dojit v jadre, ale ribosomy se nachézeji
pouze v cytoplasmé. Proto pied tim, neZ miiZe byt RNA pfeloZzena
do aminokyselinové sekvence, musi byt transportovédna z jadra do
cytoplasmy malymi péry v jaderné membrané (obr. 7-11). Pred
opusténim jadra vSak RNA podléha nékolika posttranskripénim
Gpravam (anglicky RNA processing). U eukaryot tedy transkripci
vznika tzv. primarni transkript (neboli heterogenni jaderna RNA,
hnRNA) — RNA, ktera jesté nebyla nijak upravena.

Transkripty jsou v jadfe déle upravovany rtiznymi zptisoby. Dvé

zakladni upravy, kterym podléhd jen budouci mRNA, jsou priddni

éepicky (anglicky: RNA capping) a polyadenylace (obr. 7-12):

1. Pfidani ¢epicky je modifikace 5'-konce primérniho transkrip-
tu, tj. konce, ktery je syntetizovan jako prvni. V této reakci je na
5'-konec navazan atypicky nukleotid — guaninovy nukleotid
s navazanou methylovou skupinou. K tomuto procesu docha-
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4. 7-11 Rez jddrem jaterni buiiky
zachycu;icn jaderné pory (Sipky). Molekuly
mRNA vznikaji v jadfe a musi byt nejprve
transportovany pory v jaderné membrané
do cytoplasmy, aby mohly byt pfekladany.
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zi obvykle kotranskripéné, tedy jesté pred dokoncenim tran-
skripce celého genu.

2.K polyadenylaci dochéazi u vétSiny nové transkribované
mRNA, a to na 3'-konci. Na rozdil od bakterii, jejichZ tran-
skripty konéi v misté, kde skoncila syntézu RNA-polymeraza,
je 3'-konec vétsiny eukaryontnich mRNA nejdrive nastépen ve
specifickém misté nukledzou a pak druhy enzym pfida na
noveé vytvofeny konec RNA-sekvenci sloZenou pouze z adeni-
nt (poly(A)-konec). Poly(A)-konec je obvykle nékolik stovek
nukleotidti dlouhy.

Tyto dvé modifikace koncti mRNA — ¢epicka a poly(A) — pravdeé-
podobneé stabilizuji molekulu RNA a pomaéhaji pfi jejim transportu
z jadra do cytoplasmy. Pozdéji jsou také vyuZity apardtem synteti-
zujicim proteiny jako signal, Ze dana mRNA mé oba konce a infor-
mace, kterou kéduje, je kompletni.

Eukaryontni geny jsou pferusovany
nekoédujicimi sekvencemi

Vétsina eukaryontnich RNA podléhda kromé pfiddni cepicky
a polyadenylace jesté dalsi tupravé. Tento krok posttranskripénich
tiprav je mnohem radikalnéjsi nez prvni dvé tpravy a je diisledkem
prekvapivého zplisobu uspofadani eukaryontnich genti. V sedmde-
satych letech byli bunééni biologové studujici transkripci v eukary-
ontnich buiikdch znaéné prekvapeni vlastnostmi eukaryontni RNA
v jadie, protoZe se velmi lisily od vlastnosti bakteridlni mRNA.
Zjistili, Ze jaderna RNA, ktera by mohla byt diky guanosinové ¢epic-
ce a poly(A) konci povazovana za budouci mRNA, je v cytoplasmé
mnohem kratsi, ackoliv ma stéle na svych koncich cepicku i poly(A)
konec. Navic pouze 5 % z RNA, kterd v jadfe vznikla, se nakonec
dostalo do cytoplasmy. To vypadalo nejen jako zbytecné plytvani,
ale navic i velmi zdhadné: jak se mohou ztratit prostfedni dseky
molekuly RNA?

Od DNA k RNA

7-methylguanosin
HO OH

@

NE

CH trifosfatovy

5' -konec
primarniho transkriptu
I 1

OH
mdstek 5'-5' 0
CH,

OH
CH,
OH
Porovnéni struktur

prokaryontni a eukaryontni mRNA. (A) 5'-
a 3'-konce bakteridlni mRNA nejsou nijak
modifikované, tvofi je prvni a posledni
nukleotid transkribovany RNA-
polymerazou. Odpovidajici konce
u eukaryontni mRNA vznikaji pfidanim 5'-
cepicky a od§tépenim 3’-konce
priméarniho transkriptu, ktery je nahrazen
piiddnim nékolika adeninil (poly(A)
konec). Obrazek ukazuje jesté dalsi rozdil
mezi prokaryontni a eukaryontni mRNA:
bakterialni mRNA miiZe obsahovat
informaci pro syntézu nékolika riznych
proteint, zatimco eukaryontni mRNA
kaduje takrka vidy jediny protein. (B)
Struktura ¢epicky na 5'-konci eukaryontni
mRNA. Poviimnéte si neobvyklé 5'-5'
vazby mezi 7-methylguanosinem ¢epicky
a zbytkem RNA. Mnoho eukaryontnich
mRNA ma jesté dal$i modifikaci na 5'-
konci: metylovou skupinu na 2'-OH

skupiné ribosy druhého nukleotidu (neni
nakresleno).

219



kéduijici oblast
*,

bakterialni gen

kodujici oblasti
(exony)

nekadujici oblasti
(introny)
/ \ /' N
4 3 /

=== _.3‘:|DNA
S il

eukaryontni gen

Odpovéd prisla v roce 1977, kdy bylo zjisténo, Ze usporadant
eukaryontnich genti je naprosto odlisné od usporadéani genti bakte-
ridlnich. U bakterii je vétSina proteinti kddovdna nepferusenym
usekem DNA, ktery je pfepsan do RNA a ta slouZi bez dalsich tiprav
jako templat pro syntézu proteinti. VétSina eukaryontnich genti ma
vak kodujici sekvenci prerusenou sekvencemi, které nejsou piekla-
déany do proteinti. Tyto nekodujici sekvence se nazyvaji introny
(obr. 7-13). Useky kédujicich sekvenci, tzv. exony, byvaji mnohem
krat3i nez introny. Kédujici sekvence je tedy jen malym zlomkem
délky celého genu. Vétsina intronti mé velikost 80-10 000 nukleoti-
da, ale existuji i introny delsi (obr. 7-14).

Introny jsou z RNA odstranény sestfihem

Pro vznik mRNA v eukaryontni burice je nejdfive nutnd tran-
skripce celého genu — exonti i intronti — do primarniho transkriptu.
Po pridani ¢epicky a poly(A) konce, ale pfed opusténim jadra, jsou
vSechny introny vystfiZeny a exony spojeny dohromady. Vysledkem
je mnohem kratsi molekula RNA, kterd obsahuje nepferusenou
kédujici sekvenci. Jakmile je tento krok, nazyvany sestfih RNA (ang-
licky: RNA splicing), dokon¢en, mtiZe byt mRNA transportovdna do
cytoplasmy a tam piekladana na proteiny.

Ale jak burika poznd, kterou ¢ést primarniho transkriptu ma
odstranit? Na rozdil od kédujici sekvence se zda, ze vétsina sekven-
ce intronu neni dileZitd. Ac¢koliv je mezi réiznymi introny urcita
mala sekvencni podobnost, pouze nékolik mélo nukleotidii urcuje,
Ze prave tato sekvence ma byt z RNA odstranéna. Tyto rozhodujici
nukleotidy se nachdzeji na koncich intronu nebo v jejich blizkosti
a jsou stejné nebo velmi podobné pro v§echny introny (obr. 7-15).

Introny jsou odstraniovany enzymy, které jsou na rozdil od vét-
Siny ostatnich enzymi sloZeny z proteinti a RNA. Tyto sestfihové

gen lidského B-globinu gen lidského faktoru VIl

Porovnani bakteridlniho
a eukaryontniho genu. Bakteridlni gen
je tvofen nepferusenou sekvenci
nukleotidi, ktera je pielozena do proteinu.
Jina situace je u vétSiny eukaryontnich
gend, které jsou tvofeny kodujicimi
sekvencemi (exony) prerusovanymi
nekédujicimi aseky (introny). Promotory
jsou oznaceny zelené.

Struktura dvou lidskych
gentl ukazujici uspofddani exonil
a intronti. (A) Nukleotidov4 sekvence
celého B-globinového genu, ktery kdduje
jednu z podjednotek hemoglobinu, byla
na obrazku 6-9. Jak je naznaceno zde,
celd sekvence je tvofena tfemi exony. (B)
Gen pro faktor VIII kéduje protein (faktor
VIII), ktery se ticastni sraZeni krve.
Mutace v tomto velkém genu je
zodpovédna za nejcastéjsi formu
hemofilie. Jak je zde nakresleno,
cely gen obsahuje 26 exonfi.

123 1 5 10 14 22 25 26
il 1 nen e ] 1 i mn a
i i et B 10 1 m L
\|/
i exony i
2000 200 000 nukleotidovych pard
(A) nukleotidowych péri (B)
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Od DNA k RNA

Nukleotidové sekvence
uréujici zacétek a konec intronu.
Tri nukleotidové sekvence jsou nutné
pro rozpoznani a vystépeni intronu,
zbyvajici éasti intronu mohou obsahovat
libovolné sekvence nukleotidil. Specifické
sekvence jsou rozpozndvany snRNP
¢asticemi, které roztépi exon-intronové
hranice a spoji sousedni exony. Cervené
oznaceny adenin je mistem uzavieni
lasovité smycky (viz obr. 7-16), nachazi
se obvykle pfiblizné 30 nukleotidt pfed
3'-koncem intronu.

Mechanismus sestfihu RNA.
Sestfih RNA je katalyzovan nékolika snRNP
(barevné krouzky) a dalsimi proteiny
(nejsou nakresleny). Jednou
z funkei komplexu snRNP ¢astic (tzv.
sestfihovy komplex, anglicky: spliceosome)
je pEiblizeni obou koncti intront tak,
aby mohla reakce probéhnout. Po navizani
viech snRNP atakuje specificky adenin
intronu (Cervené oznaceny)
5'-sestfihové misto a rozstépi v tomto
misté cukr-fosfatovou kostru RNA.
Uvolnény 5'-konec intronu je kovalentné
navazan na tento adenin za vzniku
smycky neboli lasovité struktury (viz obr. 7-
17). Volny 3'-konec prvniho exonu
pak reaguje se zacatkem druhého exonu,
roz5tépi intron-exonové spojeni a je
kovalentné spojen s 5’-koncem druhého
exonu. Vysledkem celého sestiihu
je spojeni dvou sousednich exonti do jedné
kodujici sekvence za souc¢asného uvolnéni
intronu v lasovité podobé.
Intron je pozdéji odbouran.
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Struktura rozvétvené RNA, ktera vznika pfi sestfihu.
Nukleotid oznaceny cervené je adenin z obriazkt 7-15 a 7-16.
Rozveétveni vznikd kovalentnim spojenim 5'-konce intronu
s 2'-OH skupinou tohoto adeninu. Rozvétveni fetézce zlistava
kone€nou souédsti vystépeného intronu a je pficinou jeho lasovité
struktury (viz obr. 7-16).

enzymy se nazyvaji malé jaderné ribonukleoproteinové castice
(snRNP; z anglického small nuclear ribonucleoprotein particles).
U kaZdého intronu se vytvoii komplex sloZzeny z nékolika druhti
téchto snRNP a umozni vystfizeni intronu a spojeni dvou soused-
nich exonovych tsekt. Intron je sestfihem uvolnén ve formé ,laso-
vité struktury” (obr. 7-16 a 7-17). Jednou z roli RNA v snRNP je na
zakladé parovani bazi rozpoznat zac¢atek intronu a misto uzavieni
lasovité struktury (obr. 7-16). Po navazani na tato mista se snRNP
spoji do jednoho komplexu a pfibliZi tim oba konce intronu k sobé.
Ackoliv snRNP hraji pri sestfihu hlavni dlohu, pro sestfih jsou
nezbytné také nékteré dalsi proteiny.

Intron-exonové usporadani gent se na prvni pohled muiZe zdat
zbyteénym plytvanim, ale v kone¢ném efektu ma pozitivni dtisled-
ky. Pravdépodobné bylo toto uspofadani gent dtlezité v pocatec-
nich stadiich evoluce, protoZe mohlo urychlit vznik novych, uZitec-
nych proteinti. Pfitomnost intronti v DNA umoziuje s mnohem
vétsi pravdépodobnosti rekombinaci mezi exony, jak si vysvétlime
v Kapitole 9. To znamend, Ze geny pro nové proteiny mohly vznikat
rychleji pouzitim ¢asti jiz preexistujicich genti, podobné jako mtize-
me postavit novy typ stroje z jiZ ovérenych funkénich soucdstek.
Vskutku mnoho proteinii dnesnich bunék pfipomina slepenec slo-
Zzeny ze sady nékolika stejnych kouski nazyvanych proteinové
domény (viz Kapitola 5).

Sestfih RNA piinasi eukaryottim jesté jednu vyhodu. Primarni
transkript mnoha eukaryontnich genti mtiZe byt sestfizen riznymi
zplisoby podle bunééného typu nebo vyvojového stadia. Vysledkem
tohoto tzv. alternativniho sestfihu je nékolik riznych mRNA. Z jed-
noho genu tak miZe timto procesem vznikat nékolik riiznych pro-
teint (obr. 7-18).

Nakonec se tedy zd4, Ze sestfih RNA a intron-exonové uspofa-
dani genti neni plytvanim, ale Ze jesté dale zvySuje jiz tak velky
kédujici potencial eukaryontniho genomu.

e gen o- tropomyosmu e —

exony introny
TRANSKRIPCE A SESTRIH
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pruhovaného svalu

TR g WP Y|V v -

o W
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s e o T -
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11 Alternativni sestfih
o-tropomyosinového genu u krys.
a-Tropomyosin je fibrilarni protein (viz
obr. 5-11), ktery reguluje kontrakci ve
svalovych burikdch. Jeho role v ostatnich
druzich bunék neni zatim zcela objasnéna.
Podle nukleotidové sekvence DNA vzniké
primdrni transkript, ktery mtiZe byt
sestfiZen riiznymi zptisoby, jak je
naznaceno na obrazku, a dat tak vznik
riznym molekuldm mRNA a tim
i rozliénym typtim proteinti. Uréity druh
sestfihu je typicky pro urcity bunéény typ.
Napiiklad ¢-tropomyosin vznikajici
v pfiéné pruhovaném svalu se lisi od
a-tropomyosinu v hladkém svalstvu.
Sipky v horni ¢4sti obrazku reprezentuji
mista, kde mazZe dojit ke $tépeni a pfidani
poly(A) konce.
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Molekuly RNA jsou v burice nakonec degradovany

ProtoZze RNA mtize byt prekladana opakované, ovliviuje délka
Zivota mRNA v burice mnozstvi proteinu, které z ni mtiZe byt pfe-
loZeno (viz obr. 7-2). Kazda molekula RNA je nakonec degradovana
na jednotlivé nukleotidy, ale doba existence se mezi jednotlivymi
druhy mRNA 1i8i v zavislosti na jeji nukleotidové sekvenci a bunéc-
ném typu. Vét§ina mRNA v bakteriich je velice rychle odbouréna,
typickou dobou zZivota mRNA jsou pfiblizné tfi minuty. Eukaryontni
mRNA existuje obvykle mnohem déle. Nékteré mRNA, napiiklad
pro B-globin, jsou degradovany az po vice nez 10 hodinéach, jiné uz
po 30 minutéch. Tyto odlisné doby Zivota jsou signalizovany nuk-
leotidovymi sekvencemi v RNA samotné, vétSinou v ¢asti nazyva-
né 3'-neprekladand oblast, ktera se nachazi mezi 3’-koncem kédu-
jici sekvence a poly(A)-koncem. Odlisna délka existence rtiznych
RNA pomdha burce regulovat mnozstvi jednotlivych vznikajicich
proteinti. Obecné feceno, proteiny syntetizované ve velkych mnoz-
stvich (napfiklad B-globin), jsou prekladény z RNA s dlouhym
polocasem zivota, zatimco proteiny potiebné pouze v malém
mnoZstvi nebo proteiny, jejichZ mnozstvi je tfeba rychle regulovat
podle rtiznych signalti, maji RNA s velmi kratkou dobou Zivota.

Prapiivodni buiiky pravdépodobné obsahovaly
ve svych genech introny

Jak uz jsme si v této kapitole popsali, pro vyuziti genetické
informace musi burika nejdfive pfepsat DNA do RNA specifickou
RNA-polymerédzou, a to na zdkladé komplementdarntho parovani

Od DNA k RNA

PROKARYOTA

DNA

TRANSKRIPCE
N — ———— ]
l TRANSLACE

protein e=———=—o—

Souhrn procest vedoucich
od genu k proteinu. Kone¢né mnoZzstvi
proteinu v burice zavisi na ic¢innosti
viech jednotlivych krokil podilejicich se na
vzniku proteinu a na rychlosti degradace
mRNA i proteinu samotného. (A)

V eukaryontnich burikach vznika
transkripci molekula primérniho
transkriptu, ktera obsahuje exonové

a intronové sekvence. Oba jeji konce jsou
modifikovény a introny jsou vystépeny

v enzymové katalyzovaném sestfihu.
Vyslednd mRNA je transportovdna z jadra
do cytoplasmy, kde je pfekladdna. Ackoliv
jsou jednotlivé kroky nakresleny tak,

ze probihaji jeden za druhym, vétSina

se jich odehravad soucasné. Napriklad
pridédni ¢epicky i sestfih probihaji jiz

pred dokonéenim transkripce. (B)

U prokaryot je vznik mRNA znaéné
jednodussi. 5'-Konec molekuly vznikd
iniciaci transkripce, 3'-konec mRNA je
uren mistem terminace. ProtoZe
prokaryontni buiiky nemaji jadro

a transkripce i translace probihaji

v jednom oddilu, translace casto zac¢ina
pied dokonéenim syntézy mRNA.
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bazi — tento proces transkripce je naprosto univerzélni. Ale osud
vysledného transkriptu (u eukaryot primérniho transkriptu) se
znacné liSi mezi eukaryoty a prokaryoty (obr. 7-19). MtiZe to vypa-
dat zdhadné, Ze navzdory mnoha podobnostem pfi vzniku RNA se
muzZe vyskytnout néco tak specifického, jako je sestfih RNA.
Objeveni intronti v eukaryontnich genech bylo pro biology znaé-
né prekvapivé, protoZe jejich dosavadni znalosti pochéazely jen ze
studii prokaryot. Jak mohla takova odli§nost viibec vzniknout? Jiz
jsme si v této kapitole ukézali, Ze sestfih RNA ddva organismm
nékteré vyhody v evoluci a v moznosti kontrolovat genovou
expresi. Ovéem za tuto vyhodu eukaryontni bunky plati vétsim
genomem a jeho ndro¢néjsi tidrzbou. Podle jednoho tvrzeni obsa-
hovala praptivodni buiika — spole¢ny ptedchtidce prokaryot
a eukaryot — introny, které byly ztraceny u prokaryot béhem dals{
evoluce. Prokaryota se obvykle rozmnozuji velmi rychle, a proto
vyhoda malého genomu (dovolujiciho rychlejsi replikaci) mutize
byt jednim z faktor®, ktery byl pfi¢inou postupného vymizeni
intronti u bakterii. Souhlasné s touto teorii i nizsi eukaryota, ktera
se také rychle rozmnozuji (naptiklad nékteré kvasinky), maji mno-
hem méné intront, které jsou velice kratké v porovnanis ostatni-
mi eukaryoty.

V této Casti kapitoly jsme poznali, Ze koneénym produktem
nékterych genti je RNA jako takova, napiiklad RNA pfitomnd
v snRNP. Mohli bychom uvést mnohem vice pfikladit RNA, které
funguji jako strukturni i katalytické soucasti buiiky, ale vétsina
gent v bunce kéduje RNA uréenou pro syntézu proteint.
V nasledujici ¢ésti se dozvime néco o tom, jak je informace pie-
chodné uloZend do mRNA pfekldddna do aminokyselinové
sekvence proteinu.

Na konci padesatych let biologové prijali teorii, Ze informace
uloZzend v DNA je nejprve pfepsédna do RNA a pak pieloZena do
proteinu. Sporem vsak zlstdvalo, jak je linedrni sekvence nukleoti-
dit RNA pfevedena do linearni sekvence chemicky zcela odlisnych
podjednotek proteinti — aminokyselin. Tato zdhada byla v té dobé
jednou z nejvétsich. Byl zde kryptogram, ktery vymyslela sama pii-
roda a ktery po vice neZ tfech miliardach let mtiZe byt rozfesen jed-
nim z produktii evoluce — ¢lovékem! Postupné krok za krokem byl
rozsifrovdn nejen kéd, ale z kouskd byly poskladéany i hlavni rysy
procesu, kterym buriky vytvafeji proteiny.

AGA UUA

AGG UuG
GCA CGA GGA CUA
GCC CGC GGC AUA  CUC
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA uuc
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU
Ala Arg Asp  Asn  Cys Gl Gln Gly His |l Leu Lys Met  Phe
A R D N C E (0] G H 17 K ] F
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Aniz byste se podivali zpatky,
nakreslete schéma zékladnich krokt sestfi-
hu. Oznaéte spojeni exont a intrond v pri-
marnim transkriptu, snRNP, vystfizeny
intron a hotovou mRNA. B&hem sestfihu
katalyzuje tentyz komplex snRNP jak §té-
peni v prvni exon-intronové hranici, tak
nasledné spojeni dvou sousednich exond.
Co by se mohlo stat, kdyby obé reakce byly
katalyzovany enzymy, které by nebyly aso-
ciovany v jednom komplexu?

Geneticky kéd. Standardni
jednopismenné symboly aminokyselin
jsou uvedeny pod jejich tfipismennymi
symboly (cely ndzev a struktura viz panel
2-5, str. 62-63). Podle konvence je 5'-konec
nukleotidové sekvence vzdy zapisovan
vlevo. Vét§ina aminokyselin je kodovana
vice nez jednim kodonem, Ize zde nalézt
i urcité pravidelnosti ve struktufe kodonf
pro jednu aminokyselinu. Kodony pro
stejnou aminokyselinu maji obvykle na
prvni a druhé pozici stejny nukleotid a ligi
se pouze tietim nukleotidem. Tfi kodony
nespecifikuji Zidnou aminokyselinu, misto
toho maji roli terminaénich kodonti (stop-
kodony), které signalizuji konec kédujici
sekvence. Jeden kodon, AUG, funguje
jednak jako inicia¢ni kodon (signalizuje
zacatek translace) a také jako kodon, ke
kterému je pfifazen methionin. Dalgi
kodon, UGA, funguje bud jako terminaéni
nebo kéduje selenocystein.

AGC
AGU
CCA UCA AcCA GUA
CCC uUcc Acc GUC UAA
CCG UCG ACG UAC GUG UAG
CCU UCU ACU UGG UAU GuUU UGA
Ser Thr  Trp Tyr Val top
P S T wW Y v



Tfi mozZné Cteci ramce pfi proteosyntéze.
Pii translaci nukleotidové sekvence (modrd) do aminokyselinové
(zelend) je nukleotidovd sekvence mRNA ¢tena z 5'-konce po
trojicich nukleotidii. Taz sekvence mRNA muzZe tedy kédovat
tfi rizné aminokyselinové sekvence podle toho, od kterého
nukleotidu translace za¢ne. Ve skutecnosti pouze jeden
¢teci ramec kéduje protein.

mRNA je dekédovana po trojicich nukleotidi

Jakmile vznikne funkéni mRNA, informace v ni obsaZena
muize byt ihned pouzita pro syntézu proteinu. Transkripce jako
pfenos informace je pomérné snadno predstavitelnd, protoze
DNA a RNA jsou si strukturné i chemicky podobné a RNA mizZe
vznikat podle DNA na zdkladé komplementarniho parovani bazi.
Jak termin transkripce napovida, mizZeme ho jednodusSe pfipo-
dobnit k pfepisu rukou psaného textu napfiklad na psacim stro-
ji. Jazyk sdm, ani forma informace timto pfepisem nebyly zmé-
nény a navic symboly pouZité pro jeji zapsani jsou si znacné
podobné.

Na rozdil od transkripce je konverze informace uloZené
v RNA do proteinové sekvence, kdy je tato informace preloZzena do
jiného jazyka, ktery pouziva zcela odlisné pismo. Zatimco RNA tvori
pouhé Ctyfi stfidajici se nukleotidy, proteiny tvofi jedenadvacet
riznych aminokyselin. Nemtize tedy dochdzet k prenosu informa-
ce z jednoho nukleotidu na jednu aminokyselinu. Pravidla, ktery-
mi se fidi prostfednictvim mRNA pfenos z nukleotidové sekvence
DNA do aminokyselinové, jsou definovdna jako geneticky kéd.
Tento kéd byl rozlustén na pocatku Sedesatych let dvacédtého stoleti.

Sekvence nukleotidit RNA je postupné ¢tena ne jako jednotli-
vé baze, ale jako jejich trojice. Protoze RNA je linearni polymer slo-
zeny ze Ctyf podjednotek, spojenim tfi nukleotidi lze vytvofit
4x4x4=64 kombinace: AAA, AUA, AUG,... V proteinech se viak
vyskytuje obvykle pouze jedenadvacet aminokyselin. Bud tedy
nékteré trojice nemaji pfifazenou Zadnou aminokyselinu, nebo
mutze byt skupina nékolika tripleti pfeloZena jako stejna amino-
kyselina. Jak je ukdzadno na obr. 7-20, druhd moZnost se ukéazala
jako spravna. Kazda skupina tfi nukleotidi RNA se nazyva kodon
a urcyje jednu aminokyselinu.

Geneticky kéd je univerzalni pro vSechny dnes Zijici organis-
my. V dnesni dobé uz sice vime o existenci nékolika malo odchy-
lek, ale nalézdme je vétSinou v mitochondriich. Vzhledem
k tomu, Ze mitochondrie maji sviij vlastni transkrip¢ni i translac-
ni aparat zcela nezavisly na zbytku bunky (viz Kapitola 13), mohly
se tyto malé odchylky od univerzalniho genetického kédu snadno
vyvinout a udrzet béhem evoluce.

V principu mtize byt RNA prekladéana ve vsech tfech ¢tecich
ramcich podle toho, u kterého nukleotidu translace za¢ne (obr. 7-
21). Avsak jen v jednom ctecim ramci vznika pozadovany protein.
Pozdéji si ukdzeme, jak si burika umi vybrat ten jediny spravny ze

s

tfi ¢tecich ramecti.

Od RNA k proteinu

CU CAG CGU UAC CAU.

Geneticky kod byl rozlustén
na zakladé experimentd, kdy byly pro
translaci pouZity polynukleotidy z opakuji-
cich se sekvenci misto mRNA. Ve zkumav-
ce byly navozeny uréité podminky, které
umoznily ribosomam zacit proteosyntézu
kdekoliv na RNA, to znamend bez potfeby
iniciaéniho kodonu, ktery je nezbytny
v Zivych bunkach. Jestlize byly jako tem-
platy pouzity polynukleotidy (1) UUUUUU-
UU..., (2) AUAUAUAUAU..., (3} AUCAU-
CAUC..., vznik jakého polypeptidu byste
otekavali v jednotlivych pfipadech?
(Pouzijte geneticky kod na obr. 7-20.)



pfipojena
aminokyselina
{Phe)

D
®
y

antikodon trojlistek
(A) (B)

5' GCGGAUUUAGCUCAGDDGGGAGAGCGCCAGACUGAAYAYCUGGAGGUCCUGUGTYCGAUCCACAGAAUUCGCACCA 3
—_

(D) antikodon

Molekuly tRNA pfifazuji aminokyseliny
ke kodontim v mRNA

Kodony v mRNA nerozpoznavaji piimo aminokyseliny, které
specifikuji. To znamena, Ze se skupina tfi nukleotid nevaze pfimo
na danou aminokyselinu. Translace mRNA do proteinu zavisi na
adaptorovych molekulach, které jsou schopny jednou ¢asti moleku-
ly rozpoznat a sparovat se s kodonem v mRNA a jinou casti vazat
aminokyselinu. Tyto adaptory tvofi skupina malych RNA nazyva-
nych spole¢né transferové RNA (tRNA). VSechny tRNA maji délku
kolem 80 nukleotidti.

Jiz dtive jsme si ukazali, Ze se molekuly RNA bali do trojrozmeér-
né struktury vytvafenim part bazi mezi riznymi oblastmi téze
molekuly (viz obr. 7-5). Jestlize jsou sparované tseky dostatecné
dlouhé, mohou vytvofit dvojsroubovicovou strukturu podobné jako
DNA. Molekuly tRNA jsou toho nazornou ukazkou. Hned ¢tyfi krat-
ké useky tvofi dvojsroubovice a pokud si schematicky nakreslime
tRNA, bude vypadat jako jetelovy trojlistek (obr. 7-22A). Napfiklad
sekvence 5'-GCUC-3’ v jedné ¢asti molekuly RNA se bude relativne
silné parovat se sekvenci 5-GAGC-3" v jiné oblasti téZe molekuly.
Trojlistek podléha jesté dalsimu sbaleni a vytvaii koneénou struktu-
ru ve tvaru pismene L, ktera je udrzovana také na zdklade vodiko-
vych mustkti mezi riznymi ¢astmi molekuly (obr. 7-22).

Pro funkci tRNA pfi syntéze proteint jsou nezbytné dvé oblasti
nesparovanych nukleotidti, které se nachdzeji na koncich L tvaru
molekuly. Jedna z téchto oblasti se nazyva antikodon, coz jsou tii
nukleotidy komplementarni ke kodonu v mRNA. Druhou oblasti je
kratky jednofetézcovy 3'-konec molekuly, na ktery je navazédna ami-
nokyselina specifickd pro danou tRNA.
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Molekula tRNA. Na sérii

téchto obrazku je zachycena riznymi

zptisoby tRNA specificka pro fenylalanin
(Phe). (A) Struktura jetelového listu
pouzivané pro demonstraci
komplementarniho parovani bazi
(Cervené cdry), které vytvari
dvousroubovicové useky. Antikodon je
sekvence tif nukleotidt, které se paruji

s kodonem v mRNA. Aminokyselina,
uréend danym kodon/antikodonovym
parem, je pfipojena na 3'-konec tRNA.
Molekuly tRNA ¢asto obsahujf atypické
baze, které vznikaji chemickou modifikaci
hotové tRNA. Bdze oznaené jako ¥
(pseudouridin) a D (dihydrouridin) jsou
odvozeny od uracilu. (B) a (C) Skutecny
L-tvar tRNA podle rentgenostrukturni
analyzy (X-ray diffraction). (D) Linedrn{
nukleotidova sekvence tRNA, barevné
oznacené sekvence odpovidaji

tiseklim na obrdzcich A, Ba C.



V piedchazejici ¢asti jsme videéli, Ze geneticky kéd je redundant-
ni, to znamend, ze nékolik riznych kodont mtze urcovat jednu
aminokyselinu (viz obr. 7-20). Z této redundance vyplyva, Ze bud
existuje pro mnoho aminokyselin vice tRNA s rtiznymi antikodony,
nebo se nékteré antikodony tRNA mohou parovat s vice neZ jednim
kodonem v mRNA. Ve skute¢nosti jsou obé moznosti spravné. Pro
nékteré aminokyseliny existuje vice tRNA, na které se mohou vazat,
a nékterym tRNA jejich struktura umoziuje vazat se na vice kodo-
nt. To je mozné diky tomu, Ze se sice prvni dva nukleotidy kodonu
pfesné paruji s poslednimi nukleotidy antikodonu, ale zbyvajici
nukleotidovy par se mtiZe parovat méné stabilnim zptisobem - vyu-
7iva pro svou stabilizaci jiné vodikové mtstky. Toto tzv. kolisavé
pdrovdni bdzi (anglicky: wobble) vysvétluje, pro¢ se mnoho alterna-
tivnich kodonti pro jednu aminokyselinu lisi pouze poslednim nuk-
leotidem (viz obr. 7-20). Kolisavé parovani bazi umoziuje pfifadit
21 aminokyselin 61 smysluplnym kodontim pomoci minimaélniho
poctu 31 tRNA molekul. Pfesny pocet druhti tRNA se vSak liSi druh
od druhu.

Specifické enzymy pfipojuji spravné aminokyseliny
k jejich tRNA

Ukézali jsme si, Ze si burika vytvaii mnoho druhti tRNA, aby
mohla preloZit nukleotidovou sekvenci do proteinu (pozndmka pre-
kladatele: v kvasince Saccharomyces cerevisiae je celkem 276 genti
pro tRNA!). Nyni se musime zeptat, jak kazda tRNA dokaZe navazat
tu svoji jedinou spravnou aminokyselinu. Rozpoznani a pfipojeni
spravné aminokyseliny je funkci enzymt nazyvanych aminoacyl-
tRNA-syntetdazy. Kazda burika mé dvacet rtiznych syntetaz, pro
kazdou aminokyselinu jednu; jedna vaze glycin na vSechny tRNA,
které rozpoznavaji vsechny kodony pro glycin, druhéa véze alanin
na vsechny tRNA, které rozpozndvaji kodon pro alanin atd.
Specifické nukleotidy v obou ramenech, antikodonovém i vdzajicim

aminokyselina (Trp)

\T @] T 0]
7 Z
HN—C—cZ HN—E—e
‘ OH ‘{t:iRNNJ‘\q ) ‘ g / vazba
cle clH,
€ &
N N-CH
H H
% [AMP] + 2P,
vazba aminokyseliny
- k tRNA

tryptofanyl-
tRNA-syntetaza

Od RNA k proteinu

makroergni

tRNA se vaze
na svij kodon v mRNA

) Geneticky kdd je prekladan
diky dvéma po sobé nésledujicim
adaptortim. Prvnim adaptorem je
aminoacyl-tRNA-syntetdza, kterd
umoznuje kovalentni navazani pfislusné
aminokyseliny k jeji specifické tRNA.
Druhym adaptorem je tRNA, jejiz
antikodon se paruje s kodonem v mRNA.
Chyba v jednom z téchto krokti ma za
nasledek zaclenéni chybné aminokyseliny
do polypeptidového fetézce. Na tomto
obrazku je tryptofan (Trp) pfifazen
kodonu UGG v mRNA.
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400 nm

aminokyselinu, umoznuji rozpoznani kazdé tRNA vlastni aminoa-
cyl-tRNA-syntetazou. Aminoacyl-tRNA-syntetdzy jsou v dekéduji-
cim procesu stejné dulezité jako tRNA, protoZe pouze za ucasti
obou dvou mitiZe byt ke kodonu pfifazena sprdvna aminokyselina
(obr. 7-23).

Reakce katalyzovana aminoacyl-tRNA-syntetdzou je v bunce
jednou z mnoha, které vyzaduji dodani energie hydrolyzou ATP (viz
obr. 3-27); pfi této reakci je energie vyuZzita pro tvorbu vysokoener-

+ ~ RNA
+ ~ RNA o RNA
+ RNA
=49 proteind + 3 molekuly RNA =33 proteind + T molekula RNA
I ]
velka podjednotka mala podjednotka
=, M, = 1400 000
M, = 2 800 000

velkd
podjednotka

=82 proteind

. + 4 molekuly RNA
mala _ |

podjednotka

cely ribosom
=4 200 000
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Ribosomy v cytoplasmé
eukaryontni buiiky. Tato fotografie
z elektronového mikroskopu ukazuje
tenky fez malou ¢asti cytoplasmy.
Ribosomy vypadaji jako ¢erné tecky
(Cervené Sipky). Nékteré jsou volné
v cytoplasmé, jiné jsou navdzany na
membranu endoplasmatického retikula.

Komponenty
eukaryontniho ribosomu. Kompletni
trojrozmérnd struktura ribosomu neni
dosud pfesné zndma, hruby tvar
prokaryontniho ribosomu, ktery je
podobny eukaryontnimu, byl uréen
elektronovou mikroskopii a je ukdzan
vlevo dole. Velkd podjednotka je
zndzornéna modre, mald Zluteé.



E-mjsto  P-misto  A-misto

\ velka
A __— ribosomaini

podjednotka

____________ mala
o [~ ribosomaini
f podjednotka ™

vazebné misto
pro mRNA

(A)

(B)

getické vazby mezi tRNA a aminokyselinou. Tato energie je pozdéji
vyuzita pro tvorbu kovalentni vazby mezi rostoucim polypeptido-
vym fetézem a nové piidavanou aminokyselinou.

mRNA je dekédovana na ribosomech

Rozpoznéni kodonu antikodonem tRNA je zavislé na stejném
komplementarnim parovani bazi, jaké je vyuzivano pii replikaci
nebo transkripci. Pro rychlou a pfesnou translaci mRNA do protei-
nu je vsak zapotiebi velkého mnohapodjednotkového komplexu,
ktery se pohybuje podél mRNA, zachytava komplementarni mole-
kuly tRNA, drzi je ve spravné pozici a spojuje na nich navazané ami-
nokyseliny do rostouciho proteinového retézce. Tento komplex tvo-
feny dvéma podjednotkami se nazyva ribosom a je sloZen z vice nez
50 druhti proteinti (souhrnné nazyvanych ribosomdlni proteiny)
anékolika druhtt RNA (ribosomadlni RNA, rRNA). Typickd bunka mé
v cytoplasmé miliony ribosomti (obr. 7-24). U eukaryot vznikaji
ribosomélni podjednotky v jadie asociaci nové transkribovanych
TRNA s ribosomadlnimi proteiny, které byly transportovany do jadra
z cytoplasmy. Jednotlivé podjednotky jsou pak transportovany zpét
do cytoplasmy, kde se Gi¢astni proteosyntézy.

Eukaryontni a prokaryontni ribosomy jsou si velmi podobné
tvarem i funkei. Oba jsou sloZzeny z malé a velké podjednotky, které
se spojuji do velkého ttvaru s hmotnosti nékolika milionti daltont
(obr. 7-25) (pro porovnani primeérny protein ma hmotnost kolem
40 000 daltonti). Mald podjednotka zodpovidéd za nasednuti tRNA
na kodony mRNA, velkd katalyzuje vznik peptidové vazby mezi
aminokyselinou a polypeptidovym fetézcem (viz Kapitola 2). Obé
podjednotky se spojuji na molekule mRNA obvykle blizko jejiho 5'-
konce a zahajuji syntézu proteinu. Ribosom se pohybuje podél
mRNA, preklddda nukleotidovou sekvenci do aminokyselinové za
pouziti tRNA jako adaptor(i a po dosyntetizovani proteinu se obé

Od RNA k proteinu

Vazebnda mista pro RNA na
ribosomu. Kazdy ribosom md jedno
vazebné misto pro mRNA a tii vazebnd
mista pro tRNA — A-, P- a E-misto (zkratky
z anglického aminoacyl-tRNA, peptidyl-
tRNA a exit sites). (A) Schematicky model
ribosomu, ktery budeme pouzivat
i v nasledujicich obrdzcich. (B) Model
prokaryontniho ribosomu, ktery zobrazuje
mRNA (oranzové kulicky) a pozici tRNA
v A-misté (ritzové), tRNA v P-misté
(zelené) a tRNA v E-misté (Zluté).

Na tomto modelu je velka ribosomalni
podjednotka svétle modrd, mala
podjednotka svétle zelend. Ackoliv jsou
zde zachyceny tRNA ve vSech tfech
mistech, ve skutec¢nosti jsou béhem
proteosyntézy obsazena maximalné

dvé mista pro tRNA najednou (viz 7-27).
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Obrazek 7-27 Translace molekuly mRNA. Pii proteosyntéze je
neustdle opakovan titkrokovy cyklus. V prvnim kroku je aminoacyl-
tRNA navazdna do A-mista na ribosomu, ve druhém kroku vznika nova
peptidicka vazba. Ve tietim kroku se mala podjednotka posune

o tfi nukleotidy podél mRNA, ¢imz se uvolni tRNA bez navdzané
aminokyseliny z E-mista a tRNA z A-mista se pfesune do P-mista.

Do volného A-mista se miiZze okamZité vdzat dal§i tRNA s pfipojenou
aminokyselinou. Jak je zndzornéno, mRNA je piekldddna ve sméru
5'—3" a nejdfive vznikd N-konec proteinu.

podjednotky opét oddéli. Ribosomy pracuji velmi efektivné:
v eukaryontni burice jeden ribosom pfidd k rostoucimu retézci
dvé aminokyseliny za sekundu, bakteridlni ribosomy jsou jesté asi
desetkrat rychlejsi.

Dale musime vyfe§it otdzku, jak je koordinovan pohyb riboso-
mu po mRNA. Ribosom obsahuje ¢tyri vazebna mista pro molekuly
RNA: jedno pro mRNA a tfi (nazyvand A-misto, P-misto a E-misto)
pro tRNA. Molekuly tRNA jsou pevné drzeny v A- a P-mistech
pouze tehdy;, jestlize se antikodon paruje s kodonem v mRNA. Obé
mista jsou tak blizko sebe, Ze jsou v nich navdzany tRNA rozpozna-
vajici sousedni kodony (obr. 7-26).

Jakmile je syntéza proteinu zahdjena, je kazda dalsi aminokyse-
lina pridavana stejnym zptisobem. Pri popisu elongace (prodluzo-
vani fetézce) vyjdeme ze situace, kdy je v P-misté navdazana tRNA
s rostoucim polypeptidovym fetézcem (obr. 7-27, krok 1). tRNA
nesouci dalsi aminokyselinu v Fetézci se vaze do prazdného ribo-
somaélniho A-mista, a to na zakladé parovani bazi mezi kodonem
exponovanym v A-misté a antikodonem tRNA.V kroku 2 je karbo-
xylovy konec polypeptidovéno fetézce odstépen od tRNA v P-misté
(pferusenim vysoce energetické vazby mezi tRNA a aminokyseli-
nou) a spojen peptidovou vazbou s volnou aminoskupinou amino-
kyseliny v A-misté. Tato centralni reakce proteosyntézy je katalyzo-
vana peptidyltransferdzovou aktivitou, kterd je soucasti ribosomu.
Predpokldda se, Ze katalytickou ¢ésti ribosomu je v tomto pripadé
spiSe néktera z rRNA ve velké podjednotce nez néktery z jejich
proteinti. Jak je ukdzdno na obrazku, peptidyltransferazova reakce
je pravdépodobné doprovazena posunem malé podjednotky
s navdzanou mRNA vzhledem k velké podjednotce. Posun premisti
tRNA ptivodné navazané v P- a A-mistech do E-mista, respektive P-
mista na velké podjednotce. V kroku 3 se mald podjednotka posu-
ne pfesné o tfi nukleotidy vpfed a dostane se do ptivodni polohy
viici velké podjednotce. V tomto kroku dochdzi k uvolnéni tRNA
z E-mista. Cely cyklus vSech tii krok je opakovan pii kazdém pfi-
davani nové aminokyseliny do polypeptidového fetézce, dokud
ribosom nenarazi na stop-kodon. Polypeptidovy fetézec roste smeé-
rem od N-konce k C-konci.

Otazka 7.6 Nasledujici sekvence DNA byla pouZita jako templat pro syn-
tézu mRNA a potom pfelozena do proteinu: 5'-T-T-A-A-C-G-G-C-T-T-T-T-T-
T-C-3'. Ktera aminokyselina bude na karboxylovém a ktera na amino-konci
polypeptidu? Predpokladejte, Ze mRNA nepotfebuje pro translaci iniciaéni
kodon.
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Obrazek 7-28 Iniciace proteosyntézy u eukaryot.
Po zahdjeni proteosyntézy je fetézec prodluZovdn podle
schématu na obr. 7-27.

Kodony v mRNA signalizuji, kde ma zacit
a kde skoncit syntéza proteinu

Misto, kde proteosyntéza na mRNA zacne, je kritické, protoze
rozhoduje o ¢tecim ramci, ve kterém bude cela mRNA prectena.
Zmeéna ve ¢&teni o jeden nukleotid je naprosto fatédlni, nebot kazda
daldi aminokyselina bude chybné zafazena a vznikne nefunkéni
protein (viz obr. 7-21). Inicia¢ni krok je také velmi dtlezity z hle-
diska kontroly mnoZstvi syntetizovaného proteinu — jakmile trans-
lace za¢ne, uz nemtiZe byt prerusena, protoze zde neni zadny dalsi
regulacni krok.

Translace mRNA zac¢ina na iniciaénim kodonu AUG a pro inici-
aci je tfeba specidlni tRNA. Tato inicia¢ni tRNA m4 vzdy na sobé
navazany methionin (u bakterii formylmethionin), proto kazdy
nové nasyntetizovany protein za¢ind na N-konci, ktery je synteti-
zovan jako prvni, touto aminokyselinou. Methionin je pozdéji
obvykle ze struktury proteinu odstranén specifickou protedzou.
Iniciaéni tRNA se lisi od tRNA, na kterou se normdélné vaze
methionin.

U eukaryot je inicia¢ni tRNA s navdzanym methioninem pfi-
pojena k malé ribosomalni podjednotce za asistence nékolika pro-
teinti — iniciaénich faktor@ (obr. 7-28). Inicia¢ni tRNA je jedind ze
véech tRNA v burice, kterd je schopnd se pevné vdzat na malou
podjednotku. Po jejim navazani se mala podjednotka vaze na 5'-
konec mRNA, ktery je rozpoznan podle ¢epi¢ky na konci (viz obr.
7-12B), a za¢ne se pohybovat podél mRNA ve sméru 5'—3’ a hledat
prvni kodon AUG, ktery je rozpoznan antikodonem iniciacni tRNA.
Jakmile ho nalezne, odpoutd se od malé ribosomalni podjednotky
nékolik inicia¢nich faktorti, coZ umozni pfipojeni velké ribosomal-
ni podjednotky. ProtoZe se inicia¢ni tRNA vaZe rovnou do P-mista,
miiZe prodluzovani (elongace) ihned zac¢it navazanim druhé tRNA
s aminokyselinou do A-mista (viz obr. 7-28).

Vybér start-kodonu u bakterii je odliSny. Bakterialni mRNA
nema na svém 5'-konci ¢epicku, ktera by ribosomu signalizovala,
od kterého mista mé zacit hledat inicia¢ni kodon. Misto toho maji
nékolik nukleotidti pfed kodonem AUG signalni sekvenci (Sest
nukleotidt dlouhou) pro navazani ribosomu. Diky ni se mohou
prokaryontni ribosomy (na rozdil od eukaryontnich) vazat na ini-
ciaéni kodony i uprostied mRNA; staci, pokud je pred nimi ve
vhodné vzdalenosti umisténa signélni sekvence pro vazbu riboso-
mu. Proto mohou prokaryontni mRNA byt polycistronni; to zna-
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Obrazek 7-29 Struktura typické
prokaryontni mRNA. Na rozdil

od eukaryontnich ribosomil, které
rozeznévaji 5'-Cepicku, nasedaji
prokaryontni ribosomy na vazebnd
mista pro ribosomy, kterd se mohou
nachdzet i uvnitf molekuly mRNA.
To umoziuje bakteriim syntetizovat
vice druhti proteinti z jedné mRNA.
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)briz Koneénd faze proteosyntézy. Navdzani
terminacnich faktorti na termina¢ni kodon ukoncuje translaci.
Kompletni protein je uvolnén z ribosomu, ktery disociuje

na jednotlivé podjednotky.

mend, Zze z jedné mRNA mtiZe byt preloZzeno nékolik proteinti (obr.
7-29). Eukaryontni mRNA obvykle nesou informaci jen pro jediny
protein.

Konec proteinu je signalizovdn piitomnosti jednoho ze tii ter-
minacnich neboli stop-kodonii UAA, UAG, nebo UGA (viz obr. 7-
20). Tyto kodony nejsou rozpoznavéany Zadnou tRNA, nenf jim tedy
prifazena zddnd aminokyselina a signalizuji konec translace
(Pozndmka prekladatele: kodon UGA slouzi téZ jako urcujici pro
syntézu selenocysteinu, pokud se vyskytuje v sousedstvi urcitych
nukleotid). Misto tRNA se na stop-kodon v A-misté vdZou prote-
iny zvané terminacni faktory, které méni aktivitu peptidyltransfe-
razy tak, Ze misto aminokyseliny pouzije molekulu vody pro uvol-
néni karboxylového konce hotového polypeptidového fetézce
z tRNA v P-misté (obr. 7-30). Vzhledem k tomu, Ze cely protein byl
vazan k ribosomu jen diky této vazbé s tRNA, dojde k jeho uvolnéni
do cytoplasmy. Po skon¢eni proteosyntézy je mRNA odpojena od
ribosomu a dojde k disociaci obou podjednotek ribosomu, které se
mohou navézat na jinou molekulu mRNA a za¢it novou translaci.

V Kapitole 5 jsme si fekli, Ze vétSina proteinti se mtize spontan-
né sbalit do trojrozmérné struktury a Ze vétsina z nich zacina
s timto procesem jiZ béhem syntézy na ribosomu. Nékteré protei-
ny v8ak vyZaduji pfitomnost tzv. molekuldrnich chaperont ([3ape-
ron]; doprovod) (viz str. 139), aby jim pomohly vytvofit si spravnou
konformaci. Takové proteiny jsou molekuldrnimi chaperony roz-
pozndany jiz béhem svého vzniku na ribosomu a s jejich pomoci
jsou spravné konformovany tak, jak se postupné prodluzuji.

Proteiny jsou syntetizovany na polyribosomech

Syntéza vétSiny proteintt trvd 20 sekund aZ nékolik minut.
Ackoliv je tato doba velice kratkd, dochazi jesté k dalsimu urychle-
ni syntézy proteina tim, Ze na jedné mRNA soucasné pracuje néko-
lik ribosomii. Novy ribosom nasedd na 5’-konec mRNA ihned, jak-
mile se pfedchézejici posune o tolik, Ze se ma nové pfichozi ribo-
som na co navazat. Proto jsou obvykle molekuly mRNA nachézeny
ve formé polyribosomil (také Casto zkracené polysomil), kdy jsou
jednotlivé ribosomy od sebe vzdalené pfiblizneé 80 nukleotidti (obr.
7-31). Diky mnohandsobné iniciaci tedy mtiZe byt nasyntetizovano
mnohem vice proteini, nez kdyby dalsi ribosom mohl nasednout
na mRNA aZ potom, co prvni dokoncil syntézu celého proteinu.

Polysomy mtiZeme najit u prokaryot i eukaryot, ale bakterie
mohou urychlit syntézu bilkovin jesté vice. Protoze bakteridlni
mRNA nepodléhd dal$im tpravam a je také fyzicky pfistupna ribo-
somim uZ v dobé, kdy je transkribovana, translace za¢ina hned
poté, co se objevi zacdtek mRNA. Ribosomy tedy tésné nasleduji
RNA-polymerazu, kterd pied nimi tvofi mRNA.
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Prisné regulovana degradace proteinti umoznuje burce
urcovat mnozstvi kazdého proteinu

Mnozstvi proteinu v burice zdvisi nejen na tom, jak rychle jsou
nové molekuly tvofeny, ale i na dobé jejich Zivota. Degradace prote-
inu na aminokyseliny je tedy dalsi cestou, jak regulovat mnoZstvi
proteinu v burice v urc¢itém okamziku. Doba Zivota rtiznych protei-
nt se velmi lisi. Strukturni proteiny, které jsou soucdsti néjakeé rela-
tivné trvalé tkané, napiiklad kosti nebo svalu, mohou existovat
nékolik mésict i rokd, zatimco jiné proteiny, napfiklad metabolické
enzymy nebo proteiny regulujici bunéény cyklus, existuji jen néko-
lik dni, hodin nebo sekund. Otdzkou je, jak buiika dokédze presné
regulovat dobu Zivota rliznych proteint.

V burnikdch existuji specializované drahy, kterymi enzymové
degraduji bilkoviny na aminokyseliny (tento proces se nazyva pro-
teolyza). Enzymy, které $tépi proteiny nejprve na krdtké peptidy
a pozdéji na jednotlivé aminokyseliny, se spole¢né nazyvaji

100 nm

Od RNA k proteinu

0 | Polyribosom. (A)
Schematicka kresba ilustrujici, jak mtize
nékolik ribosom sou¢asné piekladat
jednu molekulu mRNA. (B) Fotografie

z elektronového mikroskopu zachycujici
polyribosom z eukaryontni buriky.

Proteasomy degraduji
nezadouci proteiny v burice. (A)
Na fotografii z elektronového mikroskopu
je vidét velké mnoZstvi obarvenych
proteasomil. V cytoplasmé se nachazi velké
mnozstvi proteasomi, které mohou
fungovat jako odpadni nadoby pro proteiny,
jejichZ vyskyt v burice je nezddouct. (B)
Hruby model trojrozmérné struktury
kompletniho proteasomu sestaveny na
zakladé poéitacového zpracovani mnoha
fotografii z elektronového mikroskopu. (C)
Schéma proteasomového komplexu.
Cervend ¢ast proteinu uréeného k
degradaci predstavuje pfipojeny ubikvitin.
V proteasomu je ubikvitin od$tépen a miize
byt recyklovan.

,-{;fﬂ protein, ktery
6 ma byt degradovan

ubikvitin-
dependentni
:(rgr?'ioprlten; "u_ fi_-'"-'r‘-' peptidy
@]
proteolyticky
komplex
(C)
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proteazy a Stépi (hydrolyzuji) peptidovou vazbu mezi aminokyseli-
nami (viz panel 2-5, str. 62-63). Jednou z jejich funkci je rychle
degradovat ty proteiny, které maji existovat jen kratce. Druhou
funkci je rozpoznat a degradovat takové proteiny, které jsou posko-
zené nebo chybné sbalené. V této kapitole se zminujeme pouze
o degradaci bilkovin v cytosolu, dalsi dilezité drahy degradace pro-
teint existuji u eukaryontnich bunék v jinych oddilech (kompart-
mentech), napfiklad v lyzosomech (Kapitola 14).

Vét§ina proteinti je v bunice degradovana ve specializovanych
komplexech proteolytickych enzym — proteasomech. Proteasomy
jsou téliska, ktera obsahuji centrdlni dutinu, do niz vy¢nivaji aktiv-
ni mista proteas. Dutinu uzaviraji z obou stran velké proteinové
komplexy sloZené z nejméné deseti riznych proteinovych podjed-
notek (obr. 7-32). Tyto ,zatky" pravdépodobné vaZou proteiny urce-
né k degradaci a vtahuji je dovnitf dutiny proteasomu, kde jsou
rozloZzeny na kratké peptidy, které jsou nésledné uvolnény
do cytoplasmy. Toto usporaddani ma sviij smysl, nebot timto
zplUsobem se dostanou k proteasam jen ty proteiny, které maji byt
degradovany.

Zbyva tedy vyfesit otdzku, jak jsou tyto proteiny vybirany.
Proteasomy degraduji pfedevsim takové proteiny, na kterych je
kovalentné navidzan maly protein u//kuitin. Ten je k proteiniim
urc¢enym pro degradaci vazan specifickymi enzymy a takto ubikvi-
tinované proteiny jsou rozpoznavany pravdépodobné jednim
z proteint zatky proteasomu.

Proteiny urcené k rychlé degradaci maji ¢asto ve své primarni
struktufe kratkou signdlni sekvenci, kterd oznacuje tento protein
jako substrat pro ubikvitinaci a naslednou rychlou degradaci prote-
asomem. Denaturované, chybné sbalené proteiny nebo proteiny
obsahujici oxidované nebo jinak atypické aminokyseliny jsou také
rozpoznavany a degradovany touto ubikvitin-dependentni drahou.
Enzymy, které vazou ubikvitin na tyto proteiny, pravdépodobné
rozpoznavaji signdly, které se dostanou na povrch proteinu
v dtsledku jeho chybného sbaleni nebo chemického poSkozeni.
Prikladem mohou byt aminokyselinové sekvence nebo konformac-
ni motivy, které jsou normalné skryté a nepfistupné.

Je tfeba mnoha krokii, nez z DNA vznikne protein

Vidéli jsme, Ze je tfeba mnoha typt chemickych reakci, nez na
zdkladé infomace obsaZené v genu vznikne protein (obr. 7-33).
Konecné mnoZstvi proteinu v burice tedy zaleZi na ti€¢innosti kazdé-
ho kroku, ktery se na vzniku bilkoviny podili. V pFisti kapitole si
ukdZeme, jaké ma bunka moZnosti ménit mnoZstvi konkrétniho
proteinu podle své potieby. V principu mohou byt viechny kroky na
obr. 7-33 v burice regulovany, ale v pfisti kapitole si ukaZeme, Ze nej-
CastéjSim zplisobem regulace exprese bunécénych geni je iniciace
transkripce.

Transkripce a translace jsou dva univerzalni procesy, na kterych
spocivi cely Zivot. Jakmile vSak zacali biologové uvazovat, jak mohl
prenos informace z DNA do proteinu viibec vzniknout, dosli
k nékterym neocekiavanym zavértim.
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RNA a ptivod Zivota

Abychom plné porozumeéli procestim probihajicim v dnes Ziji-
cich bunkach, musime uvaZovat i o tom, jak mohly vzniknout
béhem evoluce. Nejvyzyvavéjsi a nejzakladnéjsi problémy se tykaji
exprese dédi¢né informace, kterd dnes vyZaduje existenci komplex-
niho aparatu a pfenos informace uloZzené v DNA pifes RNA do pro-
teinti. Jak mohl tento aparat vzniknout? Evoluéni diikazy naznacu-
ji, Ze se udalosti, které vedly ke vzniku prvnich Zivych bunék, prav-
dépodobné odvijely od RNA a DNA s proteiny vznikla aZ pozdéji.
RNA je schopnd fungovat samostatné — miize v ni byt uloZena
informace jako v DNA a navic mtzZe katalyzovat specifické chemic-
ké reakce a tvorit makromolekularni struktury jako proteiny.

Jednoduché biologické molekuly mohly vzniknout
za prebiotickych podminek

Jednoduché organické molekuly vznikly na Zemi pravdépo-
dobné spontdnné béhem prvni miliardy let jeji existence, tedy vice
nez pied ¢tyfmi miliardami let (obr. 7-34). Podminky, které v oné
dobé existovaly na Zemi, jsou dodnes predmétem diskuse. Byl zem-
sky povrch zpocitku roztaveny? Vyskytoval se v atmosféfe amoniak

RNA a piivod Zivota

Obrazek 7-33 Syntéza proteinu

v eukaryontni buiice. Celkové mnoZstvi
kazdého proteinu v eukaryontni bufice
zavisf na ti¢innosti kazdého kroku, ktery
se Ui¢astni jeho tvorby i odbourédni.
Ackoliv jsou véechny kroky nakresleny
tak, Ze probihaji jeden za druhym, mnoho
z nich se odehrava soucasné. Napfiklad
sestiih RNA za¢ind uz pfed jejim
dosyntetizovanim.
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(A)

nebo methan? Obecné je pfijimdna myslenka, Ze Zemé byla v té
dobé velice bouflivd planeta s vulkanickymi erupcemi, blesky
a privalovymi lijaky. Bylo zde malo (pokud viibec néjaky) volného
kysliku a zadna ozonova vrstva, ktera by absorbovala ultrafialové
zéafeni ze Slunce, Zéafeni diky fotochemické reakci mohlo napoma-
hat tvorbé reaktivnich molekul v atmosfére. Dnes je vznik jedno-
duchych organickych molekul simulovan v laboratofi, kdy je smés
plynti pfedpokladanych v praptivodni atmosféfe zahfivana v pfi-
tomnosti vody a kdy je energie dané smési doddvéna elektrickymi
vyboji (obr. 7-34). Pfi téchto pokusech vznikd vétSina hlavnich
druhtt malych organickych molekul, které se vyskytuji v burice,
napiiklad aminokyseliny, cukry, puriny a pyrimidiny, které jsou
nutné pro vznik nukleotidii. Ac¢koliv tyto experimenty nemohou
piesné reprodukovat rané podminky na Zemi, jasné z nich vyplyva,
Ze vznik organickych molekul je prekvapivé snadny. Vyvijejici se
Zemé meéla znacné vyhody proti lidskym experimentim; byla
obrovskd a mohlo tedy na ni panovat velké mnoZstvi rozli¢nych
podminek. Navic méla mnohem vice ¢asu - stovky miliont let. Za
téchto okolnosti vypada velmi pravdépodobné, Ze se mnoho jedno-
duchych organickych molekul, vyskytujicich se v dnesnich buni-
kach, mohlo akumulovat ve stejném c¢ase a na stejném misté ve
vysokych koncentracich.

’ ' ¢u¢u¢u¢u¢u¢
;‘ . kondenzaéni
e
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Vznik organickych molekul.
(A) Vyiboj pfi blesku. Masivni uvolnéni
elektrické energie pfi uderech blesku bylo
pravdépodobné zdrojem energie pro
prebiotickou syntézu organickych
sloucenin na Zemi. (B) Typicky
experiment, ve kterém jsou simulovdny
podminky panujici dffve na Zemi. Voda je
zahfivdana v uzaviené aparatufe obsahujici
methan (CH,), amoniak (NH,) a vodik
(H.), o kterych se pfedpokladé, Ze byly
hojné zastoupeny v atmosféfe Zemé pred
¢tyfmi miliardami let. Pfes plynnou fazi
jsou vedeny elektrické vyboje, organické
slouceniny jsou zachycovany v trubici
ve tvaru U.

Vznik polynukleotidi.
Nukleotidy mohou spontdnné polymerovat
v kondenzacni reakci za ztraty vody
(viz obr. 2-26 a 3-33). Produktem je smés
polynukleotidil o ndhodné délce
a sekvenci. Zde je zachycena polymerace
¢tyf nukleotidit vyskytujicich se v RNA
(A, U,Ca@).



UvaZuje se o tom, Ze mohlo dojit k nahodnému spojeni nékoli-
ka jednoduchych organickych molekul, jako napiiklad nukleotidi,
do polymeru. Navzdory nadbytku vody na Zemi, kterd by mohla
silné posunovat rovnovdhu reakce smérem k hydrolyze misto ke
kondenzaci (reakce, ktera spojuje nukleotidy dohromady; Kapitola 2
a 3), polynukleotidy mohly vznikat v suchych organickych usazeni-
nach ve vyschlych ¢dstech Zemé. Jedna ze soucasnych teorii pfed-
poklad4, Ze tyto reakce mohly urychlovat anorganické katalyzatory.
V laboratornich podminkéch, které mohou opomijet tyto okolnos-
ti, také dochézi ke vzniku polynukleotid(i o rizné délce a o ndhodné
sekvenci (obr. 7-35). Jakmile je jednou polymer vytvofen, maze prin-
cipialné ovliviiovat nasledné chemické reakce jako katalyzator.

Vznik Zivota vyzaduje molekulu, kterd by alesponi cdstecné méla
jednu zasadni vlastnost: schopnost katalyzovat reakci, ktera by
vedla, pfimo nebo nepiimo, k samoreprodukci. Katalyzatory, které
by toho byly schopné, by mohly jednou nahodou vzniknout a dale
by se jiz udrzovaly a mnozily samy na vrub jinych substanci. Timto
zptisobem by mohly vznikat stdle vétsi a vétsi komplexy organic-
kych monomerti a polymerti, které by spolupracovaly na tvorbé
molekul stejného typu za pouziti jinych jednoduchych molekul
z prostiedi. Takovyto autokatalyticky systém by mél mit nékteré
vlastnosti, které predpokladame pro Zivou hmotu: mél by obsaho-
vat nendhodny vybér molekul; mél by mit tendenci se mnozit; mél
by soutézit s podobnymi systémy, které vyuZivaji stejny stavebni
materiél, a pokud jim chybi stavebni materidl nebo se vyskytuji
v teplotach, které by narusovaly rovnovahu reakci, mélo by docha-
zetk jejich rozpadu smérem k chemické rovnovaze a jejich “smrti”,

Ale které molekuly maji tyto autokatalytické vlastnosti?V dnes-
nich burikdch jsou univerzdlnimi katalyzatory polypeptidy, které
nabyvaji rtiznych trojrozmérnych struktur s mnoha reaktivnimi
misty. Ackoliv jsou proteiny univerzélni coby katalyzatory, zatim
nebyl objeven Zadny zptsob, jak by se mohly proteiny samy mno-
Z7it. Polynukleotidy toho vieho byly schopné, pfestoze ne tak dobfe,

RNA miiZe uchovavat informaci i katalyzovat
chemické reakce

Neni tézké si predstavit, Ze ve smési molekul v prebiotickych
podminkdach mohly neustdle vznikat polynukleotidy. Pro vyvoj
Zivota vSak musely byt schopné samy se replikovat. Vidéli jsme, Ze
komplementéarni parovani nukleotidi umoziuje fetézci DNA urcit
sekvenci komplementarniho polynukleotidu, ktery maZe zpétné

6 % 6 & @ 8 © 8
e EEn

puqu!':i sekvence komplementarni sekvence
slouzi jako templ?t ) slouii jako templat

pro komplementarni pro puvodni sekvenci
sekvenci

o o e o & o
o

RNA a pivod Zivota

Replikace molekuly RNA.
V prvnim kroku funguje molekula RNA
jako templdt pro syntézu molekuly, kterd
je k ni komplementdrni. Ve druhém kroku
je nove vznikla RNA vyuzita jako templat
pro syntézu vldkna se stejnou sekvenci,
jakou mél piivodni templat. Vzhledem
k tomu, Ze kazda templatova molekula
mitize dat vznik mnoha komplementarnim
kopiim, dojde k namnozeni piivodni
sekvence.
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Obrazelk 7-37 Ribozym. Tato jednoducha molekula RNA katalyzuje
stépeni druhé molekuly RNA ve specifickém misté. Ribozymy lze nalézt
ve vét§ich RNA-genomech, nazyvanych viroidy, které infikuji rostliny.
Stépeni, které se pfirozend odehrivi na stejné molekule RNA, kterd
obsahuje ribozym, je soucdsti replikace genomové RNA. Tato katalyza
vyZaduje pfitomnost hofe¢natého iontu (neni zakreslen), ktery je
navézan blizko stépeného mista.

specifikovat sekvenci ptivodniho fetézce, cozZ umoziuje rozmnoze-
ni ptivodniho vlakna (obr. 7-36). RNA mtiZe byt také templatem pro
syntézu komplementarniho vldkna RNA, jak Ize dodnes pozorovat
u nékterych virli, napfiklad viru chripky, kde je RNA primarnim
genetickym materidlem (viz Kapitola 9).

Ale syntéza polynukleotidti procesem zaloZenym na parovani
nukleotidi vyZaduje katalyzatory, které by urychlovaly polymeraéni
reakci: bez katalyzatorti by byla polymerace velmi pomal4, chybuji-
ci a nedostatecna. Dnes je polymerace nukleotid(i urychlovana pro-
teinovymi enzymy, jako jsou DNA- a RNA-polymerdzy. Ale jak
mohla byt katalyzovdna v prebiotickych podminkach, kdy neexi-
stovaly proteiny s vhodnou specifitou? Odpovéd na tuto otazku se
zacala rysovat v roce 1982, kdy bylo objeveno, Ze RNA je také
schopna fungovat jako katalyzator. V této kapitole jsme si uz jeden
takovy pfipad ukazali — je to pravdépodobné RNA, kterd ma pfi
translaci peptidyltransferazovou funkci. Unikatni schopnosti RNA
fungovat jako informaéni molekula i jako katalyzator ji snad umoz-
nily sehrat klicovou roli pfi vzniku Zivota.

V dnesnich burikdch je RNA syntetizovdna jako jednofetézcova
molekula, ve které vSak mtZe dochéazet k péarovani bazi v ramci
jednoho fetézce (viz obr. 7-5). Toto parovani bézi spolu s ostatnimi
vodikovymi mustky v molekule umoznuje sbaleni kazdé RNA
podle jeji sekvence. Sbaleni do trojrozmérné konformace dava
kazdé molekule pro ni specificky tvar.

Vidéli jsme, Ze proteinové enzymy jsou schopné katalyzovat
biochemické reakce, a to diky povrchtim se specifickymi tvary
a chemickymi vlastnostmi, na kterych miize dany substrat reagovat

labulka 7-2 Biochemické reakce, které mohou
byt katalyzovany ribozymy
Aktivita Ribozym
Stépeni RNA, ligace RNA samosestfihujici se RNA
Stépeni DNA samosestfihujici se RNA
vznik peptidové vazby pfi ribosomalni RNA (?)
proteosyntéze
ligace DNA in vitro pfipravené RNA
sestfih RNA RNA v sestfihovém komplexu,
samosestfihujici se RNA
polymerace RNA in vitro pfipravené RNA
fosforylace RNA in vitro pfipravené RNA
aminoacylace RNA in vitro pfipravené RNA
alkylace RNA in vitro pfipravené RNA
izomerace (rotace vazby C-C) in vitro pfipravené RNA
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(Kapitola 5). Obdobnym zptisobem miiZze RNA se stejné specificky-
mi povrchy fungovat jako enzym (obr. 7-37), ackoliv skutec¢nost, Ze
je slozena pouze ze ¢tyf nukleotidt, limituje rozsah chemickych
reakci, které mtiZe katalyzovat, a jeji katalytickou tic¢innost v porov-
nani s proteiny. Piesto bylo objeveno pomeérné znacné mnozstvi
druhtt reakci, které je RNA schopné katalyzovat v pfirodé nebo
laboratofi (tabulka 7-2). RNA s katalytickymi vlastnosti jsou sou-
hrnné nazyvéany ribozymy. V dne$ni dobé existuje relativné malo
katalytickych RNA, vétsinou byly jejich funkce prevzaty proteiny.
Piesto procesy, ve kterych maji katalytické RNA vyznamnou roli,
patii mezi naprosto zdkladni v expresi genetické informace - zvlas-
té pak jejich podil na sestfihu nebo translaci.

RNA ma tedy vSechny potfebné vlastnosti, aby mohla katalyzo-
vat svoji vlastni syntézu (obr. 7-38), a pfedpoklada se, Ze se mohla
podilet na vzniku praptivodnich bunék. A¢koliv samoreplikujici se
systém RNA molekul nebyl v pfirodé nalezen, mnoho védcti je pre-
svédéeno, Ze by mohl byt zkonstruovén v laboratornich podmin-
kach. PrestoZe takovyto pokus by nebyl dtikazem, Ze samoreplikuji-
ci se molekuly RNA byly pocatkem Zivota na Zemi, lze pfipustit, Ze
by tento scénéf vzniku Zivota mohl byt opodstatnény.

RNAv evoluci pravdépodobné piredchizela DNA

Prvni buiiky na Zemi byly pravdépodobné mnohem méné kom-
plexni a méné ispésné v rozmnoZovani i v porovndni s dnesnimi
nejjednodussimi buiikami, protoZe RNA-katalyzatory jsou mno-
hem méné vykonné neZ proteiny. Pravdépodobné se sklddaly z jed-
noduché membrany a samoreplikujicich se molekul spolu s néko-
lika dal§imi slozkami, které bunky vyuzivaly jako stavebni material
a zdroj energie pro replikaci. JestliZze jsou predchozi spekulace
o RNA spravné, diivéjsi buiky se znacné lisily od dnesnich, a to
hlavné uloZenim dédi¢né informace (v RNA misto dneSni DNA).

Dtikazy, Ze RNA vznikla evolu¢né dfive neZ DNA, mohou byt
nalezeny v chemickych odlisnostech mezi nimi. Ribosa (viz obr. 7-
3), podobné jako glukosa a dalsi jednoduché uhlovodiky, se mohla
snadno vytvofit z formaldehydu {HCHO) ktery je jednim Z pro-
Zemi. Deoxyribosu je mnohem t&Z3i vyrobit, v dnesnich burikach
vznika diky proteintim z ribosy, a proto se pfedpoklddd, Ze ribosa
musela v bunkach predchazet deoxyribose. Pfedpoklada se, Ze se
DNA objevila az pozdéji, ale ukazala se vhodnéjsi pro stabilni ulo-
7eni dédi¢né informace neZ RNA. Deoxyribosa ¢ini cukr-fosfato-
vou patef nukleovych kyselin mnohem stabilnéjsi, DNA je tedy che-
micky odolnéjsi, a proto se mohou bez zlomt udrZet i delsi fetézce.

Dal3i odlisnosti mezi RNA a DNA jsou dvojsroubovicova struk-
tura a pouziti thyminu v  DNA misto uracilu v RNA — oboji déle pfi-
spiva k chemické stabilit¢é DNA, hlavné diky moZnosti opravovat
chyby (v pfedchazejici kapitole jsme si ukézali, Ze poskozené nuk-
leotidy mohou byt opraveny podle druhého fetézce). Jednou z veli-
ce ¢astych zmén v DNA i RNA je spontdnni ztrdta aminoskupin
z bazi (deaminace), kterda méni jak bazi samotnou, tak jeji moznost
pérovat se (viz obr. 6-27 a 6-29). Pfi nutnosti chrénit svoji genetic-
kou informaci je pochopitelné, Ze vznikly systémy schopné opravo-

RNA a ptivod Zivota
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Ira 111 Molekula RNA, ktera
dokaze kata!yzovat svoji vlastnfi syntézu.
Tento hypoteticky proces vyZaduje
katalyzu v obou krocich z obr. 7-36.
Cervené jsou oznacena aktivni mista RNA
enzymil
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Hypotéza, podle které RNA pfedchdzela v evoluci DNA 7

iproteintim. V prapiivodnich burikach mély molekuly RNA S
genetickou, strukturni i katalytickou funkei. DNA pozdéji prevzala

tlohu uchovéni genetické informace a proteiny se staly hlavnimi RNA
bunéénymi katalyzatory. RNA dnes funguje jako prosttednik pfi

syntéze proteinti a ponechala si nékteré katalytické funkce.

vat tato poskozeni. Nanestésti je produktem deaminace cytosinu navodit proteosyntézu

prave uracil, ktery se prirozené vyskytuje v RNA, coZ by zabraiio- R
valo rozpoznani této mutace v RNA opravnymi enzymy a doslo by il co
k trvalému zafixovani této zmény. V. DNA je vsak uracil nahrazen
thyminem, a proto je uracil vznikly deaminaci cytosinu snadno
nalezen a opraven.

V souhrnu vedly dtikazy, které jsme uvedli vyse, k teorii, zZe e T
RNA v evoluci pfedchazela DNA. Toto stadium bunééné evoluce
byva nazyvano svét RNA. S postupem ¢asu se praptivodni buriky
dale vyvijely a pfedpoklada se, Ze mnoho funkci RNA bylo postup- = &
né prevzato lépe pfizptisobenymi molekulami, které byly schopné { souasné buiky
lépe plnit danou funkci. DNA se stala hlavni molekulou uchovéva-
jici genetickou informaci a proteiny prevzaly roli katalyzator(i. RNA
se pak stala prostfednikem mezi DNA a proteiny (obr. 7-39). |
S nastupem DNA se staly buiiky mnohem komplexnéjsi, mohly J
nést a uchovavat vétsi mnozstvi genetické informace, neZ to bylo ' '
mozné v RNA. Posun k proteintim jako katalyzatorim a staveb-
nim jednotkdm ved] také k rozsifeni bunéénych moznosti, at uz
urychleni a rozsifeni spektra katalyzovanych biochemickych reak-
ci, nebo k jejich Sir§imu pouziti jako stavebniho materialu. Oboji
pak umozZnilo buntkdm dat vznik velké rozmanitosti struktur i funk-
ci, jak miizeme vidét v dnesnim svété.

1 vyvoj RNA schopnych

RNA —— protein

vyvoj novych enzymi,
které katalyzuji tvorbu DNA
a tvofi z ni kopie RNA

Diskutujte o nasledujicim tvr-
zeni: "Béhem evoluce zivota na Zemi byla
RNA zbavena vysady prvniho samorepli-
kujici se katalyzatoru. V sou¢asnosti fungu-
je jako posel pfi pfedavani informace DNA
do proteinu.”

* V burikdch vznikd nékolik riznych typit RNA —
informacni (medidtorovd, mRNA), ve které jsou
uloZeny informace pro syntézu proteinu; riboso-
madlni (rRNA), ktera je soucasti ribosomtl, a tran-
sferova (tRNA), kterd ma funkci adaptoru pii pro-
teosyntéze.

* Genetickd informace je v buiikdch pfend3ena
z DNA pfes RNA do proteinti. Konverze genetické
informace z DNA do RNA a odtud do proteinu se
Nazyva genova exprese.

e lPro vyjédfelm’ ge}netické inform_ace uloivené}f DNA * V eukaryontni DNA je vétSina gent tvoiena vel-
je nukleotldgva gekvence nejprve prepsana do kym poctem kratkych kodujicich tsekt (exonti)
RNA. Transkripce je katalyzovdna enzymem RNA- oddélenych delsimi nekédujicimi oblastmi (intro-

polymerazou. V nukleotidové sekvenci DNA je ny).
zapsano, kde ma transkripce zacit a kde ma skon- )
&it. * Pfi transkripci eukaryontnich genti jsou do pri-

. marniho transkriptu pfepsany exony i introny.
* RNA se v nékterych aspektech lisi od DNA.
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Obsahuje cukr ribosu misto deoxyribosy a bézi
uracil (U) misto thyminu (T). RNA je v burice syn-
tetizovdna jako jednovldknova molekula, které se
Casto bali do trojrozmérné struktury.

Kapitola 7 : Od DNA k proteinu

Introny jsou z primarniho transkriptu odstranény
v bunéfném jadru procesem nazyvanym sestiih
RNA.V reakci katalyzované malymi ribonukleoti-
dovymi ¢asticemi (snRNP) jsou introny vystfiZeny
a sousedni exony jsou spojeny. Hotovd mRNA je
transportovana do cytoplasmy.



¢ Translace nukleotidové sekvence mRNA do prote-
inu se odehrava v cytoplasmé na velkych ribo-
nukleproteinovych ¢édsticich nazyvanych riboso-
my. Ty nasedaji na zacadtek mRNA a pohybuji se
smérem k jejimu 3'-konci za soucasné syntézy
proteinu.

¢ Nukleotidovd sekvence mRNA je ¢tena po troji-
cich nukleotidti (kodonech); kazdy kodon ma pfi-
fazenu jednu aminokyselinu.

e Pfifazeni aminokyseliny k ur¢itému kodonu je
dano genetickym kédem. Kombinaci ¢tyt rtiznych
nukleotidt mtiZeme ziskat 64 odlisnych kodont.
VEétsinu aminokyselin urcuje vice neZ jeden
kodon.

* tRNA funguji jako adaptory pfi proteosyntéze.
Enzymy nazyvané aminoacyl-tRNA-syntetazy pfi-
pojuji spravné aminokyseliny k danym tRNA.
Kazda tRNA obsahuje sekvenci tfi nukleotidii
nazyvanou antikodon, kterd se paruje s kodonem
v mRNA na zdkladé komplementéarniho parovéni
bézi.

* Proteosyntéza zac¢ind v misté, kde ribosom
nalezne v mRNA inicia¢ni kodon (AUG), a vyZa-
duje pfitomnost proteinti souhrnné nazyvanych
inicia¢ni faktory. Kompletni protein je uvolnén
z ribosomu, pokud se ribosom zastavi na jednom
z terminacnich kodonii (UAA, UGA, UAG).
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rostouci-
bodobné
katalyzovano molekulou rRNA ve velké podjednot-
ce ribosomu.

e Degradace proteinti v buiice je peclivé regulova-

na. Nékteré proteiny jsou odbourdvany v cyto-
plasmé velkym proteinovym komplexem — protea-
somem.

Z nasich znalosti dne$nich bunék a molekul,
které obsahujf, usuzujeme, ze evoluce zivota zaca-
la RNA molekulami, které mohly katalyzovat svoji
vlastni replikaci.

Piedpoklada se, Ze béhem evoluce doslo k nahra-
zeni RNA stabilnéjsi dvousroubovicovou DNA,
kterd umoznila uloZeni vétstho mnoZstvi informa-
ce. Katalytické a strukturni funkce RNA prevzaly
proteiny.

Tok informace v dneSnich bunkiach je DNA
— RNA — protein, s RNA jako prostfednikem pfi
pfenosu informace z DNA do proteinu. Nékteré
dtlezité reakce jsou vsak stale katalyzovdny RNA,
coz ptipomina existenci praptivodniho svéta zalo-
Zeného na RNA.

aminoacyl-tRNA-
syntetdza

antikodon

autokatalyticky

kodon

exon

geneticky kod
inicia¢ni faktor
iniciac¢ni tRNA
intron

mRNA

primdarni transkript
promotor

protedza tRNA
proteasom upravy RNA
proteolyza sestiih RNA
cteci rAmec rRNA
ribosom snRNP
ribozym transkripce
polymeréza translace



8 Chromosomy
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DNA kazdého organismu kéduje veskerou RNA a proteiny, které jsou
zapotiebi pro vznik jeho bunék. Kompletni popis sekvence DNA
organismu — at jiz nékolika miliona nukleotidi u bakterii, nebo
nékolika miliard nukleotidt u lidské bunky — nam vsak neumoZni
rekonstruovat dany organismus, stejné jako seznam anglickych slov
ve slovniku ndm neumozni rekonstruovat Shakespearovu hru.
Potiebujeme védét, jak jsou elementy v sekvenci DNA — geny - pou-
zivany. 1 nejjednodussi jednobunécnd bakterie pouziva své geny
razné, zapinanim a vypinanim genti muZe syntetizovat rizné enzy-
my podle nutri¢nich zdrojt v prostiedi.

U mnohobunéé¢nych rostlin a Zivoc¢icht je genové exprese pod
mnohem propracovanéjsi kontrolou. Béhem vivoje embrya vznika
z oplozeného vajicka mnoho typti bunék, které se znacné lis{ ve
struktufe i funkci. OdliSnosti mezi savéim neuronem a lymfocytem
jsou tak velké, Ze si lze jen tézko predstavit, Zze by mohly obsahovat
stejnou DNA (obr. 8-1). Z tohoto ditivodu a také proto, Ze bunky
dospélého organismu jen ziidka méni své vlastnosti, védci nejprve
predpokladali, Ze béhem diferenciace dochdzi k selektivni ztraté
urcitych gent a tim Ze se bunky specializuji. Nyni uz vime, Ze téméf
viechny bunky mnohobunééného organismu obsahuji stejny
genom. Bunécna diferenciace je vysledkem zmén v expresi jednotli-
vych gent.

Stovky raznych bunéénych typh provadéji fadu specializovanych
funkci, a to v zévislosti na genech, které jsou v daném buné¢ném
typu aktivni. Tak napfiklad v a-bunikdach pankreatu se tvofi proteino-
vy hormon insulin, zatimco B-bunky syntetizuji hormon glukagon;
lymfocyty imunitniho systému jako jediné bunky v téle vytvéfeji
protildtky, zatimco jediné ve vyvijejicich se cervenych krvinkach
vznikd hemoglobin. Rozdily mezi neuronem, lymfocytem, pankrea-
tickou burikou a erytrocytem jsou zalozeny na presné kontrole
exprese genti. V kazdém pripadé bunka vyuZiva jen nékolik z celko-
vého poctu genua.

« Eukaryontni DNA je shalena

do chromosomi

Stav chromosomii se méni béhem
bunééného eyklu

Specializované sekvence DNA zajistuji
ucinnou replikaci chromosomi

Nukleozomy jsou zdkladni strukturni
jednotkou chromatinu

DNA v chromosomech je kondenzovdna
na nékolika trovnich

Interfizové chromosomy obsahuji
kondenzované i rozvolnéné formy
chromatinu

Polohové efekty, ovliviiujici genovou
expresi, odhalily odlinosti
v kondenzaci interfizovych
chromosomii

Interfdazové chromosomy jsou v jadre
organizoviny

Buiiky reguluji expresi svych genii

Transkripce je regulovina proteiny, které
se vaZzou na regulacni sekvence DNA

Represory vypinaji geny a aktivétory je
zapinaji

Iniciace transkripce u eukaryot je
komplexni proces

Eukaryontni RNA-polymeraza vyzaduje
obecné transkripéni faktory

Eukaryontni regulacni proteiny
kontroluji expresi genu ze znaéné
vzdalenosti

Sbaleni promotorové DNA do
nukleosomu miiZe ovliviiovat iniciaci
transkripce

Eukaryontni geny jsou regulovany
kombinacemi proteinii

Exprese riiznych genii miiZe byt Fizena
jednim proteinem

Kombinaéni kontrola miize dat vznik
riznym bunéénym typam

V dcefinych bunkach mohou byt
exprimovény stejné geny jako v
matefské buiice

Tvorba celého organu muiZe byt spusténa
jednim regula¢nim proteinem
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Obrazek 8-1 Savéi neuron a lymfocyt. Dlouhé rozvétvené

vybézky tohoto neuronu ze sitnice umoziuji pfijiméani elektrického
signdlu z mnoha bunék a jeho pfenos do velkého poctu jinych
sousednich bunék. Lymfocyt je bild krvinka, ktera se volné pohybuje
po téle a podili se na imunitni odpovédi organismu pfi infekei.

Obé buriky obsahuji stejny genom, ale exprimuji rtizné RNA

a proteiny.

Pro zapséni veskerych informaci nutnych pro vznik jednobunéc-
né bakterie je potieba velkého mnozstvi DNA, natoZ pak pro vyvoj
mnohobuné¢ného organismu. Tos sebou nese problém, jak by méla
byt DNA sbalena, aby byla v jadfe snadno pristupna. V eukaryont-
nich burikich jsou enormné dlouhé molekuly DNA asociovany se
specifickymi proteiny a sbaleny do chromosomii, které se do jadra
snadno vejdou a mohou byt jednoduse rozdéleny do dcefinych
bunék v priitbéhu bunééného déleni. Sbaleni musi byt vysoce uspo-
fadané, aby geny v. DNA byly snadno pfistupné pro replikaci i tran-
skripci.

Na zacatku této kapitoly si popiSeme, jak je DNA spiralizovana
v eukaryontnich chromosomech a jak se méni struktura téchto
chromosomt v rtiznych fazich bunééného cyklu. V druhé casti
kapitoly si vysvétlime hlavni zptisoby regulace genové exprese u bak-
terii a eukaryontnich bunék. Ackoliv oba druhy bunék vyuZivaji
nékteré stejné mechanismy, eukaryontni bunky maji diky komplex-
néjsi strukture chromosomt i dal$i moZnosti regulace, které u proka-
ryot nenalezneme.

Struktura eukaryontnich chromosomaii

Jadro typické lidské bunky ma primeér priblizné 5-8 um a obsahuje
DNA o délce asi dvou metrit — to je srovnatelné s tenisovym mic-
kem, ktery obsahuje 20 km extrémneé jemné nité. V této ¢dsti si uka-
zeme, jak je ukol sbaleni DNA zavisly na specializovanych protei-
nech, které se na DNA vdZou a sbaluji ji. Tim vytvareji sérii klubicek
a smycek, které predstavuji vyssi irovné organizace, a zabranuji
DNA nevratné se zamotat. Pfekvapujici je, Ze DNA je sbalena tako-
vym zplisobem, ktery ji umozZnuje interakce se vSemi enzymy
a jinymi proteiny potfebnymi pro jeji transkripci, replikaci
a reparaci.

Eukaryontni DNA je sbalena do chromosomii

U eukaryot, jako jsme my, je DNA v jadru rozdélena mezi sadu riiz-
nych chromosomii. Kazdy chromosom se sklddd z jedné dlouhé
linearni molekuly DNA, na kterou jsou navazany proteiny, jeZ
umoznuji svinuti tenkého vldkna DNA do kompaktnéjsi struktury.
Komplex DNA a proteint se nazyva chromatin (z feckého chroma -
,barva“, diky jeho barvitelnosti). Mnoho proteinti asociovanych
s DNA napomdhd jejimu sbaleni, ale na DNA jsou taktéZ navazany
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proteiny, které se podileji na genové expresi, replikaci a oprave
DNA.

Bakterie maji obvykle vSechny svoje geny na jedné cirkularni
molekule DNA, na které jsou téZ navazany proteiny (ovSem jiné
nez u eukaryot) podilejici se na sbaleni DNA. Tato cirkularni
molekula DNA je ¢asto nazyvdna bakteridlni “chromosom’, pfe-
stoze nema tutéz strukturu jako eukaryontni chromosomy a o jeho
sbaleni neni zatim mnoho znamo. Proto se v této kapitole zcela
zaméfime na eukaryontni chromosom.

Vsechny lidské burniky (kromé zarode¢nych) obsahuji dvé kopie
kazdého chromosomu, jednu od matky a druhou od otce; matefské
(maternalni) a otcovské (paternédlni) chromosomy jednoho péaru se
nazyvaji homologni chromosomy. Jedinym nehomolognim parem
jsou u samcti pohlavni chromosomy, kdy se dédi Y-chromosom po
otci a X—chromosom po matce. Na obr. 8-2 je ukdzdno, jak mtize byt
hybridizace DNA (popsana v Kapitole 10) vyuzita pro identifikaci
jednotlivych péart chromosomi pomoci riiznych barev. BéZné pou-
Zivanym zptisobem, jak rozlisit jeden chromosom od druhého, je
obarvit je néjakou slou¢eninou, ktera se prednostné vdze na urcity
typ sekvenci DNA. Tyto barvy pfevazné rozlisuji sekvence bohaté
na A-T pary od sekvenci s vysokym obsahem nukleotidii G-C, na
kazdém chromosomu se pak objevuji specifické prouzky (obr. 8-3),
podle kterych lze jednotlivé chromosomy identifikovat a urcit
jejich pocet. Pokud je néjaka ¢ast chromosomu ztracena nebo pfe-
sunuta na jiny chromosom, lze tuto zménu rozpoznat na zdkladée
zmeény specifického prouzkovani. Cytogenetici pouZivaji tuto
metodu k detekci chromosomalnich abnormalit, které jsou spoje-
ny s nékterymi vrozenymi vadami nebo urcitymi druhy
rakoviny.

Stav chromosomii se méni béhem bunécéného cyklu

Chromosomy jsou téméf vzdy kresleny tak, jak je ukdzdno na obr.
8-2 a 8-3; v tomto kondenzovaném stavu se vsak vyskytuji jen
v malé ¢asti buné¢ného cyklu, a to v dobé bunécného déleni.
Obvykle jsou chromosomy zna¢né rozvolnéné a vypadaji jako
dlouh4, tenk4, vzajemné propletend vlakna, ktera je velmi nesnad-
né rozlisit ve svételném mikroskopu.

Struktura eukaryontnich chromosomii

Lidské chromosomy. MuZské
chromosomy byly izolovany z pravé se
délici buiky (buriky v mitoze), a proto jsou
vysoce kompaktni. Kazdy chromosom byl
obarven riiznou barvou pro jednoznacnou
identifikaci ve svételném mikroskopu.
Obarveni chromosomii bylo dosazeno
priddnim sady lidskych molekul DNA,
na které byly navdzdny kombinace
raznych fluorescenénich barev. Fragmenty
DNA odvozené od chromosomu 1 byly
oznaceny jednou barvou, fragmenty
odvozené od chromosomu 2 jinou barvou
atd. ProtoZe oznacend DNA se miiZe
parovat, neboli hybridizovat, pouze s
chromosomem, ze kterého pochazi
(viz Kapitola 10), ma kazdy chromosom
jinou barvu. V téchto experimentech jsou
chromosomy denaturovdny - fetézce DNA
jsou od sebe oddéleny - coZ umoznuje
parovani mezi jednofetézcovou oznacenou
DNA a relativné intaktnim chromosomem.
(A) Chromosomy uvolnéné z lyzované
bunky. (B) Stejné chromosomy uméle
sefazené do part podle poradi, tomuto
uspofadani se fikd karyotyp.

Ve dvojsroubovici DNA jsou
sousedni nukleotidové pary od sebe vzda-
leny 0,34 nm. Podle obr. 8-3 odhadnéte
délku lidskéhe chromosomu 1 v rozvinu-
tém stavu. JestliZe je realna délka chromo-
somu 1 v mitoze pfiblizné 10 um, jaky je
stupef kondenzace DNA v tomto bunéc-
ném stadiu?
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ProuZkovani lidskych
chromosomii. Chromosomy od 1 do 22
jsou o&islovany podle pfiblizné velikosti.
Typickad lidska somatickd burika (to
znamend jind nez zarodecna) obsahuje
kazdy chromosom dvakrit a navic dva
pohlavni chromosomy - Zeny maji dva
chromosomy X; muzi jeden chromosom
X a jeden Y. Chromosomy pouZivané pro
toto mapovéani jsou barveny v ¢asném
stadiu mitozy, kdy jsou vysoce
kondenzovany. Vodorovnd ¢dra ukazuje
pozici centromery, kterd se jevi jako
zaSkrceni mitotickych chromosom;
vy¢nélky na chromosomech 13, 14, 15, 21
a 22 obsahuji geny pro velké ribosomalni
RNA. Toto prouzkovani bylo ziskdno
barvenim chromosomti podle Giemsy,
¢imzZ se zbarvi tmavé oblasti s vysokym
obsahem pérti A-T.

Zjednodusené schéma
eukaryontniho bunéé¢ného cyklu. Béhem
interfaze burika transkribuje své geny
a syntetizuje proteiny. V pribéhu interfaze
dochazi také k replikaci DNA a k duplikaci
chromosomti. Po ukoceni replikace DNA
miiZe burika vstoupit do M-fize, kdy se
odehrdva mitoza. V mitoze dochdzi
k rozdéleni jadra; béhem ného jsou

Stupeni kondenzace se tedy lisi podle stadia bunééného cyklu, chromosomy kondenzovény, rozpada
o0 kterém se vice dozvime v Kapitole 18 a ktery je kritce zachycen na se jaderni membréna a z mikrotubuld

obr. 8-4. Nyni nas zajimaji jen dvé stadia bunééného cyklu: miroza,
ve které jsou zreplikované kondenzované chromosomy rozdéleny do

a dalsich protein( vznikd mitotické
vieténko. Kondenzované chromosomy
jsou pfipojeny na mitotické vieténko

dvou dcefinych bunék, a interfdze, kdy maji chromosomy mnohem a kompletni sady chromosomti jsou taZeny
rozvolnénéjsi strukturu. Vysoce kondenzované chromosomy v déli- k opaénym p6liim buiiky.
cich se bunkich byvaji nazyvdny mitotické chromosomy, my  Pakse kolem kazdé sady chromosomii

se budeme vice zabyvat chromosomy v jejich obvyklej§im stavu

— interfdzovymi chromosomy.
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Kondenzovany stav mitotickych chromosomi je velice dtlezity
pii bunééném déleni, kdy umoznuje snadné oddéleni zduplikova-
nych chromosom.V Kapitole 17 si povime vice o jejich rozdéleni do
obou dcefinych bunék za asistence mitotického vreténka (obr. 8-4),
které je tvofeno z mikrotubult a dalSich proteinti. Pro navazani na
délici vieténko musi mit kazdy chromosom specialni sekvenci, ktera
zajistuje spravny rozchod chromosomu do dcefinych bunék, tak aby
v kazdé byla kompletni sada chromosomti. Sekvenci, kterd umoziiu-
je chromosomtm vdzat se na mitotické vieténko, si popiSeme
v nasledujici ¢asti, pak se zminime o proteinech, které umoznuji
sbaleni DNA.

Specializované sekvence DNA zajituji
tcinnou replikaci chromosomii

Chromosomy funguji jako samostatné strukturni jednotky; napfi-
klad kazdy chromosom se musi samostatné zreplikovat a jeho kopie
musi byt rozdéleny do obou dcefinych bunék. Tyto zakladni funkce
jsou kontrolovany tfemi typy specializovanych sekvenci, které lze
najit ve vSech eukaryontnich chromosomech (obr. 8-5). Jednim
typem nukleotidovych sekvenci jsou replika¢ni pocatky, ve kterych
zacina duplikace DNA (viz Kapitola 6). VétSina eukaryontnich chro-
mosomil obsahuje vice replikac¢nich pocatkd, které umoznuji rych-
lou replikaci celého chromosomu. Druhym typem sekvenci jsou
centromery, které zajistuji rozchod replikovanych chromosom do
dcefinych bunék pfi bunééném déleni. Béhem mitozy vznikd na
centromeie proteinovy komplex nazyvany kinetochor, ktery véaze
duplikované chromosomy na délici vieténko a umoziuje jim tak
v dal$im kroku oddélit se od sebe (viz Kapitola 17; pozndmka pre-
kladatele: nyni vime, Ze kinetochory jsou pfitomny iv interfazovych
chromosomech).

Treti specializovanou sekvenci jsou telomery, které se nachéazeji
na obou koncich chromosomti. Telomery obsahuji repetitivni nuk-
leotidové sekvence, které umoznuji replikaci koncti chromosomii.

INTERFAZE MITOZA INTERFAZE
T 1 | T
telomera — | i1 i
L LI
|
¢y |
replikaéni  — . g . 4
podatek ‘{E 7 i ¢ |
—_— ) E——. —— — +
centromera —
| [
A I
] Ll | Q || |
] | |
ﬂ ] é | |
cast L1 L

mitotického

replikaéni
vieténka

bublina

duplikované
chromosomy
v oddélenych bunkach

Struktura eukaryontnich chromosomii

Tii sekvenéni elementy DNA,
které zajistuji replikaci a segregaci
eukaryontnich chromosomi v mitoze.
Kazdy chromosom ma mnoho pocatki
replikace, jednu centromeru a dvé
telomery. Zde jsou schematicky zachyceny
udalosti, kterymi prochézi eukaryontni
chromosom béhem bunééného cyklu.

V interfazi dochdazi k replikaci DNA.

V mitoze se pfichycuji zduplikované
chromosomy diky centromere na
mitotické vieténko, které zajistuje spravny
rozchod jednotlivych chromosomi do
dcefinych bunék. Centromera také
pomdhd drZet u sebe duplikované
chromosomy do doby, nez jsou
pripraveny se rozejit.
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Existence téchto specializovanych sekvenci je nezbytnd, nebot DNA-
polymeraza mtiZe syntetizovat DNA pouze ve sméru 5'—3’ (jak jsme
vidéli v Kapitole 6), coZ komplikuje dosyntetizovéni opozdujiciho se
fetézce. Opozdujici se fetézec vznika ve formé jednotlivych fragmen-
th, které vznikaji prodluZzovdnim RNA-primert, jeZz jsou pozdéji
nahrazeny DNA. Primery viak nemohou vznikat na samotném konci
chromosomtl, proto by pfi kazdém kole replikace dochézelo ke ztra-
tam koncovych oblasti.

Bakterie fesi problém dosyntetizovani konctit DNA cirkularnim
chromosomem, eukaryota ho vyfesila specidlnimi sekvencemi na
koncich chromosomii a existenci enzymu telomerdzy. Telomeraza
pfiddava mnoho kopii stejné sekvence na konec chromosom, ¢imz
vznikd templat pro dosyntetizovani opoZdujicitho fetézce (obr. 8-6).
Telomery maji jeSté jednu funkci: repetice telomerovych sekvenci
spolu s pfilehlymi oblastmi vytvafeji strukturu, ktera chrani chro-
mosom pred Cinnosti DNA-nukledz, které pfednostné degraduji
konce molekul DNA.

Potom, co jsme si popsali viechny tfi typy specializovanych
sekvenci chromosomu, se mtiZeme vratit k otdzce kondenzace dlou-
hych molekul DNA pomoci proteinii, ktera bunice umoziuje snad-
nou manipulaci s DNA.

Nukleosomy jsou zdkladni strukturni
jednotky chromatinu

Jak jiz bylo fec¢eno, komplex DNA a proteint, které tvofi chromosom,
se nazyva chromatin. Podle faze buné¢ného cyklu se méni jeho stav
— v interfdzi je rozvolnény, coZ umoZiiuje pfistup proteinti potieb-
nych pro expresi genti nebo replikaci (Kapitoly 6 a 7) k DNA. Pied
vstupem do mitozy dochézi k dal$imu postupnému sbalovani chro-
matinu, kterym vznikaji vysoce kondenzované mitotické chromoso-
my (obr. 8-7). V mitotickych chromosomech se nachazi jiz replikova-
nd DNA a transkripce je béhem mitozy zastavena. Schopnost euka-
ryontnich bunék ménit stupen kondenzace chromatinu je vyuzivana
jako jeden z mechanismii pro kontrolu genové exprese, jak si ukaze-
me pozdéji. Pfedtim si vSak musime vysvétlit, jak viibec ke sbaleni
DNA dochézi.
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Dokonceni syntézy DNA
na koncich (telomerdch) chromosomi.
Na jednom fetézci DNA ve dvojsroubovici
je syntéza nového vlakna diskontinualni
(viz Kapitola 6). Retézec, ktery je
syntetizovan diskontinudlné, se nazyva
opozdujici se nebo vaznouci. (Pro
zjednoduSeni schématu neni nakreslen
druhy replikujici se fetézec DNA.) Pii
syntéze opozdujiciho se fetézce vyZaduje
replikaéni aparat pro nasednuti na DNA
pritomnost uréité délky templatové DNA
za sekvenci, kterd ma byt kopirovana.
U linedrni molekuly se tedy syntéza
opozdujiciho se vldkna zastavi pred
koncem templdtu. AvSak enzym
telomerdza pfiddva na konec templatového
vldkna sérii opakovani urcité sekvence
a tim umozni DNA-polymerize
dosyntetizovat opozdujici se Fetézec,
jak je ukdzdano na obrazku. U ¢lovéka ma
priddvana repetice sekvenci GGGGTTA.
Telomeraza obsahuje kratky tisek RNA,
ktery je komplementarni k repetitivni
sekvenci DNA; tato RNA je templdtem
pro telomerdzu pfi syntéze telomerové
DNA.

Popiste dusledky, které by
pro eukaryontni chromosom mély nasle-
dujici okolnosti:

A. chromosom by mél pouze jeden
pocatek replikace:
pfesné uprostied chromosomu
na jednom konci chromaosomu

B. chromosom by postradal jednu
nebo obé telomery

C. chromosom by nemél centromeru.

Predpokladejte délku chromosomu 150
miliond nukleotidovych pard (typicka veli-
kost zivocisnych chromosomil) a rychlost
replikace v Zivo€isnych burnkach 100 nuk-
leotid( za sekundu.
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Zékladni jednotka kondenzace chromatinu, nukleosom, byla
objevenav roce 1974. Pokud opatrné porusime membrénu interfaz-
ntho jadra a podivame se na jeho obsah v elektronovém mikrosko-
pu, vétsina chromatinu bude ve formé vldken o pritméru 30 nm (obr.
8-8A). Jestlize tento chromatin jesté rozvolnime, uvidime sérii
ykoralk(i na niti“ (obr. 8-8B). Onou niti je vldkno DNA a kazdy kora-
lek predstavuje jadro nukleosomové ¢astice, které je tvofeno z pro-
teint, kolem nichZ je DNA témér dvakrat obtocena.

Struktura nukleosomu byla zjisténa nastépenim rozvinutého
chromatinu specifickou nukledzou, ktera rozstépila DNA mezi jed-
notlivymi nukleosomy. Jadro nukleosomu je tvofeno komplexem
osmi histonti — po dvou molekuldch histont H2A, H2B, H3 a H4 -
a dvojfetézcové DNA o délce pfiblizné 146 nukleotidovych part.
Histonovy oktamer tvoii proteinové jadro nukleosomu, kolem které-
ho je DNA obtocena (obr. 8-9).

Termin nukleosom odpovida nukleosomovému jadru a sou-
sednimu spojovacimu tseku DNA. Omotani DNA kolem nukleoso-
mt zkrati molekulu DNA pfibliZzné na jednu tfetinu jeji ptivodni
délky a je prvnim stupném kondenzace DNA.

(B}

Struktura eukaryontnich chromosomii

Obrazek 8-7 Porovndni rozvolnéné
struktury interfazniho chromatinu

s chromatinem mitotického
chromosomu. (A) Fotografie

z elektronového mikroskopu zachycujici
extrémné tenkd vlakna chromatinu
uvolnéného z lyzovaného interfazniho
jadra. (B) Fotografie mitotického
chromosomu z rastrovaciho
elektronového mikroskopu. Zduplikovany
chromosom, ve kterém jsou jesté oba nové
chromosomy drzeny pohromadé (viz obr.
8-5), zaskrceni chromosomu naznacuje
polohu centromery. Fotografie maji rzné

méftitko.

Obrazek 8-4 Nukleosomy na snimku

z elektronového mikroskopu. (A)
Chromatin izolovany pfimo z interfaznich
jader vypada v elektronovém mikroskopu
jako 30 nm silné vlakno. (B) Toto vldkno
bylo experimentalné jesté natazeno
(,dekondenzovano“) a ukazuje
nukleosomovou strukturu chromatinu.
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Struktura nukleosomu. Nukleosom je tvofen
proteinovym jiddrem z osmi histonovych molekul. Jak je nakresleno,
jadra nukleosomti jsou uvolnéna z chromatinu rozitépenim

spojovaci DNA-nukledzou - enzymem §tépicim DNA. (Nukleaza
miiZe degradovat volnou DNA, ale nemd piistup k DNA obtocené
kolem nukleosomu.) Po oddéleni proteinového jadra nukleosomu
miiZe byt stanovena délka DNA, kterd byla kolem néj obto¢ena.
146 nukleotidovych parti je dostatecnd délka pro dvé netiplné
otdcky kolem histonového jadra.

Histony jsou malé proteiny s vysokym obsahem kladné nabi-
tych aminokyselin (lysin a arginin). Tyto pozitivni ndboje umoznuji
pevné navazani histonti na negativné nabitou cukr-fosfatovou kost-
ru DNA bez ohledu na nukleotidovou sekvenci. Nukleosomy jsou od
sebe vzdaleny pfibliZzné 200 nukleotidovych parti (146 nukleotido-
vych parti je omoténo kolem jadra nukleosomu a priameérné 50 nuk-
leotidovych pérti spojuje sousedni jadra nukleosomt). Histont je
v burice znacné mnozZstvi (kolem 60 miliont molekul od kazdého
typu v jedné burice) a jejich celkovd hmotnost je pfiblizné stejna
jako DNA samotné.

Histony jadra nukleosomu jsou evolu¢né nejvice konzervova-
né proteiny u eukaryot: napfiklad rozdil mezi histonem H4 u skotu
a hrachu je pouze ve dvou aminokyselindch. Neddvno byly histony
objeveny i u archebakterii, fylogenetické Fisi odliné od rostlin, Zivo-
Cichii i bakterii (viz Kapitoly 1 a 13). Tato extrémni evolué¢ni konzer-
vovanost odraZi Zivotné nezbytnou roli histont pfi formovani chro-
matinu.

DNA v chromosomech je kondenzovédna
na nékolika trovnich

V zZivych buiikdch se chromatin jen zfidka vyskytuje ve formé koral-
ki na niti z obr. 8-8B. Ve skute¢nosti jsou nukleosomy tésné piiloZe-
ny k sobé a vytvareji kompaktnéjsi strukturu — 30-nm vidkno (viz
obr. 8-8A). Za kondenzaci nukleosomt do 30-nm vldkna je zodpo-
védny paty druh histonu nazyvany histon H1, ktery drZi sousedni
nukleosomy u sebe v pravidelné se opakujicim uspofadéni. Jeho
struktura je zachycena spolu s vy$§imi stupni kondenzace na
obr. 8-10.

Vime, Ze 30-nm vlakno muZe byt jesté déle sbalovano do vice
kondenzovanych struktur. Vidéli jsme vysoce kondenzovanou struk-
turu mitotickych chromosomtj, ale jak tato struktura vznika z 30-nm
vlidkna? To zatim neni jeSté pfesné znamo, ale predpoklada se,
ze 30-nm vldkno je dale organizovdno do smycek pfipojenych
k centralni ose (obr. 8-10 a 8-11). Toto vldkno tvofené smyckami
podléhd minimélné jedné dalsi drovni kondenzace pfi vzniku mito-
tickych chromosomi (viz obr. 8-10).

Vysoka kondenzace chromatinu v mitoze ma vazné disledky
pro transkripci genti: jak se stdvaji chromosomy vice kompaktné&jsi,
transkripce je zablokovdna, nebot RNA-polymeréza a ostatni protei-
ny nutné pro transkripci se nemohou navazat na DNA. Nyni si povi-
me, ¢im jsou si mitotické a interfdzni chromosomy, na kterych miize
probihat transkripce, podobné.
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Interfazové chromosomy obsahuji kondenzované
i rozvolnéné formy chromatinu

Jakmile se dcefiné buriky po mitoze oddéli, znovu se vytvofii jaderna
membrédna, mitotické chromosomy se méni v rozvolnénéjsi interfa-
zové chromosomy (viz obr. 8-4). K dekondenzaci chromatinu nedo-
chézi ve vSech oblastech chromosomu stejné; lze nalézt oblasti
s vy3si kondenzaci, jinde pak rozvolnénéjsi tiseky a je pravdépodob-
né, 7e v rdmci jednoho interfazového chromosomu se vyskytuji
vSechny stupné kondenzace, zndzornéné na obr. 8-10. Obecné fece-
no, oblasti chromosomu, které jsou transkribovany, maji rozvolneé-
néjsi strukturu; nepiepisované oblasti jsou mnohem kondenzova-
néjdi, proto se v detailni struktuie jednotlivé chromosomy lisi

Oblast konce typického mitotického chromosomu
na fotografii z rastrovaciho elektronového mikroskopu. Viechny
kulovité vi¢nélky pravdépodobné piedstavuji konec jednotlivych
smytek chromatinu. Chromosom na této fotografii jiZ byl zduplikovén,
ale oba nové vzniklé chromosomy (také nazyvané chromatidy) jsou
spolu jesté spojeny (viz obr. 8-7B). Konce obou chromosomil jsou na
této fotografii snadno rozlisitelné.

Struktura eukaryontnich chromosomit

Urovné kondenzace
chromatinu. Tento obrazek zachycuje
piedpokladané stupné kondenzace DNA
vedouci aZ ke struktufe vysoce
kondenzovanych mitotickych
chromosomt. Sbhaleni samotné DNA do
nukleosomti je nejlépe prostudovany
stupeil kondenzace. Zbyvajici tirovné jsou
vice ¢i méné spekulativni.




mezi jednotlivymi bunéénymi typy v zdvislosti na tom, které geny
jsou v nich pfepisovany.

Nejvice kondenzovand forma chromatinu je nazyvana hetero-
chromatin (z feckého heteros, odlisny). Poprvé byl heterochromatin
pozorovan svételnym mikroskopem na pocatku tficatych let tohoto
stoleti jako pfesné definované, silné se barvici oblasti chromatinu.
Heterochromatin tvoii obvykle vice nez 10 % interfazniho chromo-
somu a v savcich burtkdch ho mitiZeme vétSinou nalézt v okoli cent-
romer a na koncich chromosomii. Podobné jako mitoticky chroma-
tin je i heterochromatin transkripéné inaktivni. Jak si ukdZeme
v dalsi ¢asti, norméalné aktivni geny, pokud se dostanou do hetero-
chromatinové oblasti, se stanou inaktivnimi pravdépodobné diky
tomu, Ze se také stanou soucasti kondenzované DNA.

Snad nejndpadnéjsi priklad heterochromatinu v interfazovych
bunkdach lze nalézt u chromosoma X samic savcti. Sami¢i bunky
obsahuji dva chromosomy X, zatimco samc¢i bunky jeden chromo-
som X a jeden Y. Pravdépodobné proto, Ze by dvojndsobné mnozstvi
produkttt X-chromosomti bylo letdlni, jeden z obou X-chromosomti
je ve viech samicich burnikéch trvale inaktivovan: na poc¢atku embry-
ondlniho vyvoje dochézi néhodné ke kondenzaci jednoho nebo dru-
hého X—chromosomu. V dalsich bunéénych generacich je vzdy kon-
denzovan stejny X—chromosom jako v ptivodni buiice, ze které tato
populace bunék vznikla (obr. 8-12).

Zbytek interfazniho chromatinu, ktery je v rtizném stupni kon-
denzace, je nazyvan euchromatin (z feckého eu - pravy nebo nor-
malni). V typické diferencované eukaryontni buiice je zhruba 10 %
chromatinu aktivné pfepisovdno nebo ve stavu snadno pfistupném
transkripci; tomuto chromatinu se fika aktivni a je nejméné konden-
zovanou formou chromatinu v interfazovych chromosomech.
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Obrazelk 1212 Inaktivace X—chromosomu.
Buiiky ¢asného savéiho samiciho embrya
obsahuji dva chromosomy X, jeden od
matky (X,;,) a druhy od otce (X,,).

V casném stadiu vyvoje je v kazdé
burice, a to zfejmé ndhodné, jeden

z chromosomil X kondenzovén aZ na
troven heterochromatinu. Po kazdém
nasledujicim bunééném déleni zistava
kondenzovany stejny chromosom X jako
v matefské bufice. U my3si dochazi k
inaktivaci chromosomu X mezi tfetim az
Sestym dnem vyvoje. U ¢lovéka se X-
inaktivace odehrava také ve velmi ¢asném
stadiu vyvoje pied jakoukoliv vyvojovou
diferenciaci bunék. Samici organismus

je tedy mozaikou bunék s neaktivnim
maternalnim nebo paternalnim
X-chromosomem. Ve vét§iné tkdni

a orgdnt byva pfiblizné polovina bunék
jednoho typu a druha polovina

druhého typu.



Zatim neni jasné, kterd z trovni kondenzace na obr. 8-10 nejlépe
vystihuje strukturu aktivniho chromatinu. Urcité je tvofen nukleoso-
my a prinejmensim c¢ast je ve formé rozvolnéného 30 nm
vlakna. Zbytek interfazového chromosomu je vice kondenzovan
a ackoliv neni tak sbalen jako heterochromatin, je relativné tézko
transkribovatelny.

Je zajimavé, Ze nukleosomy nebrzdi RNA-polymerazu v ¢innos-
ti, jakmile zacne DNA prepisovat. Dokonce i bakteridlni RNA-poly-
merdza, ktera se in vivo nesetkd s nukleosomy, mze DNA na nuk-
leosomech pfepisovat. Z toho vyplyvd, Ze nukleosomy netvofi pro
polymerédzu Zadnou prekdzku. Obdobné DNA, kterd je replikovana,
je ve formé nukleosomi (viz fotografie replikujici se DNA na obr. 6-
14). Nevime pfesné, co se v obou konkrétnich pripadech déje, pred-
poklada se vSak c¢aste¢né oddéleni DNA od histonového jadra ve
chvili, kdy tudy prochézi polymeréaza, a po jejim prtichodu zfejmé
dojde k obnoveni nukleosomové struktury.

(A)
telomera telomera

[ — c— )

= = ——|
gen ADEZ v normalni
poloze na chromosomu

bila kolonie kvasniénych
bunék (gen ADEZ je exprimovan)
[— o ——|
[— S

N

gen ADEZ2 se posunul blize k telomefe

cervena kolonie
kvasniénych bunék (gen ADE2
neni exprimovan - kromé bilych
vyseci na kolonii)

(B)

gen white*
v normaini

po}oze "
heterochromatin
e —

N~

acna chrnmosomalm

gen white* je blizko
heterochromatinu

normalni oko
{gen white* je exprimovan)

mramorované oko
(gen white* je exprimovan
v tervenych oblastech,
ne viak v bilych)

Struktura eukaryontnich chromosomi

Mutace v uréitém genu na
chromosomu X vede k barvosleposti.
Vsichni muzi nesouci mutovany gen jsou
barvoslepi, Vétsina zen s mutantni formou
genu barvy vidi, ale pouze s nizsim rozli-
Senim, a to zfejmé& proto, Ze jsou Eipky
(buriky obsahujici barevné fotoreceptory)
od sebe vice vzdalené, nez je tomu v nor-
malni sitnici. Muzete to néjak wysvétlit?
Jestlize je zena barvoslepd, co muiete Fici
o jejim otci a matce? Vysvétlete svoji
odpovéd.

brazel 4210 Polohovy efekt ovliviiujici
genovou expresi. (A) Pokud je kvasinkovy
gen ADE2 ve své obvyklé pozici na
chromosomu, je exprimovéan ve vsech
burikdch. JestliZe je pfesunut do blizkosti
telomery, o které se pfedpokladd, Ze je
vysoce kondenzovina, dojde k zastaveni
exprese tohoto genu ve vét§iné bunék této
populace. Gen ADE2 kéduje jeden
z enzymi biosyntetické drahy adeninu
a pokud je tento gen inaktivni, dochazi
v bunice k hromadéni ¢erveného
pigmentu. Proto je kolonie, ve které
dochazi k expresi tohoto genu, bil4;
zablokovani syntézy proteinu ADE2 vede
ke z€ervendni kolonie. Bilé oblasti kolem
cervené kolonie jsou zndmkou spontinni
reaktivace genu ADE2, pravdépodobné
jako vysledek dédi¢né zmény ve stupni
kondenzace chromatinu v blizkosti
genu ADE2 v téchto burikich.

(B) Vliv polohového efektu miizeme

také snadno pozorovat u genu white
u drosofily. Gen white kontroluje tvorbu
pigmentu oka a byl pojmenovén podle
mutace, kterd ho jako prvni identifikovala.
Drosofila s normalnim genem white
(white') produkuje pigment, ktery jeji o¢i
zbarvuje Cervené. JestliZe je tento gen
mutovany a inaktivovany, tato drosofila
(white’) nedokdZe pigment syntetizovat
a ma bilé oci. Pokud byl normalni white*
gen presunut do oblasti blizko
heterochromatinu, drosofila méla o¢i
skvrnité —s bilymi a ¢ervenymi sektory.
Bilé oblasti pfedstavuji buiiky, ve kterych
byl gen white* inaktivovan roz§ifenim
heterochromatinu, v €ervenych tsecich
byl tento gen normdlné exprimovan.
Skvrnitost o¢i je disledkem netiplné
inaktivace genu heterochromatinem.
Podobné jako u kvasinek, pfitomnost
velkych bile a ¢ervené zbarvenych
oblasti nasvédcuje dédi¢nosti
transkripéni aktivity genu.
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Polohovy efekt, ovliviiujici genovou expresi,
odhalil odliSnosti v kondenzaci interfazovych chromosomi

Diikazy o nestejnomérné kondenzaci interfdzovych chromosomti
vzesly z experimenti, ve kterych byla pozorovdna odli$na exprese
téhoz genu v zavislosti na poloze v chromosomu. Odlisnosti v
expresi genu v zavislosti na poloze tohoto genu v genomu se nazy-
vaji polohovy efekt. Polohovy efekt byl pozorovan napiiklad u kvasi-
nek nebo drosofily — u organismdi, které mohou byt geneticky mani-
pulovany v laboratofi (obr. 8-13). Vlastnosti chromatinu, které jsou
pfi¢inou polohového efektu, zatim nejsou dobfe prostudovany.
Predpoklada se v3ak, Ze oblasti s vice kondenzovanym chromati-
nem, jako napfiklad heterochromatin, se mohou rozsifovat podél
chromosomii a zabranit tak navazani RNA-polymerézy a dalsich pro-
teinti potfebnych pro transkripci ur¢itého genu.

Interfazové chromosomy jsou v jadfe organizovany

Navzdory skutecnosti, Ze jsou interfaizové chromosomy mnohem
delsi a ten¢i nez mitotické, pfedpoklada se jejich vysoka organizova-
nost uvnitf jadra. Jadro je ohrani¢eno jadernou membrdnou tvore-
nou dvéma koncentrickymi membranami. Na jadernou membranu
navazuji dvé sité proteinovych vldken (filament) (viz Kapitola 16):
jednou je jadernd lamina, ktera vytvafi tenkou podptrnou sit
z vnitini strany jaderné membrény; druhd, mnohem méné uspofa-
dana sit, obklopuje jadernou membranu z vnéjsi strany (obr. 8-14).
Prostupnost jaderné membrany je zajisténa jadernymi péry, jimiz
jsou aktivné pfenaSeny vybrané molekuly z a do cytoplasmy.
Napfiklad mRNA je transportovana do cytoplasmy, zatimco jaderné
proteiny, jako jsou histony, jsou importovany do jadra.

Uvnitf jddra neni jen ndhodnd smés DNA, RNA a proteinti. Kazdy
interfazovy chromosom se pravdépodobné nachazi v konkrétnim
misté jadra, takze jednotlivé chromosomy nejsou navzdjem

periferni heterochromatin

jaderny
— obal

retikulum

intermediarni | N
filamenta !

2 um 1um
(A) (B)
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Interfazové jadro. (A)
Tenky fez jadrem lidského fibroblastu
na fotografii z elektronového mikroskopu.
Jadro je obklopeno jadernym obalem ze
dvou membrén pferusovanych jadernymi
pory. Uvnitf jadra se nachazi chromatin
(roztrousené tmavéi skvrny)
s heterochromatinem (tmave zbarveny)
lokalizovanym pfevazné na periferii jadra,
bezprostfedné pod jadernou membranou.
Tmavé zbarvena oblast uvnitf jadra
je jadérko. (B) Schematicky pii¢ny fez
typickym bunécnym jadrem. Jaderny obal
je tvofen dvéma membranami, vnéjsi
je pokracovanim endoplasmatického
retikula. Dvé sité cytoskeletalnich
filament (zelené) mechanicky podpiraji
jaderny obal; z vnitfni strany je to vrstva
Jaderné laminy, kterd se nachazi na celé
vnitfni plose jaderného obalu. Jadérko
(Sedé) je mistem syntézy ribosomalni RNA.

DMA a asociovang
proteiny (chromatin)

jadérko

centrosom

T~ mikrotubulus

jaderna lamina

vnéjsi membrana —
L ) ]]ﬂdern\ir obal
vnitini membréana



Jadérko. Schematicky pohled na jadérko (nukleolus)
ukazuje smycky chromatinu obsahujiciho rRNA geny,
které se nachdzeji na 10 riznych interfdznich chromosomech
(viz vy¢nélky na chromosomech na obr. 8-3).

propleteny. Pfedpoklada se, Ze na této organizaci se alespon mensi
mérou podili vazba ur¢itych ¢asti chromosomti na jadernou mem-
branu nebo laminu.

Nejnapadnéjsim piikladem organizace chromosomt v interfa-
zovém jadre je jadérko (nukleolus), nejzietelnéjsi struktura interfa-
zového jadra pozorovatelna ve svételném mikroskopu. V této oblas-
ti jadra dochazi ke spojeni ¢asti riznych chromosomi, ve kterych se
nachézeji geny pro ribosomalni RNA (obr. 8-15).V jadérku jsou tran-
skribovany geny pro ribosomalni RNA a jsou zde také z proteind
importovanych z cytoplasmy sestavovany ribosomalni podjednotky.
Ty jsou pak transportovany zpét do cytoplasmy jadernymi pory.

Jiz jsme si vysvétlili, jak je DNA v jadfe eukaryontni bunky organizo-
vdna a nyni se tedy mtizeme vratit k otdzce, jak burka rozhoduje
o tom, které z mnoha tisicti genti bude exprimovat. Regulace expre-
se je diilezity problém hlavné u mnohobunéénych organism, proto-
7e z plavodné jedné bunky se diferencuje mnoho riznych bunéc-
nych typd, jako jsou svalové, nervové, krevni a mnohé dalsi typy
bunék vyskytujici se v dospélém organismu (viz panel 1-3, str. 32-33).
Pfi¢inou této diferenciace je akumulace odlinych druhtit RNA a pro-
teinfi, protoze bunky exprimuji odli$né sady genf.

Jak jsme zdiraznili na zac¢atku této kapitoly, bunky obvykle méni
expresi gentl, aniz by néjakym zptisobem zmeénily jejich nukleotido-
vou sekvenci. Jak mzeme toto tvrdit? Kdyby byla DNA nevratne
pozméniovana béhem vyvoje, chromosomy diferencovanych bunék
by nebyly schopné dat vznik celému organismu. Pro testovani této
hypotézy bylo injikovano jadro buiiky pokozky dospélé zaby do Zabi-
ho oocytu, jehoz jadro bylo pfedtim odstranéno (obr. 8-16).
Piinejmensim v nékolika piipadech doSlo k normélnimu vyvoji
vajicka, z ¢ehoZ vyplyvd, Ze transplantované jadro z pokoZkové
bunky nemohlo ztratit Zidnou nezbytnou sekvenci DNA. (Pozndmka
prekladatele: Nyni existuji obdobné diitkazy i u savcii s pouZitim jader
bunék embryi nebo i dospélého organismu; tento postup je oznaco-
véan jako klonovani.) Podobné zdvéry mohou byt vyvozeny z experi-
mentii s rostlinami: napfiklad z jediné bunky mrkve mitize byt zre-
generovana celé dospéla rostlina. Tyto experimenty dokazuji, Ze DNA
i ve specializovanych bunéé¢nych typech obsahuje celou sadu infor-

Jadro diferencované buiiky z pokozky dospélé zaby
stdle obsahuje veskeré informace nutné pro vznik celého pulce.
Podobny experiment byl nedédvno proveden u ovce.

Regulace gentt

rozvinuté interfazové chromosomy
vnikajici svymi rRNA-kddujicimi
smyékami DNA do jadérka

jadérko

jadern’\_}r obal

S koZni bufiky
\ i v tkaiove kultufe
o jadro
d S N
}z?'niégno H Vipipsts
UV-svétlem /
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maci potifebnych pro vznik nového organismu. Buiiky organismu se
tedy nelisi tim, Ze obsahuji rizné geny, ale tim, Ze stejné geny odlis-
né vyuZivaji.

Buriky reguluji expresi svych genti

Rozsah, v jakém se mtzZe liSit exprese konkrétniho genu v rtiznych
typech bunék, je nejlépe patrny z porovnani proteinového sloZeni
buneék jater, srdce, mozku a jinych pomoci dvourozmérné gelové
elektroforézy (viz panel 5-5, str. 162-163). Experimenty podobného
druhu dokazuji, Ze mnoho proteint je spole¢nych vSem druhtim
bunék mnohobunééného organismu. Jsou jimi napiiklad hlavni
strukturni proteiny cytoskeletu a chromosom, zakladni proteiny
endoplasmatického retikula a Golgiho aparatu, ribosomalni proteiny
a enzymy glykolyzy a jinych zékladnich metabolickych drah; tyto
univerzalni proteiny jsou Casto nazyvany provozni proteiny (anglic-
ky: housekeeping proteins) a geny, které je kéduji, jsou pak oznacova-
ny jako provozni geny (anglicky: housekeeping genes). Kazda dife-
rencovana burika produkuje jesté dalsi specializované proteiny, které
jsou zodpovédné za jeji specifické vlastnosti. U savcti je napfiklad
hemoglobin syntetizovan v retikulocytech — bunkéch, ze kterych se
vyvinou €ervené krvinky, ale nevznika v jinych typech bunék.

VEtSina proteinti v burice je produkovédna v tak malém mnoz-
stvi, Ze nemohou byt detegovdany pomoci gelové elektroforézy. Jejich
(viz Kapitola 10), i kdyZ je pfitomna v miniméalnim mnozstvi. Podle
odhadti je v diferencované savcéi burnce syntetizovano pfiblizné
10 000 raznych mRNA a tedy i proteinti z pfiblizné 60 000 genti.
Exprese riiznych sad gentiv kazdém bunécéném typu mé za nasledek
velké odliSnosti ve velikosti, tvaru, vlastnostech a funkcich diferen-
covanych bunék.

Jak je vSak kontrola genové exprese realizovana? V Kapitole 7
jsme si ukazali, Ze k pfenosu informace z DNA do proteinu je tieba
mnoha kroki a kazdy z nich mtize byt principidlné regulovan.
Bunka tedy mtiZze kontrolovat syntézu proteinti na trovni: (1) tran-
skripce - kdy a jak ¢asto je gen pfepisovan, (2) sestfihu a dalsich
Uprav primarniho transkriptu, (3) translace — vybérem mRNA, ktera
bude prekladana nebo (4) aktivace nebo inaktivace vzniklych protei-
nt (obr. 8-17).

Ackoliv jsou znamy konkrétni piiklady regulace v kazdém kroku
uvedeném na obr. 8-17, u vét$iny genti pfevaZuje regulace na tirovni
transkripce (krok 1). To mad sviij smysl, nebot buiika nesyntetizuje

JADRO iCY]'DSOL regulace
| regulace proteinove
primarni translace aktivity
transkript i} 3 4 romms
DNA____ . RNA mRNA mRNA pioiEn— . o
- > T protein
transkripéni kontrola 1 | \,'\ ;
kontrola zpracovani | iaderny por
RNA

™ jaderny obal
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Obréze Ctyii kroky, ve kterych
miZe byt k regulovana exprese
eukaryontnich genti. Jsou zndmy
konkrétni ptiklady regulace ve viech
krocich, aviak nejcastéjsim mistem
regulace genti je krok 1 -

prepis sekvence DNA do RNA.



nepotfebné intermediaty genové exprese. Ve zbytku této kapitoly se
tedy zaméfime na DNA a proteiny, které urcuji, které geny budou
prepisovany do RNA.

Transkripce je regulovdna proteiny, které se vazou

na regulacni sekvence DNA

Pfi transkripci je nejcastéjSim regulovanym krokem jeji iniciace.
V Kapitole 7 jsme si ukézali, Ze na oblast promotoru naseda RNA-
polymerdaza a Ze tato oblast navic urcuje smér transkripce. Promotor
bakterialnich i eukaryontnich gent zahrnuje iniciacni misto, ve kte-
rém transkripce zacind, a sekvenci pfiblizné 50 nukleotidd pred
timto mistem (proti sméru transkripce). Tato sekvence je nutné pro
navazani RNA-polymerdzy na promotor. Kromé promotoru maji
témér vSechny geny - bakteridlni i eukaryontni - regula¢ni sekvence,
které fidi zapinani a vypinani genu. Zda bude gen exprimovan nebo
ne zavisi na rtiznych faktorech jako jsou napiiklad typ bunky, jeji
okoli, stéafi ¢i extracelularni signaly.

Nékteré regulacni sekvence jsou dlouhé jen 10 nukleotidii
a pouze zapinaji expresi genu na podnét jednoho signalu. Tyto krat-
ké regulacni sekvence pfevazuji u prokaryot. Jiné jsou naopak velmi
dlouhé, i vice nez 10 000 nukleotidovych parti; ty mizZeme nalézt pre-
devsim u eukaryot. Dlouhé regula¢ni sekvence mohou odpovidat na
fadu rtznych signdlt, ze kterych je tvofena odpovéd, jak ¢asto ma
dochdézet k iniciaci transkripce.

Regulac¢ni sekvence vSak nemohou pracovat samostatné. Aby
meély néjaky efekt, musi byt rozpoznany regula¢nimi proteiny, které
se vazou na DNA. Pouze kombinace regulacnich sekvenci v DNA
a proteint, které je rozpoznavaji, zarucuje kontrolu iniciace tran-
skripce. Byly identifikovany stovky regulacnich sekvenci, kazda roz-
poznavand jednim nebo vét§sim mnozZstvim regulacnich proteint.

Proteiny mohou rozpozndvat urcité sekvence DNA diky svym
povrchlim, které se pevné vazou na urcité specifické rysy konkrétni-
ho useku dvojsroubovice DNA. Tvar dvojsroubovice zdvisi na nuk-
leotidové sekvenci v dané oblasti, a proto mohou rtizné regula¢ni

e—

vnéjsi mez cukr-fosfatové kostry
na vnéjsi strané dvojsroubovice

Regulace geniti

Obrazek 0-12 Vazba regula¢niho
proteinu na DNA. Pro zjednodusdeni je
ukdzan kontakt mezi proteinem a pouze
jedinym pdrem bazi v DNA. Obvykle je
interakce proteinu s DNA zaloZena na
10-20 podobnych kontaktech, kazdy s
jinou aminokyselinou. Kazdé spojeni
vyznamné prispiva k zesileni vazby
proteinu na DNA.
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proteiny rozpozndavat odlisné nukleotidové sekvence. Vétsina prote-
inti se vaze do velkého Zldbku dvojsroubovice DNA (viz obr. 6-6), kde
vytvaii fadu kontakti s pédry bazi. Proteiny se mohou spojovat
s bazemi pomoci vodikovych miistki, iontovych vazeb a hydrofob-
nich interakci, obvykle bez pferuseni vodikovych miistkii spojujicich
obé baze (obr. 8-18). Ackoliv jsou jednotlivé kontakty slabé, obvykle
vznikd mezi obéma molekulami pfiblizné 20 kontaktti, které jsou
dohromady dostatecné specifické a pevné; interakce protein-DNA
patii mezi viibec nejpevnéjsi a nejspecifictéjsi molekularni interakce
znamé v biologii.

Ackoliv je kazda interakce protein-DNA v detailech unikétni,
mnoho proteinti podilejicich se na regulaci genti obsahuje jeden
z né€kolika znacné stabilnich konformaénich motivii. Tyto motivy se
vazou do velkého Zldbku dvojsroubovice DNA a tvofi pevné interak-
ce s kratkym tsekem DNA. Struktura nékterych z téchto DNA-
vazebnych motivii je zachycena na obr. 8-19. Ve viech piipadech se
o-helix proteinu vaZe do velkého Zlabku DNA. Velice ¢asto se DNA-
vazebné proteiny pfipojuji na DNA v parech (dimerech).
Dimerizace pfiblizné zdvojnédsobi plochu kontaktu s DNA, ¢imz
dojde ke zvySeni jak pevnosti vazby, tak jeji specifity. Protoze se
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DNA-vazebné motivy
proteinti. (A) Pohled zpfedu a (B) bo¢ni
pohled na homeodoménu - strukturni
motiv mnoha DNA-vazebnych proteind.
Homeodoména je tvofena tiemi
spojenymi c-Sroubovicemi, které jsou
zachyvceny jako rliznobarevné vdlce. Za
vétsinu kontakttt mezi proteinem a DNA
zodpovida Sroubovice oznacend ¢islem 3,
na obrdazku B je zachycena z boku.
Asparagin (Asp) v této Sroubovici
rozpoznavd adenin, jak je zachyceno na
obr. 8-18. (C) Motiv zinkového prstu je
tvofen a-Sroubovici a B-sklddanym listem
(ohnutd sipka), které jsou spojeny atomem
zinku (kulicka). Obvykle je nékolik
zinkovych prstii kovalentné spojeno tak,
aby mohly a-helixy rozpoznavat bize ve
vetsim Zlabku dvojsroubovice DNA.

Tento obrdzek ukazuje tii spojené zinkové
prsty. (D) Motiv leucinového zipu. Tento
DNA-vazebny motiv vznikd spojenim
dvou e-Sroubovic nachézejicich se na
dvou rtiznych molekuldch proteinti.
Proteiny s leucinovym zipem se proto
vazou na DNA jako dimery a sviraji
DNA mezi sebou.

Tyto tfi motivy miZeme nalézt
u regulacnich proteint snad viech
eukaryontnich organismi, kde kontroluji
expresi tisiclt riznych gent. Kazdy motiv
vytvafi mnohondsobné kontakty s DNA.
Pro zjednoduseni byly zachyceny jen
vodikové miistky na obrazku (B), na
obrézcich (C) a (D) neni nakreslen Zadny
konkrétni kontakt. Nazvy “homeodoména’,
wzinkovy prst* a ,leucinovy zip" pochézeji
z historické terminologie a podle dnesnich
znalosti jsou nepiesné.

Vysvétlete, jak se mohou
DMNA-vazebné proteiny vazat na dvoufetéz-
covou molekulu DNA, aniZ by prerusovaly
vodikové mustky, které spojuji baze.
Ukaite, jak miZe protein rozlisit par A-T od
paru G-C. Nakreslete mozné kontakty zpu-
sobem zachycenym na obr. 8-18 a urcete,
které druhy nekovalentnich vazeb (vodiko-
vé mustky, iontové vazby nebo hydrofobni
interakce, viz panel 2-1, str. 46-47) mohou
vznikat. Neni tfeba specifikovat konkrétni
aminokyseliny, struktura véech part bazi je
na obr. 6-5.
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mohou parovat i rizné druhy proteinti, mZe byt rozpoznavano
znaéné mnozstvi sekvenci relativné malym poc¢tem regula¢nich pro-
teinti.

Represory vypinaji geny a aktivatory je zapinaji

Nejjednodussim a nejlépe prostudovanym piikladem regulace genti
je kontrola genové exprese u bakterii a jejich virti. Genom bakterie E.
coli tvoii jedna cirkularni molekula DNA o délce pfiblizné 4,6x10°
nukleotidovych pard, ktera koduje kolem 4 000 druhii proteind, ale v
kazdém okamziku je syntetizovana pouze mala ¢ast z nich. E. coli
reguluje expresi mnoha svych genti podle nutri¢niho zdroje v okol-
nim prostfedi. Napfiklad viech pét genii E. coli z metabolické drahy
pro syntézu tryptofanu je organizovdno v jedné skupiné na chromo-
somu. Tyto geny jsou transkribovany z jediného promotoru jako
dlouh4 molekula mRNA, ze které jsou prekladany vsechny proteiny
této drahy (obr. 8-20). Geny uspofadané stejnym zptisobem a piepi-
sované do jedné mRNA se nazyvaji operony. Operony se velice casto
vyskytuji u prokaryot, nikdy je vSak nenajdeme u eukaryot, u kterych
jsou geny regulovany individualné. Pokud je tryptofan pfitomen
v okoli bakterie a je transportovan do burky, nejsou enzymy pro
jeho syntézu potiebné a cely operon je vypnut. K této situaci docha-
zi napfiklad u bakterii, Zijicich ve stfevé savct krdtce po prijeti potra-
vy obsahujici proteiny.

Regulace tryptofanového operonu je dnes velice detailné pro-
zkoumaéna. Uvnitf promotoru je kratkd sekvence (15 nukleotidd),
kterd je rozpoznavana regulacnim proteinem. Pokud je regulacni
protein navazdn na tuto sekvenci nazyvanou operdtor, zabranuje

Obrazelk 8-20  Skupina bakteridlnich
genii pfepisovand z jednoho
promotoru. Kazdy z téchto péti genli
kéduje jiny enzym biosyntetické drahy
aminokyseliny tryptofanu. Jsou
prepisovdny do jediné molekuly RNA,
coz umoZiuje koordinovanou expresi
viech genti. Skupiny genti
transkribované do jedné molekuly RNA
jsou bézné u prokaryot a jsou nazyvany
operony. Exprese tryptofanového
operonu ukdzaného zde je kontrolovéna
regulacni sekvenci zvanou operdtor,
kterd se nachdzi uvnitf promotoru.

Obrazek 5221 Kontrola exprese genu
pomoci represorového proteinu. Jestlize
je koncentrace tryptofanu uvnitf buiiky
nizka, tryptofanovy represor nenavize
molekulu tryptofanu. Bez ni nedokdZze
nasednout na svoji regulacni sekvenci -
operdtor (zelené) uvnitf promotoru
(Zluté), coz umozni RNA-polymeraze
rozpoznat promotor a za&it transkribovat
viech pét genti tryptofanového operonu
(vlevo). Pokud je hladina tryptofanu
vysokd, naviZe se tato aminokyselina na
represor, kterému tim umozni nasednout
na operatorovou sekvenci. Svoji
pfitomnosti fyzicky brani RNA-
polymerdze ve vazbé na promotor
(vpravo). Kdykoliv poklesne koncentrace
volného tryptofanu v buiice, tryptofan
se uvolni z represoru, ten se odpouta od
DNA a transkripce téchto genti mtiZze
zatit (viz také obr. 8-20).

zatatek transkripce

vysoka hladina tryptofanu

A/aktivm‘ represor

promotor
r 1
-35 +1
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1zek Kontrola genové exprese pomoci
aktlvétorOVého proteinu. Aktivitor po nasednuti na
regulacni sekvenci DNA pomdha RNA-polymeraze pfi
iniciaci transkripce. Bez aktivatoru (Zluzé) je transkripce
z tohoto promotoru netcinnd. U bakterii je navazani
aktivatorového proteinu na DNA kontrolovéno jeho
interakci s néjakym metabolitem nebo jinou malou
molekulou. Napfiklad bakteridlni aktivatorovy protein
CAP musi pfed vazbou na DNA navazat molekulu
cyklického AMP (cAMP); protein CAP spousti transkripci
gent jako odpovéd na zvysenou intracelularni
koncentraci cAMP.

RNA-polymerize nasednout na promotor a transkribovat geny tryp-
tofanového operonu. Tento regula¢ni protein se nazyva tryptofanovy
represor a je velice dlvtipné regulovan: tryptofanovy represor se
miiZe vdzat na DNA pouze tehdy, kdyZz ma na sobé navazano nékolik
molekul tryptofanu (obr. 8-21).

Tryptofanovy represor je allostericky protein — navazani tryptofa-
nu zptisobuje zménu v trojrozmérné struktufe proteinu, ktery se
nyni maze vdzat na operator v DNA. Pokud je koncentrace tryptofa-
nu v bunce nizkd, tryptofan se z represoru uvolni, dojde ke zméné
konformace proteinu, jeho uvolnéniz DNA a transkripci véech genti
tryptofanového operonu. Represor je tedy jednoduchym regulato-
rem, ktery spousti nebo zastavuje syntézu biosyntetickych enzymt
podle koncentrace kone¢ného produktu drahy, kterou dané enzymy
katalyzuji.

Bakterie miiZe velice rychle odpovidat na zvyseni koncentrace
tryptofanu, protoZe tryptofanovy represor je v burice vzdy pfitomny.
Gen, ktery ho kéduje, je neustdle s nizkou u¢innosti pfepisovan, coz
zajistuje stdlou nizkou hladinu tohoto proteinu v burice. Tato nere-
gulovana exprese genu je znama jako konstitutivni exprese.

Represor, jak jeho nédzev napovid4, je protein, ktery zastavuje
transkripci genti neboli ji reprimuje. Jiné bakterialni proteiny maji
opacnou roli, navozuji transkripci ur¢itych genti, jinymi slovy ji akti-
vuji. Tyto aktivatory jsou tfeba pro transkripci z promotorti, které
jen slabé vazou RNA-polymerdzu (na rozdil od tryptofanového pro-
motoru). Slabé fungujici promotory se po navézani aktivatoru stava-
ji pIné funkénimi, protoze aktivator se navaze v blizkosti promotoru
a pomédhd RNA-polymerdze iniciovat transkripci (obr. 8-22).

Podobné jako u represoru je schopnost aktivatoru vazat se na
DNA casto ovliviiovana jeho interakci s druhou molekulou.
Napfiklad na bakteridlni aktivatorovy protein CAP se nejdfive musi
navazat cyklicky AMP a aZ potom se miiZe CAP vdzat na DNA. Geny
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Otazka 85 Virus napadajici  bakterie
{(bakterialni viry se nazyvaji bakteriofagy)
se miZe replikovat dvéma zpUsoby. Ve sta-
diu profaga je virus integrovan do bakteri-
alniho chromosomu a je kopirovan zéro-
ver s nim, a tak pfedavan z generace na
generaci. V lytickém stadiu je virova DNA
uvolnéna z bakteridlniho chromosomu
a mnohokrat se replikuje uvniti buriky.
Virova DNA pak déva vznik plastovym pro-
teindm viru, které spolu s replikovanou
DNA vytvori mnoho novych virovych parti-
kuli, které jsou uvolnény z bakterialni
buriky. Tato dvé stabilni stadia jsou kontro-
lovana dvéma regulaénimi proteiny - cl
(.c jedna”) a cro, které jsou kodovany
virem. Ve stadiu profaga je exprimovan
protein cl, v lytickém naopak protein cro.
Kromé regulace exprese jinych genl je
protein cl represorem transkripce genu cro
a ten zase zpétné reprimuje syntézu prote-
inu cl {obr. Q8-5). Pokud je bakterie obsa-
hujici faga v profédgovém stadiu kratce
ozatena UV svétlem, dojde k degradaci
proteinu cl.

A. Co se nyni stane?

B. Bude tato zména revertovana po
vypnuti UV svétla?

C. Proc asi se tento mechanismus vyvi-
nul?

“ cl protein

s P

cl gen cro gen
¥
+ 1
STAV NEPROBIHA
PROFAGA TRANSKRIPCE
cro-GENU

‘/'; protem

cl gen cro gen
¥
\J
NEPROBIHA LYTICKY
TRANSKRIPCE STAV
cl-GENU

Obr. Q8-5



aktivované proteinem CAP jsou spoustény jako odpovéd na zvyse-
nou koncentraci cAMP v burice, ktera signalizuje vycerpani glukosy
— preferovaného zdroje uhliku — v okoli; vysledkem je syntéza enzy-
mu, které umoznuji vyuZiti jinych sacharidti z okoli.

Iniciace transkripce u eukaryot je komplexni proces

Regulace gentl u bakterii je jednim z pfikladti v biologii ¢asto pozo-
rované hospodarnosti a jednoduchosti. U eukaryot je gen transkri-
bovan jako odpovéd na mnoho riznych signalti a jeho regulace musi
byt proto mnohem komplexné;jsi.

Iniciace transkripce u eukaryot se od bakterii lisi ve Etyfech
zasadnich bodech.

1. Prvni odli$nost spoc¢ivd v RNA-polymerdze samotné. Zatimco bak-
terie maji jednu RNA-polymerdzu, eukaryota maji tfi — RNA-poly-
merazu [, RNA-polymerédzu II a RNA-polymerdzu 11, pficemz kazda
polymerdza transkribuje odlisny typ gent. RNA-polymerazy I a III
prepisuji geny pro transferové RNA, ribosomdlni RNA a malé RNA,
které maji v bunice strukturni tilohu (Tabulka 8-1). RNA-polymera-
za II transkribuje naprostou vétsinu eukaryontnich genti — viechny,
které koduji proteiny. Nase néasledujici diskuse se tedy zameéri na
RNA-polymerazu IL

2. Zatimco bakterialni RNA-polymeraza je schopna zahajit transkripci
bez pomoci jinych proteinti, jak jsme vidéli na pfikladu tryptofano-
vého operonu (viz obr. 8-21), eukaryontni RNA-polymerazy vyzadu-
ji ptitomnost dalsich proteint. Tyto obecné transkripéni faktory se
vazou na promotor spolu s polymerazou a pomahaiji ji pfi iniciaci
transkripce.

3. Dalsim rozdilem u eukaryot je moZnost ovliviiovat iniciaci tran-
skripce pomoci regulacnich proteint (represorti a aktivatort), které
jsou navazany na DNA i nékolik tisic nukleotidii daleko od promo-
toru. To umoZiiuje regulaci jednoho promotoru mnoha regula¢nimi
sekvencemi rozptylenymiv DNA. U bakterii jsou geny kontrolovany
jednou regula¢ni sekvenci, ktera se obvykle nachdzi velice blizko
promotoru (viz obr. 8-21 a 8-22).

4. Poslednim, ale ne nejmensim, rozdilem je, Ze k iniciaci transkripce
u eukaryot musi dojit na DNA sbalené do nukleosomti a v. mnohem
kompaktnéjsim chromatinu.

Nyni se zastavime u poslednich tfi rysti eukaryontni regulace gent.

[abulka 8-1 Tri eukaryontni RNA-polymerazy

Typ polymerdzy Prepisované geny
RNA-polymeréza [ vét§ina rRNA-genti
RNA-polymerdza II viechny geny kédujici proteiny, nékteré geny pro
malé RNA (napf. pfitomné v komplexu sestfihu)
RNA-polymerdza III geny pro tRNA,
gen pro 55-TRNA,

geny pro nékteré malé strukturni RNA

Regulace genii

263



Eukaryontni RNA-polymeraza vyzaduje
obecné transkripé¢ni faktory

Na pocatku vSeho bylo poznéni, ze purifikovana eukaryontni RNA-
polymeréza I, na rozdil od bakterialni, neni schopna za¢it transkribo-
vat geny in vitro. Pfi hledani pricin byly objeveny obecné transkripéni
faktory, které pravdépodobné pomahaji RNA-polymeraze v nasednuti
na promotor, oddéleni obou fetézci DNA a po iniciaci transkripce
iv jejim uvolnéni z promotoru, aby mohlo zacit prodluzovani RNA.

Pojem ,obecné“ odrazi fakt, Ze tyto transkrip¢ni faktory rozpo-
znavaji vSechny promotory piepisované RNA-polymerazou II. Tim se
lif od represorti a aktivdtorti u bakterii, které nasedaji pouze na
sekvence nékolika mélo promotorti, a také od eukaryontnich regu-
lacnich proteinii, o kterych budeme mluvit pozdéji a které ovliviiuji
expresi také jen malého poctu genti.

Na obr. 8-23 je zobrazen model uspofadani obecnych transkripé-
nich faktori na promotoru pro RNA-polymerazu II. Vznik celého
komplexu na promotoru za¢iné rozpoznanim kratké sekvence DNA
tvofené prevaziné nukleotidy A a T (nazyvané TATA-box) obecnym
transkripénim faktorem TFIID. Navazani TFIID na TATA box zptisobi
dramaticky lokdlni ohyb DNA (obr. 8-24), coZz umozni nasednuti
ostatnich transkripénich faktorti na promotor. TATA-box je klicovou
soucdsti témér vSech promotorti pro RNA-polymerazu II a nachazi se
obvykle 25 nukleotidfi pfed iniciatnim mistem transkripce. Jakmile
se navaze prvni transkripéni faktor na toto misto v promotoru,
dojde k navazéani dalSich transkrip¢nich faktorti a vzniku kompletni-
ho transkripéniho iniciacniho komplexu.

Aby se RNA-polymerdza II mohla navazat na promotor, potfebu-
je k tomu iniciaéni komplex. Ten by ji v8ak branil v prodluZovani
fetézce RNA, proto musi byt RNA-polymeraza I z tohoto komplexu
uvolnéna. Klicovym krokem pfi tomto uvolnéni je pfipojeni fosfato-
vych skupin na RNA-polymerazu II, katalyzované transkripénim

Ubrdzelo 825 Iniciace transkripce eukaryontnich genit RNA-
polymerézou IL. Aby mohla RNA-polymeraza 11 zacit transkribovat,
potfebuje k tomu celou fadu transkripénich faktord (nazyvané TFIIA,
TFIIB, atd.). (A) Promotor obsahuje sekvenci nazyvanou TATA-box,
kterd se nachézi pfiblizné 25 nukleotidovych parti pfed mistem
iniciace transkripce. (B) Sekvenci TATA-boxu rozpozndva a vaZe se na
ni transkripéni faktor TFIID, ktery umoZni nasednuti TFIIB ve své
blizkosti (C). Pro zjednodu$eni zde neni zachyceno ohnuti DNA
zplisobené navdzénim TFIID (viz obr. 8-24). (D) Zbylé transkripéni
faktory a RNA-polymeréza nasedaji na promotor. (E) Transkripéni
faktor TFIIH za pouZiti ATP fosforyluje RNA-polymerazu 11, coZ zméni
jejf konformaci, dojde k jejimu uvolnéni z iniciaéniho komplexu
a RNA-polymeraza II tak miiZe za¢it transkribovat. Jak je ukdzdno na
obrédzku, mistem fosforylace je dlouhy polypeptid, ktery vy¢niva
z molekuly RNA-polymerazy.

Pfesné pofadi, v jakém jednotlivé transkripéni faktory nasedaji
na promotor, neni s jistotou zndmo. Jeden z modelt vychazi té7 z
moZnosti, Ze véechny transkripéni faktory vytvireji komplex s RNA-
polymerédzou Il mimo DNA, na kterou se pozdéji tento komplex navaze
v jediném kroku. Obecné transkripéni faktory jsou v evoluci velmi
konzervované; v nékterych biochemickych experimentech mohou
byt nékteré z lidskych faktorii nahrazeny odpovidajicim faktorem
pochédzejicim z mnohem jednodussich kvasinek.
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faktorem TFIIH, jehoZ jedna podjednotka ma kinasovou aktivitu (viz
obr. 8-23E). Fosforylace pravdépodobné usnadriuje RNA-polymeraze
uvolnit se z inicia¢niho komplexu a zah4jit transkripci. Obecné tran-
skrip&ni faktory jsou pak uvolnény z promotoru a mohou byt vyuzi-
ty pro iniciaci transkripce na jiném promotoru.

Eukaryontni regulaéni proteiny kontroluji expresi genu
ze znacné vzdalenosti

Vidéli jsme, Ze bakterie pouzivaji regulacni proteiny (aktivatory
a represory) pro regulaci exprese svych genti. Eukaryontni bunky
pouZivaji stejnou zdkladni strategii. Ackoliv mohou eukaryontni
obecné transkripc¢ni faktory spole¢né s RNA-polymerazou iniciovat
transkripci in vitro (viz obr. 8-23), uvnitf burniky je iniciace transkrip-
ce za pritomnosti pouze téchto proteinti neti¢innd. Témér viechny
eukaryontni promotory vyzaduji pfitomnost dal$ich aktiva¢nich
proteint, které pomdhaji uspofddani obecnych transkripénich fakto-
i a RNA-polymerézy do inicia¢niho komplexu.

Mista v DNA, na kterd se vdzou eukaryontni aktivdtory, byly
pavodné pojmenovany jako zesilovace (enhancery), protoze jejich
pfitomnost vyrazné zvysuje transkripci. V roce 1979 biologové dosli
k pfekvapujicimu zjisténi, Ze tyto aktivaéni proteiny mohou byt
navazany tisice nukleotidovych pérti daleko od promotoru. Navic
mohou eukaryontni aktivatory ovliviiovat expresi genu nezévisle na
tom, zda se nachdzeji pfed nebo aZ za genem. Jak mohou enhance-
rové sekvence a proteiny na né naviazané fungovat na tak velkou
vzddlenost? Jak mohou komunikovat s promotorem?

Bylo navrZeno mnoho modelt pro ,fungovani na dalku“, nejjed-
nodudsi z nich se zda byt aplikovatelny na vétsinu pripadii. O DNA
mezi zesilovacem a promotorem se pfedpokldda, Ze se sta¢i do smy¢-
ky a dovoluje tak kontakt mezi aktivatorovym proteinem na enhan-
ceru a RNA-polymerdzou nebo jednim z obecnych transkripénich

Regulace genti

Obrdzek £-24 Trojrozmérnd struktura
TBP navdzaného na TATA-box. TBP
(TATA-vazebny protein) je podjednotkou
obecného transkripéniho faktoru TFIID,
ktery je zodpovédny za rozpoznéni

a navazani se na sekvenci TATA-boxu

v DNA (¢ervené). Unikatni ohnuti
zptisobené proteinem TBP — dvé smycky
dvojSroubovice oddélené ¢astecné
rozvinutou DNA - miize slouZit jako
oznaceni promotorové sekvence pro dalsf
obecné transkripéni faktory. TBP tvofi
jeden polypeptidovy fetézec sbaleny do
dvou velice si podobnych domén (modre
a zelené),
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faktorti navdzanych na promotoru (obr. 8-25). DNA tedy funguje jako
nosné vlakno umoziujici interakei proteint navdzanych nékolik tisic
nukleotidovych pérti od sebe.

Eukaryontni regulac¢ni proteiny navazané na vzdalenych regulac-
nich sekvencich mohou zvySovat nebo sniZovat aktivitu RNA-poly-
merédzy navazané na promotoru. Jednim zptisobem, jak mohou regu-
lovat transkripci, je ovliviiovat uspofddavani transkripéniho iniciac-
niho komplexu. Aktivatory usnadnuji jeho vznik, zatimco represory
mohou jeho vznik zpomalovat nebo blokovat.

Na obr. 8-26 je zndzornéna regulace genti u prokaryot a eukary-
ot. V obou pfipadech mohou regulaéni proteiny kontrolovat expresi
genu pozitivné i negativné — pomdahat nebo zabranovat nasednuti
a aktivit¢ RNA-polymerdzy na promotoru. Eukaryontni regulacni
proteiny se vaZzou na regulacni sekvence, které jsou ekvivalentni ope-
ratortiim a aktivator-vazebnym sekvencim u bakterii, ale obvykle se
nachézeji ve znacné vzdalenosti od promotoru.

Sbaleni promotorové DNA do nukleosomu
miiZe ovliviiovat iniciaci transkripce

K iniciaci transkripce v eukaryontnich bunkdch musi dochazetina
DNA kondenzované do chromatinu. Je DNA v nukleosomové podo-
bé pfistupnd pro regula¢ni proteiny, obecné transkripcni faktory
a RNA-polymerazu? Jak miiZze sbaleni DNA ovliviiovat iniciaci tran-
skripce?

V tvodu této kapitoly jsme si objasnili, ze geny, které jsou tran-
skribovény, se sice nachézeji v rozvolnéné formé chromatinu, ale
i tato forma chromatinu méa stale nukleosomovou strukturu.
Pritomnost nukleosomti obecné neovliviiuje elonga¢ni krok tran-
skripce, protoze RNA-polymeraza se mtiZze pohybovat po nukleoso-
mech a docasné naruSovat jejich strukturu. Pokud je v8ak promotor
sbalen do nukleosomt, je iniciace transkripce zablokovéana, protoze
nukleosomy zfejmé zabranuji nasednuti transkrip¢nich faktorti
nebo RNA-polymerazy na DNA.
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Obrazek 8-25  Model pro aktivaci genii
na dédlku u eukaryot. V tomto pfikladu
nemohou obecné transkripéni faktory

a RNA-polymerdza aéinné vytvofit
inicia¢ni komplex; v tom jim pomdaha
regulacni protein navdzany na enhanceru
v okoli tohoto promotoru. Ohnuti DNA
umozZiuje kontakt mezi regulaénim
proteinem naviazanym na enhanceru

a transkripénim komplexem na
promotoru. Pferudovana Cara v Casti

DNA vyjadfuje variabilni vzdalenost mezi
enhancerem a pocatkem transkripce,
kterd miiZe byt aZ desitky tisic
nukleotidovych part.

Otazka 8-6 Neékteré regulaéni proteiny
(nepopsané v této kapitole) pfi vazbé na
DNA zpUsobujl ohnuti dvousroubovice do
ostreho Uhlu. Tyto ,ohybaci proteiny”
mohou ovliviiovat iniciaci transkripce, aniz
by se vazaly na RNA-polymerazu, néktery
z obecnych transkripénich proteint nebo
na jiny regulaéni protein. Muzete vysvétlit,
jaky mohou mit tyto proteiny vliv na tran-
skripci? Nakreslete schéma, které by zna-
zorhovalo vase vysvétleni.
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Nukleosomy jsou podél DNA rozmistény v pravidelnych interva-
lech s nizkou sekvené¢ni specifitou, proto je jejich vyskyt v oblasti
promotoru pravdépodobny. Pro transkripéni aktivaci genu musi byt
tyto nukleosomy odstranény, ale jak k tomu dochdzi neni zatim
piesné zndmo. Je mozné, Ze ma burika specializované proteiny, které
odstrafiuji nukleosomy z promotorovych oblasti a umoznuji tak
nasednuti transkripénich faktorti. Druhou mozZnosti je chemicka
modifikace histonti v okoli promotord, kterd by destabilizovala nuk-
leosomy pfed iniciaci transkripce.

Nukleosomy vytvofené na regulacnich sekvencich by mohly také
interferovat s expresi genu, a to tak, Ze by bréanily vazbé regulacnich
proteinti. Pfesto se zd4, Ze k tomu vzdy nedochdzi. Existuji ditkazy,
7e se nékteré regulaéni sekvence vyskytuji v oblastech DNA bez nuk-
leosom; nékteré regulaéni proteiny ale jsou pravdépodobné schop-
né vazat se na DNA i v nukleosomech; snad pfi tom nukleosomy
destabilizuji a ¢astecné narusuji.

Vztah mezi strukturou chromatinu a iniciaci transkripce je zatim
na pocatku plného pochopeni. Zatim je zndmo, Ze bunky si vyvinuly
nékolik strategii zaji$tujicich iniciaci transkripce na DNA sbalené do
nukleosomii. Dalsi faktem je, Ze kondenzované formy chromatinu
(napiiklad v mitotickych chromosomech, inaktivnim X-chromoso-
mu a oblastech heterochromatinu v interfaznich jadrech) nemohou
byt transkribovany. Pfedpoklada se, ze chromatin v této formé je pfi-
1i§ kondenzovan, a proto regulaéni proteiny, obecné transkripcni fak-
tory a RNA-polymeraza nemaji-volny pfistup k rozpoznavanym
sekvencim. Proteiny zodpovédné za zvySovani kompaktnosti DNA
jsou teprve objevovény.

V dalsi ¢asti budeme diskutovat o regulaci typickych eukaryont-
nich genti kombinacemi aktivatorovych a represorovych proteind.

Eukaryontni geny jsou regulovany kombinacemi proteint

ProtoZe jsou eukaryontni regula¢ni proteiny navdzané na DNA
schopné kontrolovat transkripci i na pomérné velké vzddlenosti,
mohou byt eukaryontni regula¢ni sekvence umistény v dlouhych
tsecich v okoli regulovaného genu. U Zivocichli ani rostlin neni
neobvyklé najit regula¢ni sekvence genuiv tak velkém tiseku jako je
50 000 nukleotidovych parti; vétsina této sekvence ma pouze roli
mezerniku a neni rozpoznavana zadnym regula¢nim proteinem.

Regulace genii

regulaéni
sekvence

genu

aktivaéni protein

obecné
" transkripéni faktory

RMA-polymeraza

zatatek
promotor transkripce

EUKARYOTA

Obrdzel 5-26 Shrnuti odlisnosti
mechanismi aktivace genti u bakterii

a eukaryot. Navic je eukaryontni DNA
shalena do nukleosomi (neni zakresleno).
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Dosud jsme o regula¢nich proteinech mluvili jako o funkéné
samostatnych jednotkdach, které mohou individudlné spoustét nebo
blokovat expresi genu. Tato pfedstava se plné uplatiiuje u mnoha
bakteridlnich represorti a aktivatorti, vétsina eukaryontnich regulac-
nich proteint je viak soucésti komplexu regulaénich proteint, jehoz
viechny casti jsou nezbytné pro expresi daného genu ve spravneé
burice ve spravny ¢as a v pozadovaném mnozstvi jako odpovéd na
konkrétni podminky.

Pojem kombina¢ni kontrola odrazi zptisob, jak spolupracuji sku-
piny proteinti pfi regulaci exprese konkrétniho genu. Na obr. 8-27 l1ze
vidét mnoho rtiznych regula¢nich proteinti navazanych na regulacni
sekvence, které ovliviiuji iniciaci transkripce u eukaryot. Vétsina
eukaryontnich gentt ma kontrolni oblasti, které obsahuji mnoho
vazebnych mist pro pozitivni i negativni regula¢ni proteiny.
Regulaéni oblast lidského genu pro B-globin je schematicky zachyce-
na na obr. 8-28. Objasnéni molekularntho mechanismu spoluprace
vSech regula¢nich proteinti pfi urc¢eni konec¢né trovné exprese genu
je vSak zatim jen na pocatku pochopeni.

Exprese riiznych genti miiZe byt fizena jednim proteinem

Prokaryota i eukaryota musi byt schopnéd nejen zapinat a vypinat
expresi jednotlivych genti, ale také koordinovat expresi riznych
genu. Napiiklad pokud eukaryontni bunka dostane signal k délent,
dojde ke spusténi exprese mnoha do té doby zablokovanych genti
a tim k udélostem vedoucim k bunéénému déleni (viz Kapitola 15).
Jednim zptisobem, jak koordinovat expresi rtiznych genti, je u bakte-
rii jejich spojeni do jednoho operonu kontrolovaného jednim pro-
motorem (viz obr. 8-20). Tento zptisob vSak neni pouzitelny u euka-
ryot, kterd reguluji svoje geny individuélné. Jak tedy eukaryota koor-
dinuji expresi riiznych genti?

Jestlize eukaryontni buniky pouzivaji nékolik regulac¢nich protei-
nt ke kontrole kazdého genu, jak mohou rychle a rozhodné kontro-
lovat expresi celé skupiny genti? Ackoliv je kontrola genové exprese
kombina¢ni, miiZe jediny regulacni protein mit rozhodujici vliv na
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Obrazelk 8-27 Regulaéni sekvence
typického eukaryontniho genu. Sekvence,
na které dochazi k uspofadani obecnych
transkripénich faktor(i a RNA-polymerazy
do iniciatniho komplexu, se nazyva
promotort gent piepisovanych RNA-
polymerdzou II je TATA-box, ktery je
prvnim rozpozndvanym mistem
promotoru pfi uspofadavani
transkripénich faktor(i do inicia¢niho
komplexu (viz obr. 8-23). Misto, ve kterém
zacina RNA-polymeraza prepisovat gen,
lezi obvykle 25 nukleotidovych pérti za
TATA-boxem. Regulaéni sekvence genu
slouzi jako vazebnd mista pro regulaéni
proteiny, které ovliviiuji G¢innost iniciace
transkripce. Regula¢ni sekvence se mohou
nachdzet pfimo pfed promotorem, daleko
od néj, nebo dokonce i za genem. Ohnuti
DNA umozZiiuje interakci regula¢nich
proteintl navazanych na téchto vzdélenych
sekvencich s proteiny na promotoru.

Zatimco obecné transkripéni faktory
jsou nezbytné pro transkripci viech genti
piepisovanych RNA-polymerazou II,
regula¢ni proteiny a poloha jimi
rozpoznavanych regulacnich sekvenci
vzhledem k promotoru se lisi gen od
genu. Obvykle dochézi ke kombinaci vlivu
nékolika regulacnich proteint, ktera
urcuje celkovou tcinnost iniciace
transkripce. Zatim vSak nebyl detailné
prostudovén vliv jednotlivych regula¢nich
proteinti a jejich kombinaci na celkovou
ucinnost iniciace transkripce.
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zapnuti nebo vypnuti konkrétniho genu, a to pouhym doplnénim
kombinace proteinti potfebné ke spusténi ¢i zablokovani transkripce
daného genu. Mizeme to pfipodobnit k nastaveni posledni cislice
u kombinac¢nich zamk: zamek se otevie jen v pripadé, Ze byla pred-
tim spravné nastavena ostatni ¢isla. Stejné jako mtZe jedna koncova
¢islice oteviit celou fadu zamki doplnénim rtiznych kombinaci ¢isel,
miiZe tentyZ protein doplnit kombinaci regula¢nich proteint na rtiz-
nych genech. Jestlize nékolik genti obsahuje sekvenci rozpoznava-
nou stejnym regulaénim proteinem, miiZze tento protein regulovat
expresi kazdého z téchto gent.

Piikladem lidského proteinu schopného fidit expresi nékolika
riznych gentl je glukokortikoidovy receptor. Tento regulacni protein
je schopny vézat se na DNA az po vytvofeni komplexu s molekulou
glukokortikoidniho steroidniho hormonu (kortisolu; viz Tabulka 15-
1, str. 485). Kortisol je vylu¢ovan béhem hladovéni a intenzivni fyzic-
ké aktivity a mezi jinymi funkcemi stimuluje jaterni bunky k syntéze
glukosy z aminokyselin a jinych malych molekul. Jako odpovéd na
glukokortikoidni hormon zvy$uji jaterni bunky expresi mnoha riiz-
nych gent, napfiklad genu pro enzym tyrosinaminotransferdzu,
ktery se icastni premény tyrosinu na glukosu. Vsechny tyto geny jsou
regulovany navazanim komplexu hormon-glukokortikoidovy recep-
tor na regulaéni misto genu. Po regeneraci organismu a vymizeni
kortisolu se vraci exprese téchto genti na normalni hladinu. Timto
zptisobem mtZe jediny regula¢ni protein kontrolovat expresi mnoha
riznych genti najednou (obr. 8-29).

Kombina¢ni kontrola miize dat vznik riiznym
buné¢nym typtim

MozZnost zapinat a vypinat expresi mnoha rtiznych gent pomoci
jediného proteinu vSak neni uzite¢na jen pro kazdodenni regulaci
bunéénych funkci, ale je také jednim z prostfedki pro diferenciaci
bunék béhem embryondlniho vyvoje.

Nazorny piiklad efektu jediného regula¢niho proteinu na dife-
renciaci pochézi ze studii vyvoje svalovych bunék. Bunky kosternich

Regulace genii
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. ; Model kontroly exprese
lidského p-globinového genu. Schéma
ukazuje nékteré regulacni proteiny,

o kterych se predpoklddd, Ze kontroluji
expresi tohoto genu béhem vyvoje
¢ervenych krvinek. Nékteré regulacni
proteiny se vyskytuji v mnoha typech
bunék (napiiklad CP1), jiné jsou specifické
pro nékolik mélo typ( bunék (GATA-1),
mezi néz patii i prekursorové butiky
cervenych krvinek. O téchto specifickych
regulacnich proteinech se predpoklada,

Ze se podileji na specifité exprese
B-globinového genu v budoucich
erytrocytech. Jak je naznaceno
obousmérnymi §ipkami, nékolik
vazebnych mist pro protein GATA-1

se pfekryvd s vazebnymi misty pro jiné
proteiny; pfedpokldda se, Ze navazani
GATA-1 zabrariuje vazbé jinym regulaénim
proteintim.
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geny jsou exprimovany na nizké Grovni geny jsou exprimovany na vysoké trovni

svalli savcll tvoii vysoce charakteristicky bunéény typ, obvykle se
skladajici z obrovskych bunék, které vznikaji fizi svalovych prekur-
sorovych bunék — myoblastii (a proto obsahuji velké mnozstvi jader).
Terminalné diferencované svalova burika se lisi od jinych bunék pro-
dukei velkého mnoZstvi charakteristickych proteint, jako jsou aktin
a myosin, které tvoii kontraktilni aparat (viz Kapitola 16), receptoro-
Vvé proteiny a proteiny iontovych kandlti bunééné membrany, které
umoznuji nervovou stimulaci svalu. Exprese gentl pro tyto svalové
specifické proteiny je spusténa koordinované se zacitkem flize
myoblasti. Studie svalovych bunék diferencujicich se v tkariovych
kulturdch umoznily identifikaci klicovych regulaénich proteint
exprimovanych pouze v budoucich svalovych burkach, kde fidi
expresi geni specifickych pro svalové buriky a jsou tedy nezbytné pro
jejich diferenciaci. Tyto proteiny aktivuji transkripci téchto genti vaz-
bou na jejich regula¢ni sekvence.

Klicové regulacni proteiny mohou pfeménit nesvalovou buiiku
ve svalovou aktivaci genti, které jsou typické pro diferencujici se sva-
lové burnky. Pokud je jeden z téchto genti — MyoD — zaveden do fib-
roblastii odvozenych od kozni pojivové tkané a exprimovan, fibro-
blasty se zacinaji chovat jako myoblasty a za¢inaji flizovat za vzniku
bunék podobnych svalovym. Dramaticky efekt exprese genu MyoD
muZeme vidét na obr. 8-30. Vie nasvédcuje tomu, Ze fibroblasty,
které jsou odvozeny ze stejného druhu embryondlnich bunék jako

Obrazek 5-30 Efekt exprese proteinu MyoD ve fibroblastech. Jak je
ukdzano na této fotografii z fluorescenéniho mikroskopu, fibroblasty

z pokozky kufeciho embrya mohou byt pfeménény na svalové buiiky
indukefi exprese genu myoD. Fibroblasty, ve kterych vznikl regulaéni
protein MyoD, splyvaji za vzniku podlouhlych mnohojadernych bunék
podobnych svalovym, které jsou obarveny zelené diky protilatkdm
rozpoznavajicim svalové specifické proteiny. Fibroblasty, které
neexprimuji gen myoD, jsou stéZi rozpoznatelné na pozadi.
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Obrazek 8-29 Jediny regulaéni protein
miize koordinovat expresi nékolika
odlisnych gent. Ve si ukdZzeme na piikladu
glukokortikoidového receptoru. Vlevo je
nakresleno nékolik genti, které maji na
svych regulacnich sekvencich navazany
rlizné regulacni proteiny. Pfesto nejsou tyto
proteiny dostacujici pro ti¢innou
transkripci téchto genti. Vpravo je zachycen
efekt pfidani jediného regulacniho proteinu
— glukokortikoidového receptoru

v komplexus glukokortikoidnim
hormonem - ktery se viZe na svoji
regulacni oblast ve véech genech.
Glukokortikoidovy receptor doplni
kombinaci regulacnich proteinti nutnych
pro tucinnou iniciaci transkripce a viechny
geny jsou najednou spudtény jako

odpovéd na glukokortikoidni hormon.
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svalové buriky, exprimuji viechny ostatni potfebné regulac¢ni protei-
ny nutné pro kombinaéni kontrolu svalové specifickych gent.
Pfidani proteinu MyoD doplni specifickou kombinaci regula¢nich
proteint, kterd urcuje diferenciaci ve svalovou buriku. Jiné bunééné
typy nemohou byt pfeménény na svalové bunky expresi MyoD; tyto
bunky pravdépodobné neobsahuji vSechny poZadované regulacni
proteiny.

Jak mutize vést akumulace rtiznych regulacnich proteint k dife-
renciaci rtiznych bunéénych typt je schematicky zachyceno na obr.
8-31. Tento obrazek také ukazuje, jak mtiZze omezené mnozstvi regu-
la¢énich proteinti diky kombinatorni kontrole a sdilenym regulac¢nim
sekvencim regulovat expresi mnohem vétsiho poctu gent.

Konverze jednoho bunécného typu (fibroblasty) na jiny (svalové
bunky) expresi jediného regula¢niho proteinu podtrhuje vyznam
jednoho z nejdtlezitéjsich principt diskutovanych v této kapitole:
vyrazné odli$nosti mezi bunéénymi typy, jako je velikost, tvar a funk-
ce, vznikaji odlisnosti v genové expresi.

V dcefinych burikdch mohou byt exprimovany stejné geny
jako v materské burice

Ackoliv musi byt vSechny buriky, bakteridlni i eukaryontni, schopné
regulovat expresi svych genti, u mnohobunéénych organismi se
musel vyvinout mechanismus pro vznik a udrzeni rtiznych bunéc-
nych typtl. Jakmile se jednou burika v mnohobunééném organismu
diferencuje, ztistdva obvykle diferencovand a pokud je schopna se
délit, vSechny jeji dcefiné bunky budou stejného typu. Nékteré vyso-

Regulace genii

Obrizek 8-31 Vyznam kombinaéni
kontroly genti pro bunéénou diferenciaci.
Hypotetické schéma ilustruje, jak mtze
kombinace nékolika madlo regulacnich
proteinti vytvofit béhem vyvoje organismu
mnoho riznych bunéénych typti. V tomto
jednoduchém schématu je po kazdém
bunééném déleni syntetizovan novy
regulacni protein (krouzek s cislem).
Opakovdnim tohoto jednoduchého
pravidla vznikne diky pouhym tiem
regulaénim proteintim osm réznych
bunéénych typii (A-H). Kazdy z téchto
hypotetickych bunéénych typi bude
exprimovat riizné geny, které budou
urceny kombinaci regula¢nich proteinti
pritomnych v bunce.
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expresi

proteinu A

protein A se netvofi,

protoZe je normalné
potfebny pro svou
vlastni transkripci

ce specializované buriky, jako napfiklad bunky kosterniho svalu nebo
neurony, se po diferenciaci jiz nikdy nerozdéli. Existuje vak celd fada
bunécnych typt, jako jsou fibroblasty, bunky hladkého svalstva
a jaterni bunky (hepatocyty), které se béhem Zivota organismu mno-
honésobné déli. VSechny tyto bunécéné typy davaji vznik pouze stej-
nému typu bunék, ze kterého pochazeji: buriky hladkého svalstva
nemohou dét nikdy vznik hepatocytim a ty zase fibroblasttim.

To znamend, Ze zmény v genové expresi, které vedou k diferen-
ciaci, si buniky musi pamatovat a preddvat dal§im generacim, na roz-
dil od okamzZitych zmén v genové expresi, které se bézné odehravaji
v bakteridlnich i eukaryontnich bunkéch. Napiiklad v burice na obr.
8-31 doslo k expresi regulacniho proteinu, ktery, jakmile byl jednou
aktivovan, bude exprimovan ve viech jejich dcefinych burikach. Jak
je toho dosazeno?

Buriky maji nékolik moznosti, jak zajistit, aby dcefiné burnky byly
stejného typu jako matefska. Jednim z nejjednodussich mechanis-
mu je pozitivni zpétna vazba, kdy klicovy regulaéni protein kromé
jinych genti specifickych pro ur¢ité bunécéné typy stimuluje tran-
skripci svého vlastniho genu (obr. 8-32). Timto zptisobem je regulo-
van napfiklad jiz dfive zminény gen MyoD. Dalsim mechanismem
pro pfedavani instrukci mezi generacemi bunék je kondenzace stej-

neaktivni gen aktivni gen
‘kLEPLIKACE DNA REPLIKACE DN%

fipojeni dalsih “
pripojeni dalsiho l - ‘..'. -

roteinu
volny protein

vazbou
OBA DCERINEGENYJSOU NEAKTIVNI

zadny protein
se nevaie

OBA DCERINE GENY JSOU AKTIVNI
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Obrazel 0212 Pozitvni zpétnd vazba
miiZe byt zdkladem bunééné paméti.
Protein A je regulaéni protein, ktery
aktivuje svoji vlastni transkripci. Viechny
dcefiné bunky pochézejici z jedné
puvodni buniky si budou “pamatovat”, ze
tato matefska bunka byla kdysi vystavena
pirechodnému signdlu, ktery zptisobil
expresi genu A.

Obrazelk 8-20 Obecné schéma, které

by mohlo vysvétlovat pfimou dédi¢nost
stavu genové exprese v pritbéhu replikace
DNA.V tomto hypotetickém modelu je
cast chromosomalnich proteinii
kooperativné naviazanych na DNA
prenesena piimo z materské
dvojsroubovice (vlevo nahore) na obé
dcefiné molekuly DNA. Proteiny navdzané
na dcefinych dvojsroubovicich pomahaji
navazani proteinti stejného druhu, takze
dojde k obnoveni ptivodniho stavu.
ProtoZe je vazba kooperativni a tohoto
proteinu je v burce malo, dcefiné
molekuly, které vznikly podle DNA bez
navdzanych proteint (vpravo nahore),
nebudou tyto proteiny vdzat.



nych sekvenci DNA do heterochromatinové struktury po replikaci
a rozdéleni bunky. Konkrétni piiklad jsme vidéli na obr. 8-12, kdy je
stejny X—-chromosom inaktivovan v mnoha bunécnych generacich.
Molekularni mechanismus mezigenera¢niho pienosu heterochro-
matinovych struktur neni zatim detailné prozkoumadn, pfedpoklada
se vSak hypotéza zachycend na obr. 8-33.

Tvorba celého organu miiZe byt spusténa
jednim regula¢nim proteinem

Ukazali jsme si, Ze ackoliv je kombinatorni kontrola bézna
u eukaryontnich gent, jediny regula¢ni protein, pokud doplni vhod-
nou kombinaci proteinti, mtize byt rozhodujici pro spusténi nebo
vypnuti celé skupiny gentt a tim mtiZe pfeménit jeden bunécny typ
v druhy. Zajimavé zjisténi pfinesly studie zabyvajici se vznikem oka
u drosofily, my3i a ¢lovéka. Zde rozhoduje jediny regulacni protein —
Ey u drosofily, Pax-6 u obratlovcil — o vyvoji oka. Pokud je protein Ey
exprimovan ve vhodném bunécném typu, miiZe spustit tvorbu niko-
liv pouze urcitého typu bunék, ale celého orgdnu (oka) sloZeného
z riznych druhtt bunék, které jsou navic spravné prostorové
organizovany.

Nejlepsi diikazy o funkci proteinu Ey pochézeji z pokust s dro-
sofilou, kdy byla v ¢asném vyvoji navozena exprese genu ey v bun-
kach, ze kterych normélné vznikaji nohy. Abnormalni exprese Ey
genu v tomto piipadé zptsobuje vznik oka uprostfed nohy (obr. 8-
34). Oko drosofily je sloZeno z tisicti bunék a zptisob, jak protein
Ey koordinuje vznik rtiznych typl bunék, neni zatim jasné.
Pravdépodobné tento protein pfimo kontroluje expresi mnoha dal-
ich gent vazbou na jejich regula¢ni sekvence. Nékteré z nich jsou
také regulacni geny, které pak kontroluji expresi dalSich genti. Jediny
regulac¢ni protein, Ey, tak aktivuje celou kaskadu regula¢nich geni,
jejimz vysledkem je vznik organizované skupiny mnoha bunéénych
typti. Na zakladé aplikace tohoto pfikladu na jednotlivé casti si tedy
muZeme piedstavit vznik celého organismu.

skupina bunék, skupina bunék, Servené jsou vyznateny bufiky exprimuijici ey-gen
z nichZ vznika oko  z nichz vznika noha

!

- larva
drosoﬁlv

dospélec
drosofily

+ . >
se objevuje na noze

moucha s ey-genem uméle
normalni moucha exprimovanych v prekursorovych
bunkach nohy

(A)

Regulace genti

Exprese genu ey
v prekursorovych buiikdch nohy
drosofily spousti vyvoj oka na noze. (A)
Zjednodusené schéma ukazujici vysledek
normadlni exprese genu ey v larvé drosofily
(vlevo) a uméle navozené exprese téhoZ
genu v burikach, ze kterych vznikaji
béhem vyvoje larvy nohy (vpravo). (B)
Fotografie abnormdlni nohy s okem.

(B)
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Zakladni shrnuti

Geneticky materidl eukaryontni bunky je uloZen
v chromosomech. Kazdyz chromosomti je tvofen
jedinou dlouhou molekulou DNA, ktera obsahuje
velké mnozstvi genti.

DNA v chromosomu obsahuje kromé genti
i mnoho replika¢nich poéétkd, jednu centromeru
a dvé telomery. Tyto sekvence zajiStuji Gcinnou
replikaci a spravné rozdéleni chromosomt mezi
dcefiné bunky.

Chromosomy eukaryontnich bunék jsou tvofeny
DNA a na ni pevné navdzanymi specializovanymi
proteiny o pfiblizné stejné celkové hmotnosti jako
DNA. Tyto proteiny bali DNA do kompaktnéjsi
formy, aby se vesla do bunééného jadra. Komplex
DNA a proteinti v chromosomu se nazyva chro-
matin.

Céast proteintl asociovanych s DNA jsou histony,
které umozZnuji sbaleni DNA do opakujicich se
DNA-proteinovych ¢astic nazyvanych nukleoso-
my.

Nukleosomy jsou déle pomoci histonu H1 konden-
zovany do 30-nm vldkna. Toto vldkno miize byt
déle staceno a kondenzovano.

Neékteré formy chromatinu jsou natolik kondenzo-
vané, Ze geny v této DNA nemohou byt transkri-
bovany. K tomu dochézi napfiklad u vsech gent
béhem bunééného déleni (mitozy), kdy jsou chro-
mosomy vysoce kondenzovény.

Specifické oblasti chromosomu (heterochromatin)
jsou vysoce kondenzovidny a jsou inaktivni
i v nedélicich se buiikdch. Geny uméle pfesunuté
do téchto oblasti se pak ¢asto stdvaji neaktivnimi.

Typickd eukaryontni burika exprimuje jen cast
svych gent, rizné typy bunék v mnohobunééném
organismu vznikaji expresi odliSnych genti béhem
diferenciace.

Ackoliv. mohou byt principidlné vSechny kroky
trolnim bodem pro expresi vétsiny genti je inicia-
ce transkripce.

Transkripce jednotlivych genti je v buifice zapina-
na a vypindna pomoci regula¢nich proteint. Ty se
dokdZou vézat na kratké, tzv. regulaéni sekvence
DNA.

Ackoliv kazdy regulaéni protein ma unikétni vlast-
nosti, vétd§ina z nich se vdZe na DNA pomoci
malého poctu spoleénych strukturnich motivii.
Aminokyselinové slozeni sekvence, kterd je do
tohoto strukturniho motivu sbalena, je rozhoduji-
ci pro rozpoznani cilové sekvence na DNA.

RNA-polymeraza se vaZe na DNA a iniciuje tran-
skripci v misté nazyvaném promotor.

U bakterif se obvykle regulaéni proteiny vdZou na
regulacni sekvence v blizkosti vazebného mista
pro RNA-polymerdzu a aktivuji tim nebo blokuji
transkripci genu. U eukaryot jsou regulacni
sekvence ¢asto vzdaleny od promotoru nékolik
tisic nukleotidovych pérti.

Pro iniciaci transkripce u eukaryot je nutné vazba
obecnych transkripénich faktortt na promotor
a vznik jejich uspofddaného komplexu, ktery
umoznuje transkripci DNA RNA-polymeréazou.
Eukaryontni regulaéni proteiny pravdépodobné
ovliviiuji vznik tohoto komplexu — aktivatory ho
urychluji, represory ho zpomaluji nebo mu bréni.

U eukaryot je exprese genu obvykle kontrolovdna
kombinaci nékolika regulac¢nich proteinti.

U mnohobunéénych rostlin a Zivocicht zajistuje
syntéza raznych regulaénich proteint v rtiznych
bunkdéch expresi genti typickych pro tento bunéc-
ny typ.

Jediny regulacni protein, pokud je exprimovan ve
vhodné prekursorové burice, mtiZe spustit vznik
specializovaného buné¢ného typu nebo i celého
orgénu.

Klicova slova

diferenciace
genové exprese

aktivitor obecné transkripéni
centromfara faktory
chromatin regulacni proteiny
chromosom heterochromatin

kombinatorni kontrola

histon regulacéni

mitoticky chromosom sekvence DNA

jadérko replika¢ni pocatek

nukleosom represor

pozi¢ni efekt TATA-box
telomera

pozitivni zpétna vazba
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V piedchazejicich tfech kapitolach jsme si ukazali, jak je infor-
mace potiebna k vystavbé a udrZovéni Zivych organismi ulozena
v nukleotidové sekvenci DNA a jak je pfesné replikovana a nezmé-
néna prendsena do dcefiné bunky. Pfesto DNA podléha mutacim.
V kazdé velké skupiné lidi se od sebe jednotlivci lisi ve velkém
mnoZstvi dédicnych znaki, jako jsou barva oci, kize, vlast, vyska,
postava atd. Obecné jejich genomy neobsahuji pfesné tytéZ nukleo-
tidové sekvence. Navic velkd rozmanitost Zivota okolo nds - napf.
rostliny, hmyz, savci - vznikla diky zménam v DNA, které se akumu-
luji 3,5 miliardy let od doby, kdy se na Zemi objevila prvni burika.

V nejsirsim smyslu slova je pojmem genetickd rozmanitost spo-
le¢né oznacovana rozmanitost genomd, které daly na Zemi vznik-
nout odlisnym jedinciim. Zahrnujeme sem jak malé rozdily mezi
genomy piislusniki téhoz druhu, tak mnohem vétsi odlisnosti mezi
genomy rtiznych druhti.V této kapitole se zamyslime nad tim, jak se
genomy méni v priitbéhu evoluce. Evoluce upfednostiovala takové
systémy, kde byly genetické zmény nejen mozné, ale pfimo nevy-
hnutelné. Riznorodost mechanismi vytvdfejicich tyto zmény nas
piesvédcuje o tom, Ze to bylo a je vyhodné pro udrZeni Zivota na
ménici se Zemi.

Vlastnim zdrojem vsech genetickych rozdilti jsou zmény v. DNA
(mutace), které pozmeénuji jeji nukleotidovou sekvenci a meéni tak
jeji informacni obsah. Nékteré z nich zahrnuji malé zmeény v nuk-
leotidové sekvenci DNA vzniklé napfiklad chybou pfi replikaci
a opravé DNA (viz Kapitola 6), jiné jsou naopak mnohem zasadnéjsi
a vedou k velkym genomovym pfestavbam. Mezi tyto zmeény zahr-
nujeme rozsahlé reorganizace nukleotidovych sekvenci, duplikace
jednotlivych genti nebo i vétsich ¢asti genomu, delece ¢asti genomu,
translokace ¢ésti jednoho chromosomu na druhy a jiné. Tyto roz-
sdahlé reorganizace probihaji diky mnozstvi riiznych procesi, naprii-
klad rekombinace DNA nebo za Gicasti viri ¢i mobilnich genetickych
elementii, které se mohou pfemistovat v ramci DNA.

Ri

» Rychlé déleni bakterii znamend,
Ze se mutace objeviv kritké dobé

« Mutace u bakterii mohou byt selektovany
zménou podminek prostredi

+ Bakteridlni buiitky mohou ziskdvat geny
od jinych bakterii

Bakteridlni geny mohou byt pfendSeny

procesem zvanym bakteridlni
konjugace

- Bakterie mohou prijimat DNA ze svého
okoli

« Mezi dvéma molekulami DNA
s obdobnou nukleotidovou sekvenci
miiZe probihat homologni
rekombinace

- Bakteridlni viry mohou prenéSet geny
mezi bakteriemi

« Transponovatelné elementy vytvireji
genetickou roymanitost

WWONTNICH GENOMECH

» Nahodnymi duplikacemi DNA vznikaji
rodiny pfibuznych geni

» Geny kédujici nové proteiny mohou byt
vytvofeny rekombinaci exoni

= Velka ¢ast DNA mnohobunéénych
eukaryot je tvofena opakujicimi
se nekddujicimi sekvencemi

« Priblizné 10% lidského genomu
je tvofeno dvéma rodinami
transponovatelnych sekvenci

« Evoluce genomi byla urychlena
transponovatelnymi elementy

« Viry jsou plné mobilnf genetické
elementy, které mohou opustit buriky

« Retroviry obraceji normalni tok genetické
informace

» Retroviry, které ziskaly hostitelské geny,
mohou ménit buiiky v nddorové

POHLAVNI ROZM

\ REORGANIZACE Gl

« Pohlavni rozmnoZzovani udili
organismiim vyhody v konkurenénim,
nepredvidatelné se ménicim prostiedi

» Pro pohlavni rozmnoZovani je tfeba
diploidnich i haploidnich bunék

«V procesu meiozy vznikaji haploidni
buiiky z diploidnich

» Meiozou se vytviri velka genetickd
rozmanitost
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Zdrojem genetickych zmén nejsou pouze mutace. U pohlavné se
rozmnoZzujicich organismt jsou genetické odlisnosti mezi jednotliv-
ci zptisobeny hlavné reorganizaci genti v nové kombinace v ramci
genofondu druhu. Mutace i reorganizace genti jako vyznamné zdro-
je genetickych zmén si probereme v této kapitole.

Na zacatku si vysvétlime genetickou rozmanitost u bakterii.
Bakterie nepatii pouze mezi geneticky nejjednodussi a nejrychleji se
mnoZzici bunky, ale také mezi organismy nejintenzivnéji studované.
Proto jsme mnohem blize k tiplnému pochopeni Zivotniho cyklu
u bakterii neZ u jinych organismti. Piestoze jsou bakterie geneticky
velice jednoduché, mizeme u nich najit témér vSechny mechanis-
my, které davaji vznik genetické rozmanitosti, jak se o tom presvéd-
¢ime v této kapitole. Tento tivod do bakterialni genetiky nam bude
zaroven slouZit i jako tivod k vysvétleni role bakterii, jejich plasmi-
dt a virti v revoluéni technologii rekombinantni DNA, ktera je téma-
tem Kapitoly 10.

V druhé césti této kapitoly se podivame na nékteré z hlavnich
zptsobti evoluce a diverzifikace eukaryontnich genomt. Nakonec
obratime svoji pozornost k meioze a genetické rekombinaci, které
jsou hlavnim zdrojem genetickych odlisnosti mezi jednotlivci
u pohlavné se rozmnozujicich organismu.

Geneticka rozmanitost u bakterii

Escherichia coli — zkracené E. coli - je bakterie Zijici v symbioze
vé, kde se zivi latkami, které nebyly v zaludku a tenkém stievé stra-
veny a absorbovany. Pro svoji vlastni potfebu si syntetizuji aminoky-
seliny a vitaminy, z nichZ nékteré jsou vstfebavany do krevniho
obéhu a vyuZivany nasim télem. Tak jsou pro nas tyto bakterie
napftiklad hlavnim zdrojem vitaminu K.

Rozsifenost E. coli, snadnost, s jakou roste na nejrtiznéjsich nut-
ri¢nich zdrojich, a jeji rychlé déleni vedly k tomu, Ze si ji vS§imli bak-
teriologové a brzy se stala modelovym experimentalnim organis-
mem. Dals8i vyhodou pfi studiu bakterif, jako je E. coli, je pfitomnost
pouze jedné kopie genomu - jsou tedy haploidni. Na rozdil od nich
nesou diploidni organismy (jako je clovék) dvé kopie genomu
v kazdé bunce (kromé gamet, o kterych budeme mluvit pozdéji
v této kapitole). Pokud je bakteridlni gen zmutovén, jsou casto
vysledkem detegovatelné dédi¢né zmeény ve vlastnostech (fenotypu)
bakterii. Na druhé strané mutace u diploidnich organismt nezna-
menaji nutné zménu fenotypu, protoze kazda buika obsahuje také
nezmutovanou kopii stejného genu, ktera casto kompenzuje efekt
zmutovaného genu.

Mnoho ze zédkladnich principtt molekuldrni biologie probira-
nych v Kapitolach 6, 7 a 8 bylo objeveno u E. coli a dnes, po stoleti
vyzkum, vime o fungovéni E. coli mnohem vice nez o jinych orga-
nismech. PoslouZi ndam to jako vhodny tvod k zdkladnim mecha-
nismim vytvarejicich genetickou variabilitu a zarovenn nam to
ukdZe, jak prostfedi plisobi selekénimi tlaky, které se podileji na této
variabilité a zptisobuji evolu¢ni zmény.
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chromasam

Rychlé déleni bakterii znamen4, Ze se mutace objevi
v kratké dobé

Bakterie jako E. coli se mnozi nepohlavné jednoduchym déle-
nim. DNA je replikovidna a segregovana do opac¢nych koncti rostou-
ci bakterie, pak se bakterie rozdéli na dvé dcefiné burky a v pfipa-
dé, Ze nedoslo k chybam pfi replikaci, obsahuje kazda dcefina
burika stejny genom jako buika matefska (obr. 9-1). V. médiu, pou-
7ivaném v laboratofi, které obsahuje mnoho aminokyselin, cukrti
a soli, se E. coli mnozi rychle. Pokud je kultura dobfe provzdusnova-
na a teplota udrzovéna okolo teploty lidského téla (37 °C), popula-
ce bunék E. coli se v takovém médiu zdvojndsobi kaZdych
20-25 minut. Za méné neZ jeden den je jedna E. coli schopna vypro-
dukovat vice ,potomk“, neZ je lidi na Zemi. Samotnd bakterie je
prilis§ mald na to, aby byla vidét pouhym okem; pokud v8ak roste na
pevném povrchu, vytvoii potomstvo jedné butiky ohrani¢enou kolo-
nii snadno viditelnou pouhym okem. K tvorbé tuhého gelu se pou-
7iva agar, inertni polysacharid ziskdavany z moiskych fas. Aby ho
bylo mozno pouZit jako kultivaéniho média pro bakterie, je nutné ho
rozvafit, smichat s Zivnym bujénem, nalit do Petriho misek
a nechat ztuhnout. Kapka nafedéné bakterialni suspenze je pak
rozetiena po povrchu misky a pokud je koncentrace bunék v sus-
penzi dostate¢né nizkd, z jednotlivych bakterii vyrostou od sebe
dobfe odligitelné kruhové kolonie tvorené z pfiblizné 10° bunék (obr.
9-2). Bakterie pak mohou byt vypichnuty z jednotlivych kolonii a po
kultivaci pouzity pro dalsi studie.

Genom E. coli je tvofen kruhovou molekulou DNA o velikosti 4-
5 milionti nukleotidovych parti, které kéduji kolem 3 000 rtiznych

Genetickd rozmanitost u bakterif

Obrizek 9-1 Déleni bakteridlnich bunék.
Rozdéleni jedné bakterie na dvé trva pii

idedlnich riistovych podminkach 20-25
minut.
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zfedéni zfedani zredéni
1:100 1:100 1:100

10° bunék E.cofi na mL

razek 9-2 Bakteridlni kolonie na
Petriho misce. Kultivaci bakterif jeden az
dva dny v bohatém médiu dostaneme
kulturu o vysoké koncentraci bunék
(typicky 10° bunék/mL). Aby bylo mozné
bakterie vizualizovat jako jednotlivé
kolonie, musi byt kultura nékolikrét
ziedéna tak, aby bylo na jednu agarovou
plotnu vyseto nejvyse nékolik set bakterii.

=10°% bunék na kolonii

proteint. Ackoliv je replikace DNA velice pfesnd, neni tplné bez
chyby. V Kapitole 6 jsme vidéli, Ze pri kazdé replikaci DNA existuje
mald pravdépodobnost (=1/10"), ze uréity nukleotid bude chybné
zkopirovan a unikne mechanismu opravy chybného parovani bazi.
PrestoZe je tato pravdépodobnost velice nizka, diky rychlému déleni
E. coli mtze experimentétor velice rychle ziskat velkou populaci
buneék, u kterych se objevilo velké mnozstvi chyb.

Mutace u bakterii mohou byt selektovany zménou podminek
prostredi

Aby bylo mozno detegovat a izolovat bakterii s mutaci, musi byt
mutantni bakterie rozpoznédna a oddélena od prevazujici populace
nezmutovanych bakterii. Napfiklad normalni burka E. coli je usmr-
cena antibiotikem rifampicinem. Molekuly tohoto antibiotika se
uvniti buniky pevné vaZou na molekuly RNA-polymerdzy a brani jim
pfepisovat DNA do RNA. Ve svém disledku je blokovana syntéza
novych proteint a bakterie hyne. Piesto velka populace E. coli (10°
bunék v nékolika mililitrech rychle rostouci kultury) pravdépodob-
né obsahuje nékolik bunék, které jsou k rifampicinu rezistentni.
V takovych burikach byl gen pro RNA-polymerdzu v pribéhu repli-
kace DNA zmutovan, a to tak, Ze nyni kéduje RNA-polymerézu odol-
nou vici rifampicinu a schopnou transkripce i v pfitomnosti toho-
to antibiotika. Pokud je do rostouci kultury E. coli pfidan rifampicin,
témeér vSechny buriky zahynou kromé téch nékolika malo rifampi-
cin-rezistentnich mutantti uz v kultufe pfitomnych. Ty pak mohou
béhem nékolika hodin v kultufe pfevladnout (obr. 9-3).

Tento laboratorni priklad vyte¢né demonstruje principy genetic-
ké rozmanitosti a pfirodniho vybéru jako odpovédi na podminky
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10° bunék E.coli na mL

50 uL (pfiblizné 1 kapka) se rozestie
na povrch pevného agaru obsahujiciho
Zivny roztok na Petriho misce

12hodinova
inkubace pfi 37 °C

=50 kolonii na misku

Otazlka 9-1 Ve vasich mikrobiologickych
praktikach jste pfidali k bakterialni kultufe
chemickou latku, ktera zplsobuje mutace.
Pokud chcete studovat jednotlivé mutantni
kmeny, potrebujete si pripravit populace
bakterii pochazejici z jediné mutované
bunky. Vas instruktor vam Ffekl, abyste
rozetfeli 50ul z wvasi bakteridlni kultury
(ktera obsahuje 1 000 bunék/mL) na agaro-
veé plotny (jak je ukdzano na obr. 9-2) tak,
abyste ziskali bakteridini kolonie vyrostlé z
individualnich mutovanych bunék. Pak
budou bunky z jednotlivych kolonii pie-
kontrolovany, zda nesou poZadovanou
mutaci.

Asistent vyuéujiciho (starsi student zndmy
svymi &asové Uspornymi metodami) vam
navrhne, abyste jednodu$e vzali vidy 1 pL
z chemicky oSetfené bakterialni kultury
a kaidy vzorek dali do samostatné zku-
mavky. Tyto vzorky pak mohou byt jedno-
duse rozfedény cerstvym kultivaénim
meédiem a inkubovany pfi 37 °C. A mate
velké mnoistvi nezavislych kultur, kazdou
pochazejici z jedné bufky. Prosté pfeskoé-
te ten nudny vysev na plotny!

Prijmete jeho radu - nebo je to divod, proé
stale neukoncil své studium? Vysvétlete
svoji odpovéd.



50 mL (1 kapka)

12hodinova
inkubace pfi 37 °C
e i
10° bunék E.coli Fivné 10% bunék E.coli
na mL vyrostlo medium rezistentni vaéi
z jeding bunky citlivé s rifampicinem rifampicinu

k rifampicinu

prostiedi. Za prvé, vzacné a nahodné replikac¢ni chyby jsou zdrojem
genetické variability; v kultufe 10° bunék E. coli jsou miliony
mutantnich bunék, jejichZ genom se lisi od genomu ptivodni buriky,
ale rifampicin-rezistentni mutanti jsou pouze jednim druhem
z mnoha rtznych variant pfitomnych v kultufe. (Obecné lze fici,
7e v populaci existuje od kazdého genu tisice riznych forem.) Za
druhé, pod selekénim tlakem (jako je pfitomnost rifampicinuv uve-
deném piikladu) bude kazdy jedinec lépe vybaveny pro pfeziti
(v naSem piipadeé rifampicin-rezistentni butiky) proliferovat a nako-
nec muze v populaci pfevazit.

Tak je v kazdé velké populaci bakterii kromé prevlddajiciho
genetického typu také celd fada mutantt, kterd poskytuje bohaty
zdroj genetickych variant. Také velka populace rifampicin-rezistent-
nich E. coli, ktera ted v kultufe dominuje, obsahuje fond variant
a pokud dojde opét ke zméné podminek, prevladne v kultufe novy
geneticky typ, ktery byl selekéné zvyhodnén. Skute¢nost, Ze replika-
ce DNA neprobihd naprosto bezchybné, tedy umoznuje populaci
E. coli rychle se geneticky adaptovat na zmény ve svém prostiedi.

Pokud nedochazi ke zménam prostiedi, je nepravdépodobné, Ze
by mutanty v populaci pfevladly. Je to dano tim, Ze mezi mutacemi,
které umoznuji bakteriim pfezit, je mnoho takovych, které se feno-
typicky neprojevi, nékteré z nich mohou byt i ¢dstecné skodlivé.
Napfiklad rifampicin-rezistentni mutanty E. coli jsou ¢asto méné
tolerantni k extrémnim teplotdm nez E. coli divokého typu
a v koneéném dtsledku by to vedlo k jejich vymizeni z populace,
pokud by byl rifampicin z média odstranén.

Bakterialni buriky mohou ziskdvat geny
od jinych bakterii

PrestoZe jsou replikacni chyby pro genetickou adaptabilitu
E. coli dtleZité, neni to jediny zptisob, jak mizZe tato bakterie svij
genom meénit. Ackoliv je u rostlin a Zivo¢ichti dlouhou dobu znam
mechanismus miseni genti rtiznych jedincti pfi pohlavnim rozmno-
Zovani, teprve v padesatych letech bylo objeveno, Ze také nepohlav-
né se mnoZici bakterie vlastni mechanismy, které umoznuji pfenos
gentl mezi rtiznymi jedinci v populaci.

Pienos gent z jedné bakterie do druhé miuZe byt expe-
rimentalné demonstrovan prostym smichdnim bakteridlnich

Genetickd rozmanitost u bakterii

Obrazek 922 Mutace a pfirodni vibér

v populaci bakterii. Pokud jsou bakterie
v kultufe vystaveny novym podminkiam
(napf. pfitomnosti antibiotika
rifampicinu), nékolik malo mutantt
schopnych lépe pfeZivat (mutanti
rezistentnich k rifampicinu) se bude
mnoZit a previddnou v populaci.

Otazka 9-2 Gen LacY u E. coli koduje
protein, ktery transportuje cukr laktosu
z vnéjsiho prostfedi do bunky, kde je roz-
loZzena a poutZita jako zdroj energie. E. coli,
kterda ma nefunéni mutovany gen lacY,
nemuze rust na médiu, kde je laktosa jedi-
nym zdrojem energie. Jestlize je 10° facY
mutantnich bunék E. coli vyseto na agar
s laktosou jako jedinym zdrojem energie,
naroste pfiblizné 50 kolonil.

A. Jak je moZné, Ze tyto kolonie vyros-
tou?

B. Pokud je tento experiment zopako-
van s lacY-mutantni E. coli, kterd ma
navic mutaci inaktivovany systém
opravy chybného parovani bazi (viz
Kapitola 6), vyroste 3 000 kolonii.
Mazete navrhnout néjaké vysvétleni
pro toto zvyseni?
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kmenti s odliSnymi genetickymi vlastnostmi. Jeden laboratorni
kmen E. colineni napfiklad schopen produkovat aminokyselinu leu-
cin, protoze nese inaktivujici mutaci v genu, ktery kéduje jeden
z enzymu potfebnych k syntéze této aminokyseliny. Jiny kmen
E. coli nese mutaci v jiném genu, ktery je nezbytny pro tvorbu met-
hioninu a nemtiZe tedy rist v médiu, ve kterém methionin chybi.

Pokud jsou tyto dva kmeny E. coli smichdany a ponechéany spo-
le¢né nékolik hodin a potom pfemistény do média, které neobsahu-
je ani leucin ani methionin, mtZeme pfesto v tomto médiu nalézt
velké mnoZstvi rychle rostoucich bakterii. Tyto bakterie reprezentu-
ji novy kmen E. coli, ktery je schopen syntetizovat jak leucin, tak
methionin, a rist v médiu bez téchto aminokyselin. Tento novy bak-
terialni kmen se objevuje s pravdépodobnosti vy$si, nez by se dalo
ocekavat pouze na zdkladé mutaci vzniklych replika¢nimi chybami.
Misto toho obsahuje genom nového bakteridlniho kmenu normaélni
gen pro syntézu leucinu z jednoho kmene a normalni gen pro syn-
tézu methioninu z druhého kmene.

Jak si ukdZzeme ve vétsich detailech v nasledujicich odstavcich,
k tomuto genetickému miseni dochédzi pfenosem DNA z jedné
bakterie do druhé, kde je potom ¢ast genomu recipienta nahrazena
odpovidajicim genem z prenesené DNA. Vyména probiha proce-
sem rekombinace DNA, ke kterému muze dojit mezi jakymikoli
dvéma molekulami DNA s obdobnou sekvenci. Pfenos genti
a nasledna rekombinace poskytuji bakteriim mocny néstroj pro
adaptaci na meénici se podminky svého prostfedi diky vyuziti roz-
manitosti jiZ existujici v populaci.

Bakteridlni geny mohou byt pfendseny procesem zvanym
bakteridlni konjugace

Geny mohou byt pfendseny z jedné bakterie do druhé nékolika
riznymi zptsoby. Jeden z nich je pfimy pfenos DNA z buriky do
buriky béhem bakterialni konjugace. Ne vsechny bakterie v popu-
laci mohou iniciovat konjugaci a pfenos gent. Tato schopnost je
déna geny pfitomnymi na bakteridlnich plasmidech, malych, dvou-
fetézcovych molekulach DNA, které jsou oddéleny od velkého bak-
teridlniho chromosomu. Plasmidy maji sviij vlastni replika¢ni po¢a-
tek, ktery jim umoznuje replikovat se nezavisle na bakteridlnim
chromosomu. Plasmidti existuje mnoho rtiznych typti a vyskytuji se
u mnoha raznych bakteridlnich druh@, ale pouze nékteré jsou
schopny iniciovat konjugaci a pfenos DNA. Plasmid, ktery iniciuje
konjugaci u E. coli, je oznacovan jako F-plasmid (z anglického ferti-
lity plasmid).

Konjugace mtZe probihat pouze mezi bakteriemi, z nichZ jedna
ma ve své bunce F-plasmid a druha ne. Kdyz se bakterie nesouci
F-plasmid (donor) setka s bakterii bez tohoto plasmidu (recipien-
tem), vytvori se mezi nimi cytoplasmaticky mustek. DNA F-plasmi-
du je replikovana a prenesena miistkem z donora do recipienta
(obr. 9-4, 9-5 a 9-6). Mtistek je potom prerusen a obé bakterie, které
nyni nesou F-plasmid, mohou ptisobit jako donor pfi dalsi konjuga-
ci. F-plasmid je pro konjugaci nezbytny, protozZe jeho geny koduji
nékteré proteiny potfebné k vytvofeni mustku a pfenosu DNA.
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Obrazek 9-1 Snimek z elektronového
mikroskopu ukazujici dvé bakteridlni
buriky pfi konjugaci. Donorova buiika
(nahore) je s recipientn{ buiitkou spojena
pohlavnim pilem (viz prvni ¢dst obr. 9-5).
Pro lepsi viditelnost byl sex-pilus podélné
oznacen viry, které se na né&j specificky
vazou.

. L
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Pfenos F-plasmidu z jedné bakterie do druhé je sice prikladem
jedné z nejjednodussich cest prenosu genti mezi jednotlivci, ale je
sam o sobé omezeny a bezvyznamny co se tyce vytvareni genetické
variability. Timto zptisobem je pfendsen pouze maly pocet genti pri-
tomnych na plasmidu, z nichz vétSina je navic spojena s konjugaci.
Presto se mutZe F-plasmid pfilezitostné stat integralni soucasti bak-
terialniho chromosomu, a to typem rekombinace oznaCovanym
jako integrace, ktera bude probrdana pozdéji. I v tomto stavu je
F-plasmid schopen iniciovat konjugaci a pfenos sebe sama z jedné
buiiky do druhé. V tomto piipadé vsak s sebou muze pfenaset i vel-
kou ¢ast bakterialniho chromosomu, protoze jsou obé molekuly DNA
kovalentné spojeny (obr. 9-7). Timto zptisobem mtiZe tedy byt pfene-
sen potencialné jakykoliv gen z donorové bakterie do recipientni.

Pfenos gent zvySuje genetickou variabilitu, a tak i adaptabilitu
bakterii. Jednim z nejlepsich pfikladti bylo plo$né zavedeni pouZi-
vani antibiotik, jako je napfiklad penicilin. Pfi jejich pouziti byly
bakterie vystaveny intenzivnimu selekénimu tlaku a brzy se objevily
bakterie rezistentni k vétsiné béznych antibiotik. Tak napftiklad
témér jedna tfetina novych klinickych izolatt bakterie Neisseria
gonorrhoeae, ptivodce kapavky u ¢lovéka, je rezistentni k penicili-
nu. Vysledkem je, Ze penicilin jiZ nestoji na prvnim misté pfi lécbé
této choroby. Analyzou bakterii rezistentnich k antibiotikim bylo
zjisténo, Ze nesou plasmidy (podobné F-plasmidu), které kéduiji
proteiny schopné antibiotika inaktivovat. JelikoZ mohou byt tyto
plasmidy pfendSeny konjugaci z jedné bakterie do druhé, rychle se

Obrazek 9-6 Syntéza a pfenos DNA F-plasmidu mechanismem valivé
kruznice. Jedno vldkno plasmidové DNA je rozstépeno a jeden z jeho
konct je transportovan cytoplasmatickym miustkem do recipientni
buriky. Soucasné zacind syntéza DNA na obnaZeném fetézci, ktery ztstal
v donorové buiice, a vytvafi se nové vldkno DNA (¢ervené).V pribéhu
celého procesu se donorovy plasmid otaci, jak je naznaceno Zlutou
§ipkou. Jakmile vstoupi jednoduchy fetézec DNA do recipietni buriky,
za¢ind syntéza komplementdrniho fetézce (Cervené).

Genetickd rozmanitost u bakterii

Obrazek 9-5 Schematické znazornéni
bakteridlni konjugace. Zfetelny piivések
u donorové buriky vlevo je pohlavni pilus,
ktery slouzi k pfichyceni donora k
recipientovi. DNA je pfendsena
cytoplasmatickym mustkem, ktery se
vytvaii po pfichyceni. Obé bakterie se
oddéluji poté, co je kopie plasmidu
pfenesena do recipientni buiiky.
Bakteridlni genom i F-plasmid jsou
tvofeny dvojsroubovicovou DNA, pro
prehlednost jsou zde zobrazeny
jednoduchou ¢arou. Neobvykld forma
replikujiciho se plasmidu je oznacovina
jako valivd kruznice a podrobnéji je
popsdna na obr. 9-6.

F-plasmid  recipientni bufika

donorova burika

l &tépeni jednoho Fetdzce DNA

pfenos jednoho Fetézce
l do recipientni buriky a syntéza
DNA v donoroveé burice

l syntéza DNA
i v recipientni bufice

l ukonéeni syntézy DNA

a oddéleni bunék
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rifampicin-rezistentni burika
{rif?) E.coli obsahujici F-plasmid

F-plasmid

rif? l integrace F-plasmidu

do bakterialniho chromosomu

konjugace s rifampicin-senzitivni
bufikou vede k pfenosu genu
pro rezistenci vaéi rifampicinu

= e e

DONOROVA BUNKA RECIPIENTNI BUNKA

S§ifi a brzy se velkd &ast bakteridlni populace stava rezistentni
k témto ldtkam. Dnes je zndmo mnoho réiznych plasmidi izolova-
nych z bakterii a ackoliv ¢asto zplisobuji vdzné problémy lékaftim,
na druhé strané poskytuji védcim velmi cenny ndstroj pro vyzkum.
Plasmidy jsou napiiklad bézné pouZivdny v mnoha aplikacich
genového inZenyrstvi, jak si ukdZeme v Kapitole 10.

Bakterie mohou prijimat DNA ze svého okoli

Ackoliv je bakteridlni konjugace patrné hlavni cestou pfenosu
gent u E. coli, u nékterych jinych bakterialnich druht, jako je napfi-
klad ptdni bakterie Bacillus subtilis, je upfednostiiovan jiny mecha-
nismus pfenosu gentl, oznacovany jako transformace. Tyto bakterie
zachycuji molekuly DNA pfitomné v jejich okoli (DNA pochéazejici
z jinych mrtvych a rozbitych bakterif) a transportuji je pres svoji
bunéfnou membrénu dovniti buriky (obr. 9-8). Tato DNA je pak
Casto rekombinaci zaclenéna do genomu. Nazev ,transformace”
pochazi z prvnich pozorovani tohoto jevu, kdy se zddlo, Ze se jeden
bakteridlni kmen transformoval v jiny. Transformace jednoho bak-
teridlniho kmene purifikovanou DNA z jiného kmene také poskytla
jeden z prvnich dtkazli, Ze DNA skute¢né predstavuje geneticky
materidl (viz obr. 6-3).

- T— recipientni
F burika
DNA ]
£ /
8 H (f
§y — {‘, + g
lyze i i {1 vstup holé
/' afragmentace DNA % I molekuly DNA
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Obrazel 9-7 Prenos bakteridlnich
chromosomalnich genti F-plasmidem.
Po integraci F-plasmidu do chromosomu
donorové buriky muiZe zacit pfenos
plasmidové DNA i pfilehlé DNA
bakteridlntho chromosomu, a to
replikaénim mechanismem otdéejici se
kruZnice, ktery zac¢ind v misté na
plasmidové DNA (viz obr. 9-6).

Pro zjednoduSeni je dvoufetézcovd DNA
zobrazena jednoduchou ¢arou. Pouze
vyjimecné je pfenesena celd kopie
bakterialniho chromosomu. Konjugace
je obvykle pferusena rozbitim
cytoplasmatického mustku dfive,

nez je prenos dokonéen, proto je pii kazdé
konjugaci pfeneseno pouze nékolik
bakteridlnich genii.

UObrazek 9-0 Bakteridlni transformace.
Nékteré bakterie mohou pfijimat malé
fragmenty DNA pochdzejici z mrtvych
bakteridlnich bunék. KdyZ se donorova
DNA nachézi uvnitf buiiky, miiZe se stat
¢asti genomu recipienta diky procesu
homologni rekombinace, jak je ukdzano
na obr. 9-13.



V pfirodni bakterialni populaci pochdzi DNA pro transformaci
z mrtvych bakterii, které uvolnily sviij obsah (v€etné DNA) do pro-
stfedi. Nevyhodou transformace jako zptisobu vymény genetického
materidlu je vystaveni holé DNA (DNA bez normadlné navazanych
chromosomalnich proteinti) extracelularnimu prostredi, které ¢asto
obsahuje nukleéazy a dalsi latky poskozujici DNA. Na rozdil od trans-
formace je DNA pfi bakteridlni konjugaci chranéna a nikdy neopus-
ti intracelularni prostiedi.

Bakteridlni transformace ma velky vyznam pro laboratorni praxi.
Pro experimentétora je velikou vyhodou, Ze miiZe pouZit tento zptisob
pro jakoukoliv holou DNA, ne tedy pouze pro DNA ze stejného bakte-
ridlniho druhu. E. coli normélné nepouziva transformaci jako hlavni
cestu genetické vymény, ale v laboratofi k tomu muze byt urCitym
zptsobem pfinucena. Jak uvidime v Kapitole 10, umoZiiuje to véd-
ctim jednoduse studovat DNA slozitych organismi véetneé cloveka.

Mezi dvéma molekulami DNA s obdobnou nukleotidovou
sekvenci mtiZze probihat homologni rekombinace

Kdyz se do bakteridlni bunky dostane nova molekula DNA — at
uz diky transformaci nebo bakteridlni konjugaci — miiZe se s ni stat
nékolik véci. Pokud se jednd o plasmid, jako je tfeba F-plasmid,
miize se v novém hostiteli nezavisle replikovat a mtiZe byt pfenasen
na potomstvo pii bakteridlnim déleni. Pokud se novd DNA nemiiZe
replikovat, protoze postrada replika¢ni pocdtek, mtize byt prendase-
na na bakterialni potomstvo pouze v piipadé, kdyz se stane soucas-
ti bakteridlniho chromosomu, jinak velice rychle vymizi z bakterial-
ni populace v pribéhu déleni. NejdtleZitéjsi zplisob, jakym je DNA
zaClenéna do bakteridlntho genomu, se nazyva homologni rekom-
binace.

Homologni rekombinace je zndma u vSech organismt a miize
k ni dochdzet mezi dvéma molekulami dvoudroubovicové DNA,
které maji oblasti s podobnou nukleotidovou sekvenci. Ackoliv neni
mechanismus homologni rekombinace jesté zcela prostudovan,
nasledujici rysy popsané u bakterii jsou patrné spole¢né pro vSech-
ny homologni rekombinace:

1. Dvé molekuly dvojsroubovicové DNA, které maji tseky s velmi
podobnou (homologni) sekvenci, se uspofddaji tak, Ze se tyto homo-
logni oblasti dostanou k sobé. Potom se mohou oba fetézce prekfi-
Zit (crossing-over). Pii této sloZité reakci jsou oba fetézce preruseny
a volné konce jsou znovu spojeny s konci druhé molekuly. Jsou tak
opét vytvofeny dvé dvojsroubovice, z nichz kazda je tvorena useky
z obou ptivodnich molekul DNA (obr. 9-9).

2. Misto, kde dojde k vyméné (tam, kde se Cervend dvojSroubovice
spojuje se zelenou na obr. 9-9), se mliZe nalézat kdekoliv v homo-
logni oblasti obou molekul DNA, které se ticastni rekombinace.

bra ' Homologni rekombinace. PfekfiZenim (crossing-overem),
roz§tépenim a znovuspojenim dvou homolognich dvojsroubovic DNA jsou
opét vytvoieny dvé molekuly DNA. PiestoZe musi mit obé piivodni
molekuly DNA obdobnou nukleotidovou sekvenci, aby se mohly prekfiZit,
sekvence nemusi byt zcela identické. Tak se rekombinaci mohou vytvaret
molekuly DNA s novou nukleotidovou sekvenci.

Geneticka rozmanitost u bakterii

dvé homologni dvoj$roubovice DNA
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dvé homologni Obrazek 9-10 Tvorba Hollidayovy struktury pfi
gubjecauboviaadiN homologni rekombinaci. (A) Dvé molekuly DNA
s obdobnou nukleotidovou sekvenci se usporadaji
vedle sebe. (B) Jeden z fetézcti je pieruden a paruje
se s komplementarnim vlaknem druhé
dvojsroubovice DNA. (C) Vytésnéné vldkno je
pieruSeno a pruje se opét s komplementarnim
vldknem druhého helixu, takZe dojde k prekfizenf

. obou vldken. (D) Zlomy jsou spojeny DNA-ligdzou
ruseni _ , S yiShe
yména fetszed @ j€ tak vytvofena struktura ze dvou piekiizenych
a dvou nepfekiizenych vladken. Existuje nékolik cest,
kterymi mtze dojit k vytvofeni Hollidayova
meziproduktu. Na obrazku je naznacena pouze
jedna.
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Obrazek 9-11 Rotace bodu prekfizeni. V ¢asti A je
vytvofen bod prekfiZeni, jak je popsdno na obr. 9-
10. Pokud by nedoslo k rotaci (také nazyvané
izomerizace), roz§tépenim obou fetézch by doslo
k ukonceni vymeény fetézcli a rekombinace by
nenastala. Pokud dojde k rotaci (¢astiBa C),

dvé molekuly DNA roz§tépenim piekfizenych fetézcti se vytvoii dvé

spojené kffZovou molekuly DNA, které si vyménily kusy sekvenci
vymeénou fetézcl i L i
(¢astiD a E).

3. V misté vymény nedochdzi k Zddnym zmeénam v nukleotidové
sekvenci, rozstépeni a znovuspojeni probiha velice pfesné — neni
ztracen ani pfidan jediny nukleotid.

Homologni rekombinace je zahdjena rozitépenim jednoho
fetézce DNA u jedné z dvojsroubovic. Roz§tépeny fetézec se odviji
z dvojsroubovice a v¢lenuje se do druhé molekuly DNA, ktera se
také lokdlné rozviji. Tak je umoZnéno, Ze se invadujici fetézec miiZe
parovat s komplementdrnim vldknem (obr. 9-10B). To je prvni krok
pri crossing-overu. U vytésnéného vldkna dojde ke zlomu a prekfi-
Zeni, pii kterém se vlakno péruje s komplementarnim fetézcem
druhé molekuly DNA (obr. 9-10C). Pferuseni v fetézcich DNA jsou
pak spojena tak, Ze jsou obé molekuly DNA fyzicky drzeny pfekiize-
nim jednim ze svych fetézcl (obr. 9-10D). Tento dtilezity krok pfi
homologni rekombinaci se oznacuje jako mezivldknovd vyména
nebo Hollidayiiv spoj.

Aby mohlo dojit k oddéleni obou separatnich molekul DNA,
musi se rozstépit pfekfiZzené retézce. Pokud by vsak byly roz§tépeny
ve stavu ukdzaném na obr. 9-10D, uvolnéné molekuly DNA by se pfi-
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dva homologni
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prekfizenych fetdzcli DNA

chromosomy, v nichi
doslo k pfekfizeni



Obrazek 9-12 Hollidayova struktura na snimku z elektronového
m:kmskopu Tento obrazek odpovidd struktufe na obr. 9-11B.

1i§ nelisily od ptvodnich molekul DNA. Celd struktura vSak muze
projit celou sérii riiznych rota¢nich pohybi, takze se ptivodné nepfe-
kiiZzené fetézce mohou pfekfizit a naopak (obr. 9-11B a G, obr. 9-12).
Pokud vsak dojde k rozstépeni fetézci po rotaci (obr. 9-11D), je ¢ést
kaZdé z ptivodnich dvojsroubovic spojena s ¢asti z druhé dvojsrou-
bovice. Jinymi slovy, dvé molekuly DNA se piekfiZily a vytvofily se tak
dvé nové nukleotidové sekvence (obr. 9-11E).

Jak je ukdzdno na obr. 9-13A, dvé takové vymény mohou jedno-
duse vést k zameéné dlouhych bakteridlnich tisekit DNA homolog-
nimi, ale ne zcela identickymi fragmenty DNA z jiného zdroje.
Takovyto dvojity crossing-over muze vést k trvalé inkorporaci seg-
mentu DNA do bakteridlniho genomu, at jiz pochdzi z bakterialni
konjugace (viz obr. 9-7) nebo je ziskan transformaci (viz obr. 9-8).

Integrace F-plasmidu do bakteridlniho chromosomu (viz obr.
9-7) také probiha mechanismem homologni rekombinace. F-plas-
mid obsahuje kratké tseky DNA, které jsou sekvencné velice
podobné tsekim na bakteridlnim chromosomu. Homologni
rekombinace v jednom takovém misté postacuje k tomu, aby se
cirkuldrni F-plasmid integroval do kruhového bakteridlniho chro-
mosomu (viz obr. 9-13B).

Cely proces homologni rekombinace vyZaduje specidlni protei-
ny na rozstépeni DNA, proteiny zajistujici vyménu fetézct a rozsteé-
peni Hollidayova spoje. PfestoZe jsou tyto rekombinacni enzymy
dobfe charakterizovany u bakterii, u eukaryontnich bunék stojime
teprve na zacatku jejich poznani.

(Al Obrazek 9-13 Homologni rekombinace
homaolagni fragment DNA miiZe vést také k vyméneé DNA mezi
z jiného zdroje dvéma molekulami nebo k vytvofeni

jedné molekuly ze dvou kruhovych.
(A) V¥meéna jednoho bakteridlniho dseku
X X DNA homolognim tisekem pii dvojitém

%
§

DvaJl -
PREKRIZENI prekiizeni, jak k nému dochazi pfi
— inkorporaci fragmentu z genomu jiné
bakterie ziskaného pfi transformaci.
> Mista pfekfiZzeni jsou zndzornéna dvéma
i A
bakteridlni rekoméinantni X, (_]?'] lI.ltEgraCE kruhové nz(‘)leku]y BIhEA
genom bakterialni do jiné jednoduchym prekfiZenim. Timto
genam zptisobem se napfiiklad integruje
F-plasmid do bakteridlniho
(B)  Fplasmid chromosomu.
P
\_’;’ \\, oblasti -
i\ /| shomologni i
/L — sekvenci DNA ({ 1 . , .
= N integrovany F-plasmid
\\ J - =
PREKRIZENI ROZVINUTI
— —

bakterialni
genom
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Obrazel 9-14 Zivotni cyklus hypotetického viru. Pro ilustraci je nakreslen
jednoduchy virus, ktery obsahuje malou dvoufetézcovou molekulu DNA,
kterd kdduje jeden typ virového obalového proteinu. Zadny znamy virus
neni tak jednoduchy. Aby mohlo dojitk replikaci, musi virus vstoupit do
buriky. Pak nasleduje mnohonasobna replikace virové DNA a zdroveri jsou
nékteré molekuly DNA piepisovany do RNA a prekladany na obalové
proteiny. Nové virové castice se vytvafeji spontannim uspofadanim
obalovych proteinti a DNA do typického tvar.

Bakteridln{ viry mohou pfenaset geny mezi bakteriemi

Treti cesta pfenosu gentt mezi bakteriemi probiha pomoci virti.
Pozdéji se v této kapitole budeme zabyvat viry, které infikuji savéi
buriky. Zde se zaméfime na viry, jeZ napadaji bakteridlni bunky —
bakteriofdgy. Bakteriofdgy se mnozi uvnitf bakteridlnich bunék
a podrobujf si bunéény biochemicky aparat, ktery vyuZzivaji pro tvor-
bu novych kopii svého genomu a k syntéze proteinti virového obalu
(obr. 9-14). Reprodukce virt je vét§inou pro napadené buriky letalni.
Vysledkem infekce je rozpad bunék (lyze) a uvolnéni virového
potomstva do okoli, kde mtzZe infikovat sousedni bunky. Existuji
vSak i bakteriofdgy, které se po vstupu do burniky nemnoZi a nepro-
dukuji velké mnoZstvi virovych €éstic. Tyto bakteriofagy misto toho
vstupuji do latentni faze, p¥i které je jejich genom sice v burice pri-
tomen, ale v inaktivnim stavu, takze nedochdzi k tvorbé virového
potomstva.

bakterialni buﬁka
hostitelsky [ .M
chromosom | . |
lambda- - cccc )
virus r PRIPOJEN] K HOSTITELSKE BUNCE
A INJEKCE LAMBDA-DNA
0\
e
lambda-DNA
tvofi kruh

integrace lambda-DNA
do hostitelského
chromosomu

SYNTEZA VIROVYCH
PROTEINU POTREBNYCH
PRO TVORBU NOVYCH
VIRU

= el N b
{ e e eSO} DYCHLANERIKAEE,
DELEN[ BUNKY ) | ZABALENI DO HOTOVEHO
pr— VIRU

E & ) kels
X N

BUNECNA LYZE UVOLNUJE
VELKE MNOZSTVI

A )\ A )\ ’ @, NOVYCH VIRU

INTEGROVANA LAMBDA-DNA SE REPLIKUJE \.T »
SPOLU S HOSTITELSKYM CHROMOSOEM
PROFAGOVA DRAHA LYTICKA DRAHA
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Obrézel 9-15 Zivotni cyklus bakteriofdga
lambda. Genom bakteriofdga lambda je
tvofen linedrni dvoufetézcovou DNA
dlouhou pfiblizné 50 000 nukleotidti, ktera
koduje zhruba 50-60 riiznych proteint.
Kdyz DNA k-faga vstoupi do buriky, jeji
konce se spoji a vznikd jedna kruhova
molekula. Bakteriofag se miiZe v E. coli
mnoZzit bud lyticky, kdy dochazi k
destrukci buriky, nebo miiZe vstoupit do
latentniho stavu jako profig (po integraci
do hostitelského genomu). Pokud dojde

k poskozeni buiiky, kterd nese proféiga,
dojde k jeho aktivaci, uvolnéni z
chromosomu a je nastartovdna lyticka faze
(zelené Sipky). Integrace a uvolnéni DNA -
faga z bakteridlniho chromosomu probiha
mistné specifickou rekombinaci.



Nejlépe prostudovanym piikladem takového viru je bakteriofag
lambda (1), jehoZ genom tvofi mald dvoufetézcova molekula DNA.
Kdyz A-bakteriofdg infikuje bunky E. coli, mtzZe dojit k pomnoZeni
a tvorbé nékolika set novych virt, které jsou z bakterii uvolnény pfi
lyzi. Tento proces se nazyva lytickd infekce. Vzacnéji se DNA lambdy
integruje do cirkularniho chromosomu hostitelské bakterie (obr. 9-
15). Integrovana DNA lambdy se oznacuje jako profig a je pfitomna
v bakteridlnim chromosomu, aniz by se jakymkoliv zptisobem pro-
jevovala na bakteridlnim fenotypu. Infikované bakterie se normalné
déli a pfenasi tak DNA lambdy na své potomstvo. V takovémto pfi-
padé je genom lambdy mnohokrat replikovan bez jakéhokoliv
poskozeni hostitelské bunky. V pfipadé negativniho vlivu prostfedi,
jako je tfeba vystaveni bunék ultrafialovému zéreni, je genom lamb-
dy aktivovan a opousti hostitelsky chromosom. Tim také zacina
lyticka faze virové replikace. Integrovana virovd DNA tedy nemusi
zahynout s poskozenou hostitelskou burikou, ale ma $anci unik-
nout v podobé virovych ¢astic.

Genom lambdy neobsahuje zddné rozsahlé oblasti podobné
genomové bakteridlni sekvenci, a tak se nemtZe integrovat do chro-
mosomu homologni rekombinaci, ale misto toho vyuziva mechanis-
mus mistné specifické rekombinace. Pro tento tcel si virus kéduje
specidlni rekombina¢ni enzym, ktery se nazyva integrdza. Tento
enzym rozeznava jednak specifickou sekvenci v bakteridlnim chro-
mosomu, jednak urc¢itou sekvenci ve svém virovém genomu,
Priblizuje tyto sekvence k sobé a poté katalyzuje rozstépeni obou
DNA a jejich opétovné spojeni tak, Ze je virovy genom integrovan do
bakterialniho chromosomu. Pfi vy§tépeni DNA lambdy z bakterial-
niho chromosomu probiha cela reakce obracené.

Pfi excizi z hostitelského chromosomu je ob¢as DNA lambdy
vystfiZena nepfesné a misto ¢asti své vlastni DNA nese kus prilehlé
chromosomalni DNA. Tato bakteridlni DNA bude zabalena do viro-
vych ¢astic spolecné s DNA lambdy (obr. 9-16). Pokud takovy
modifikovany lambda virus infikuje novou bakterii, kromé své
vlastni DNA vnasi do bunky i DNA odvozenou od predchézejiciho
hostitele. Tato bakteridlni DNA se miiZe stat soucasti nového hosti-
telského chromosomu jednim z nékolika moznych zptsobu.
Pokud se vstupujici virus integruje do hostitelského chromosomu,
pfenasend DNA se pfirozené stane soucasti bakteridlnitho chromo-
somu spolecné s virovym genomem.V pfipadé, Ze vstupujici virus
neposkozuje buiiku, mtize se pfenasena bakteridlni DNA stat trva-
lou souéasti hostitelského chromosomu homologni rekombinaci,
jak je ukdzano na obr. 9-13A. Tento proces se nazyva transdukce
a predstavuje dal$i zptisob, jak mohou byt geny pfenaseny z jedné
bakterie do druhé. Jak uvidime pozdéji, také nékteré viry napadaji-
ci sav¢i bunky mohou pfendsSet chromosomadlni geny mechanis-
mem transdukce.

Transponovatelné elementy vytvareji genetickou rozmanitost

Mnoho bakteridlnich genomti obsahuje tseky DNA nazyvané
transponovatelné elementy (nebo transpozony), které se mohou
transpozici pfemistovat v ramci genomu z jednoho mista na druhé,
a jsou tak dtlezitym zdrojem genetické rozmanitosti. Jejich velikost

Genetickd rozmanitost u bakterii
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Obrazek 9216 Prenos DNA z jedné
bakterie do druhé transdukci. Pii excizi
DNA A-faga z bakteridlniho chromosomu
dochézi obéas k jejimu nepfesnému
vystfiZeni a misto ¢asti virového genomu
je do virovych ¢astic zabalena i ¢ést
hostitelské DNA, ktera se nachdzi

v blizkosti mista integrace. KdyZ takové
viry infikuji novou buiiku, mohou ji bud
lyzovat, nebo do ni vnést DNA z ptlivodni
bakterie v piipadé, Ze virus buriku
neposkozuje. Nové vnesend DNA se mizZe
stat soucasti hostitelského chromosomu
bud integraci spolu s virovim genomem
nebo homologni rekombinaci.

Otazka 9-2 Kdyz se vytvari profdg, bak-
teriofag lambda se vzdy integruje do stej-
ného mista v bakterialnim chromosomu.
Jak tato skuteénost ovliviiuje spektrum
bakterialnich genu, které mohou byt zaba-
leny do virovych &astic (viz obr, 9-16)7
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se pohybuje od nékolika stovek po desitky tisic parti bazi (obr. 9-17).
BéZny laboratorni kmen E. coli obsahuje 10-20 rtiznych transpozont
na burnku, mnohé z nich ve vice kopiich na genom. Transpozony se
v ramci hostitelské DNA pohybuji diky specidlnim rekombina¢nim
enzymim (transpondzdm) kédovanym transponovatelnymi ele-
menty (obr. 9-18), a tak miiZeme tyto elementy povaZovat za malé
parazity skryté v chromosomech bunék. Pfesto vSak tyto mobilni
elementy poskytuji bakteriim mnoZstvi vyhod. Nékteré z nich
napfiklad obsahuji transkripéni promotory a kdyz se premisti do
blizkosti genu, mohou zptisobit odliSnou tiroven jeho exprese nebo
navodit expresi v jinych podminkach, neZ je tomu obvykle.
Transpozony pfitomné v mnoha kopiich také umoziuji pfeu-
sporadani bakteridlniho genomu pfi homologni rekombinaci mezi
transpozony. Tak napfiklad k integraci F-plasmidu do genomu
E. coli dochazi diky homologni rekombinaci mezi transpozony
umisténymi na F-plasmidu a v genomové DNA. A kone¢né nékteré
transpozony také obsahuji geny pro rezistenci vii¢i rtiznym antibi-
otikim (viz obr. 9-17). Transpozony se mohou premistit z bakterial-
niho genomu do plasmidu a ten mtze byt nasledné pfenesen kon-
jugaci do dalsi bakterie. Toto je patrné hlavni zptisob vzniku plasmi-
dit nesoucich odolnost proti léktim u mnoha klinicky dulezitych
bakterii. Mobilni genetické elementy existuji také u eukaryontnich
organismu (ve skutecnosti byly objeveny u kukufice v padesatych
letech tohoto stoleti) a budou probirany pozdéji v této kapitole.

donorova DNA

donorova DNA

transpozon

cilova DNA cilova DNA T
“,-""".‘_-_____-_-_"'t--.. — —  wm
T — Spmee—
NEREPLIKACNI REPLIKACNI
TRANSPOZICE TRANSPOZICE

- nové e A - nova
sekvence DNA sekvence DNA
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Obrazek 9-17 Ukézka tii typti z mnoha
zndmych transpozont nalezenych

u bakterii. Kazdy transpozon obsahuje gen
kédujici transpondzu. Tento enzym
zplsobuje pferuseni a znovuspojeni DA -
nezbytné reakce pro pfesun transpozonu.
Kazdy transpuzon také nese sekvence D\' A

transponazou kodovanou danym
elementem, i tyto sekvence jsou pro
pfesun transpozonu nezbytné. Navic
nékteré transpozony nesou geny, ktereé
koduji enzymy inaktivujici antibiotika jako
je ampicilin (ampR) nebo tetracyklin
(tetR). U Tnl0 se pfedpoklad4, Ze vznikl
ndhodné pfipojenim dvou kratkych
transpozont na kaZdou stranu genu pro
tetracyklinovou rezistenci.

Obrazek 9-18 Dva mechanismy, kterymi
se pfemistuji bakteridlni transpozony.
Donorovd a cilovd DNA miize byt souc¢ast
stejné molekuly (napf. bakteridlni genom),
nebo se miiZe jednat o odlisné molekuly
(napf. bakteridlni genom a plasmid). (A)
Pfi nereplikacni transpozici je

transpozon vystfiZzen z donorové DNA

a vélenén do cilové DNA, donorovi
molekula zistdva rozstépena. (Donorova
DNA mitiZe byt opravena riznymi zpisoby.
¢asto vSak pfi reparaci dochdzi k delecim
nebo k pfeskupeni donorové molekuly.)
(B) V ptipadé replikacni transpozice je
transpozon zkopirovan replikaci DNA.
Koneénymi produkty jsou nezménéna
donorova molekula a cilova molekula

s vloZenym transpozonem. Obecné plati,
Ze se urcity typ transpozonu piemistuje
pouze jednim z uvedenych mechanismii.
PrestoZe oba mechanismy maji mnoho
spolecnych rysti, pouze nékolik
transpozonll miize vyuZzivat oba dva
zplsoby transpozice.



Ackoliv je bakteridlni DNA kopirovdna a pfenasena s vysokou
presnosti na dalsi generaci, nachdzi se genom bakterii ve stavu
neustalé pomalé promény. Akumuluji se mutace, geny jsou prend-
Seny z jedné bakterie do druhé, virové genomy se premistuji
dovniti a ven z builky a transponovatelné elementy méni svou
pozici. Vétsina zmén je pro bakterii skodlivych a tyto bakterie jsou
rychle z populace eliminovany. Kdyz vsak se bakterie dostavaji
z jednoho prostiedi do druhého, jsou vystaveny novym selekénim
tlakiim. Pak jsou tyto zdroje genetické rozmanitosti dtlezité pro
vznik 1épe adaptovanych jedinct, ktefi se mohou stat v populaci
dominantnimi. Tento proces ma dalekosahlé nasledky v mediciné,
nebot umozZiiuje bakteriim zptisobujicim choroby stit se rezis-
tentnimi na mnohd antibiotika vyvinutd v prtibéhu dvacatého
stoleti.

Je jasné, Ze geneticka adaptabilita je zakladni vlastnosti bakterii
a je tfeba s ni pocitat pfi navrhovani novych strategii pro 1éc¢bu
infekénich chorob. V néasledujici ¢asti této kapitoly se zamérfime na
eukaryontni bunky a zjistime, Ze i u nich lze najit mnoho stejnych
mechanism vytvéfeni genetické rozmanitosti a Ze tyto mechanis-
my maji zdsadni vliv na evoluci vSeho Zivého na nasi planeté.
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Ukazali jsme si, Ze se prokaryota a eukaryota shoduji v mnoha
genetickych znacich — pouzivani stejného genetického kédu, stejnych
zakladnich mechanism transkripce a translace a pouzivani stejnych
zékladnich strategii DNA replikace a reparace. V této kapitole si uka-
Zeme, jak usporadani genetické informace v eukaryontnim genomu
piispivé ke genetické rozmanitosti eukaryontnich organismu.

Jak jiz bylo kratce feCeno v Kapitole 7, bakteridlni genom je
ve srovndni s eukaryontnim velice isporné uspofadan. Na bakteri-
dlnim chromosomu lezi geny blizko sebe s relativné kratkymi mezi-
genovymi sekvencemi a introny jsou velice vzacné. Naproti tomu
typicky sav¢i genom obsahuje velké mnozstvi na prvni pohled nedti-
lezité DNA, ktera tvoii introny (viz Kapitola 7) a mnoho dalsi DNA,
ktera se nachazi mezi geny (mezerniky). Velka ¢ast této mezerniko-
vé DNA je tvofena raznymi typy repetetivnich sekvenci DNA, které
maji podobné vlastnosti jako bakteridlni transpozony probirané
drive. Ackoliv se zd4, ze zadnd z téchto DNA nekoduje pro organis-
mus nic pfinosného, jejich pfitomnost ma dalekosahlé dlisledky, jak
se o tom ddle pfesvédc¢ime. Proc¢ se tato DNA udrzela v savéim geno-
mu? Bakterie a jednoduché jednobunéc¢né eukaryontni organismy
(jako napfiklad kvasinka) jsou obvykle pod silnym selek¢nim tlakem
a snaZi se proto délit tak rychle, jak to jen umoziuji nutri¢ni pod-
minky prostfedi. Proto je pro né velmi vyhodné minimalizovat nad-
byte¢nou DNA, protoze replikace DNA je energeticky i materidlové
narocna. U vétsich bunék, zvlasté pokud jsou soucésti mnohobu-
nééného organismu, dochazi k bunéénému déleni méné casto
a Ziviny vétsinou nejsou limitujicim faktorem. Proto také selekcni
tlak na eliminaci nedtilezité DNA neni tak veliky. To je povaZovdno

Zdroje genetickych zmén v eukaryontnich genomech
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zajeden z divoda, pro¢ mohlo dojit u vyssich eukaryot k akumula-
ci takovychto sekvenci v genomu.

Dalsi odlisnosti eukaryontnich genomt od bakteridlnich je
pritomnost velkého mnozZstvi genovych duplikaci, které vznikly
v priibéhu evoluce. To vedlo k vytvofeni mnoha velkych rodin pfi-
buznych genti. V savéim haploidnim genomu (ij. pouze v jedné
sadé chromosomti daného jedince) existuje pro vétSinu proteint
vice gent a kazdy gen kéduje ponékud odlisnou variantu proteinu;
nékteré geny kéduji méné piibuzné proteiny, které mohou mit
i odlisnou funkci.

A konecné bunky eukaryontnich organismii jsou diploidni
(kromé pohlavnich bunék), coz znamend, Ze s vyjimkou genti umis-
ténych na pohlavnich chromosomech jsou v burice pfitomny dvé
kopie kazdého genu. Tyto kopie nemusi byt stejné. Principialné to
znamend, Ze lidé mohou mit dvé alternativni formy (alely) téhoz
genu. Tak napfiklad lidé, ktefi maji jeden normalni gen pro -globin
a druhy pro B-globin srpkovych bunék jsou odolngjsi proti malarii,
nez lidé se dvéma normalnimi B-globinovymi alelami. ,Genova
zdsobdrna“ (genofond) — sbirka viech alel kazdého genu pfitomnych
u daného druhu jako celku - je v lidské populaci opravdu rozs4hla.

VétSina historie genetickych zmén je v genomech dnesnich
organismii zaznamendna a pii peclivém studiu jejich DNA sekvenci
muze byt rozlusténa. Stovky miliontt nukleotidti z riznych organis-
mt jiz byly sekvenovany a nyni za¢iname poznévat, jak se jednotlivé
geny a celé genomy vyvinuly v pribéhu dvou miliard let od doby,
kdy se na Zemi objevila prvni eukaryontni buika. Piilezitostné
zmeény, které se odehrévaji v dnesnich chromosomech, poskytuji
dalsi voditko k pochopeni mechanismu, které vytvafely evoluéni
zmeény v minulosti.

V této casti se zaméfime na mechanismy zptisobujici gene-
tické zmény u mnohobunéénych eukaryot, v jejichZz rozsahlych
a komplexnich genomech jsou zaznamenany minulé udélosti.
U pohlavné se rozmnoZujicich organismti, jako jsme my, se zmény,
které budeme probirat, objevuji u vech diploidnich bunék véetné
somatickych bunék téla. Ale pouze zmény, které se odehraji v diplo-
idnich prekursorech pohlavnich bunék, mohou byt dédény a piene-
seny na dal$i generaci.

Nahodnymi duplikacemi DNA vznikaji rodiny pribuznych genii

Jak jsme se jiz zminili, eukaryontni genomy obsahuji mnoho
rodin pfibuznych genti. Tak napfiklad riizné formy aktinu, ktery je
soucasti kontraktilniho apardtu svalové bunky a také cytoskeletu
(viz Kapitolu 16), jsou exprimovany v rtiznych typech svalovych
a nesvalovych bunék; rtizné opsiny, proteiny schopné detegovat
svétlo o rtiznych vinovych délkach, jsou exprimovany v riiznych
burnikach sitnice; odliné kolagenové geny jsou exprimovany
v odlisnych pojivovych tkanich atd.

Jednou z nejlépe prostudovanych genovych rodin je B-globinova
rodina genti. V lidském genomu je obsazeno celkem pét B-globino-
vych genti. Tyto geny kéduji B-podjednotku rtiznych hemoglobinti
syntetizovanych v rtznych obdobich embryonalniho, fetdlniho
a dospélého véku. Tyto hemoglobiny se nepatrné lisi ve své
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Evoluce B-globinové rodiny genii u Zivo€ichii. Plivodni gen
B-globinu byl duplikovan a postupné vznikala vyobrazend rodina f3-
globinovych gent, stejné jako ostatni B-globinové geny (B-globinovd rodina).
(Molekuly hemoglobinu jsou tvofeny ze dvou o- a dvou p-fetézcti.) Schéma
bylo vypracovino na zdkladé porovndvani B-globinovych genti u mnoha
rGiznych organisma. Tak napifklad nukleotidové sekvence v“ a y* gentl
(exprimovany v embryonalnim vyvoji) jsou si vzdjemné mnohem podobnéjsi,
neZ pri porovnani s f-genem, exprimovanym v dospélosti.

schopnosti vdzat a uvolnovat kyslik a nejlépe se uplatniuji praveé
v takovému stadiu vyvoje, ve kterém jsou exprimovany. Exprese
vSech téchto gentl je nezavisle regulovana tak, Ze urc¢ity hemoglobin
je exprimovan pouze ve vyhrazeném obdobi vyvoje a pouze v bun-
kéch, které davaji vznik cervenym krvinkam. '

Porovnanim sekvenci B-globinovych genti a jejich uspofadani
u rtznych organismt bylo mozno velmi podrobné rekonstruovat
evoluci této genové rodiny. Tato genova rodina se vytvorila opakova-
nymi genovymi duplikacemi a nédslednymi mutacemi ptivodniho
genu u prapiedka obratloveli (obr. 9-19). A jak k takovym duplika-
cim dochazi? Pfedpoklada se, Ze se jedna o vysledek vzacné rekom-
binace mezi dvéma homolognimi chromosomy, kterad vede k inkor-
poraci jedné kopie genu navic do jednoho z chromosomt (obr. 9-
20). Pokud je jiz gen duplikovan, naslednymi homolognimi rekom-
binacemi se mohou odstranovat nebo vytvaret dalsi kopie genu.

Geny kédujici nové proteiny mohou byt vytvofeny
rekombinaci exonti

V priabéhu evoluce byly nové geny vytvoreny také diky duplika-
ci kratkych tsektt DNA, které kodovaly proteinovou doménu.
Mnoho eukaryontnich proteint je tvofeno fadou opakujicich se
podobnych a ohranicenych jednotek s urc¢itou proteinovou struktu-
rou nebo proteinovymi doménami. Mezi takové proteiny patii
napfiklad imunoglobuliny (obr. 5-25), albuminy a fada filamentéar-
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nerovnym pfekiiZzenim. U pdru
homolognich chromosomti v zdrodecné
linii prekursorovych bunék dochdzi

k rekombinaciv dervené oznacenych
kratkych sekvencich, které se opakuji

na obou chromosomech. V nékterych
piipadech se pfedpoklada, Ze se jednd

o transpozony, které jsou v lidském
genomu piitomny ve velkém poétu kopii.

Po nerovném prekiizeni obsahuje delsi
chromosom dvé kopie globinového genu.
Nezavislé mutace v kaZdém z gent,

které se objevuji v ndsledujicich generacich,
vedou k rozriiznéni (diverzifikaci) téchto
genll. (ProtoZe kratsi chromosom postrada
kopii globinového genu, jedinci, kteff tento
chromosom zdédi, budou patrné z populace
eliminovani.)
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nich proteinti jako jsou tfeba kolageny. Tyto proteiny jsou kédovany
geny, které se vyvinuly opakovanymi duplikacemi jedné ptivodni
sekvence DNA. U takovychto genti jsou zpravidla jednotlivé protei-
nové domény kodovany oddélenymi exony.

Pfedpoklada se, Ze evoluce novych proteinti timto zptisobem byla
velmi usnadnéna uspofddanim eukaryontnich kédujicich sekvenci,
do sérif relativné kratkych exont které jsou oddéleny dlouhymi neko-
dujicimi introny (viz obr. 7-13). K duplikacim, nezbytnym pro vytvo-
feni jednoho genu s opakujicimi se sekvencemi, mtize dojit nerov-
nym prekiizenim kdekoliv v oblasti dlouhych introntt na obou stra-
nach exonu kédujiciho proteinovou doménu (obr. 9-21). Pokud by
zde zddné introny nebyly, v plivodnim genu by se nachdzelo jen
velmi malo mist, v kterych by mohlo dojit k rekombinaéni vyméné
mezi homolognimi chromosomy a duplikaci domény bez jejiho
poskozeni. Proto introny velmi zvy3uji pravdépodobnost, Ze po dupli-
kaci DNA dojde k vytvofeni genu kédujiciho funkéni protein.

Ze stejnych dlivodi pfitomnost intront vyrazné zvysuje pravdé-
podobnost, Ze se po ndhodné rekombinaci vytvori funkéni hybridni
gen spojenim dvou ptivodné oddélenych exond, které kdduji zcela
odlisné proteinové domény. Rada soucasnych proteinit vznikla
pravdépodobné takovou rekombinaci, nebot jsou tvofeny mnoha
riznymi proteinovymi doménami, z nichz se mnohé vyskytuji
i u jinych bilkovin (obr. 9-22). Tento evolué¢ni proces se nazyva pre-
skupovani exonil (exon shuffling). Predpokldda se, ze vSechny pro-
teiny kédované lidskym genomem (kolem 60 000) vznikly pfeskupe-
nim pouze nékolika tisic odlidnych exont, z nichz kazdy kédoval
proteinovou doménu z 30-50 aminokyselin.

Velka ¢ast DNA mnohobunéénych eukaryot
je tvorena opakujicimi se nekédujicimi sekvencemi

Genom mnohobunéc¢nych eukaryot neobsahuje pouze introny,
ale také na prvni pohled nediilezité sekvence DNA. Mnoho z nich
nekoéduje Zddné proteiny a nejsou ani transkribovany.
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Duplikace exonii nerovnym
prekfizenim. Uvedené schéma je témér
shodné s obr. 9-20 s tim rozdilem, ze jsou
duplikovany spise exony v rdmci genu nez
cely gen. mRNA ptivodniho genu obsahuje
dva exony, A a B. Po duplikaci bude mRNA
z del3iho chromosomu obsahovat tfi
exony, A, B a B, Protoze jsou po duplikaci
exony znovuspojeny v oblastech intront s
neporusenymi sestiithovymi sekvencemi,
modifikovana nukleotidova sekvence v
misté spoje mizZe byt jednoduse po
transkripci vystfiZzena a vznikne normaln{
funkéni mRNA.
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exonf. Kazdy symbol pfedstavuje odlisnou
rodinu proteinovych domén. Tyto domény
se spojily za sebe a vytvofily tak vétsi
proteiny, které jsou znamy pod jinymi
jmény.



V lidském genomu je pfiblizné 70% celkové DNA tvofeno tak-
zvanymi jedine¢nymi sekvencemi DNA. Sem zahrnujeme DNA,
ktera kéduje proteiny a vétsinu typtt RNA a také introny. Zbyvajicich
30% obsahuje nukleotidové sekvence, které se v genomu mnoho-
krat opakuji. VétSina z této tzv. repetitivni DNA nekoduje proteiny
a Ize ji rozdélit do dvou typt. PribliZzné jedna tfetina je tvofena vyso-
ce repetitivnimi kratkymi sekvencemi, které vytvareji série oblasti
repetici DNA, znamé jako satelitni DNA. Jejich funkce neni zatim
znama, ale jsou shluknuty pfevazné v oblasti centromer a na kon-
cich chromosom1i. Pfesné uspofadéni satelitnich DNA (tj. mnoZzstvi
riiznych typl a pocet repetici v kazdém bloku) se velmi lisi mezi
jednotlivci stejného druhu.

Zbyvajici repetitivni sekvence DNA jsou tvofeny mnohem kom-
plexng&jéimi opakovanymi sekvencemi a jsou roztrouseny po celém
genomu. U lidi je vétsina z téchto DNA odvozena od nékolika typt
transponovatelnych sekvenci DNA, které jsou podobné transpozo-
ntim v bakteridlnim genomu a které jsou mnohondsobné zmnoze-
ny. PfestoZe viechny genomy doposud studovanych mnohobuné¢-
nych eukaryot obsahuji transponovatelné elementy, DNA primatd
a lidi je v tomto ohledu neobvykla. V jejich genomu prevazuji dva
typy transponovatelnych elementti, které se viak znacné rozsifily,
jak uvidime pozdéji.

P¥iblizné 10 % lidského genomu je tvoieno dvéma rodinami
transponovatelnych sekvenci

Transponovatelné DNA elementy jsou pravdépodobné pfitomny
ve véech eukaryontnich genomech; navic mtiZeme rozlisit mnoho
typi téchto elementti. Nékteré se pohybuji z mista na misto
v ramci chromosomu mechanismem vystfiZeni a integrace, jak bylo
popsano dfive u bakterialnich transpozont (viz obr. 9-18A). Timto
typem transponovatelnych elementi se jiZ nebudeme zabyvat.
Mnoho dalsich eukaryontnich transpozonti se nepohybuje ve formé
DNA, ale pomoci RNA intermediati. Tyto sekvence se nazyvaji
retrotranspozony a doposud byly popsdny pouze u eukaryot.

Prikladem lidského retrotranspozonu je LI-transponovatelny
element neboli LINE-1 — ¢asto se opakujici sekvence, ktera tvofi pfi-
blizné 4% celkové DNA lidského genomu. Pfi transpozici je LINE-1
DNA nejprve transkribovana do RNA bunéénou RNA-polymerazou.
Enzym reverzni transkriptdza, specialni DNA-polymeraza, ktera
jako templatu vyuziva RNA, vytvoii podle RNA opét kopii DNA. Tato

DONOROVA DNA _ -

l RMNA-polymeraza

RNA S

l reverzni transkriptaza

kopie N
DNA S—
+
= VLOZENI
- £ KOPIE DNA

-
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Pfemistovani eukaryontnich
retrotranspozond. Tyto transponovatelné
elementy jsou nejprve pfepsdny do
meziproduktu v podobé RNA a posléze zpét
do DNA. DNA-kopie se potom znovu
integruje do cilového mista. Cilové misto
miiZe byt na stejné nebo jiné molekule DNA.
ProtoZe tento mechanismus je podobny
mechanismu replikace jedné tfidy viri,
které se oznacuji jako retroviry (obr. 9-30),
nazyvaji se tyto transponovatelné elementy
retrotranspozony.
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reverzni transkriptdza je kédovana LINE-1. Kopie DNA se potom
muze integrovat do dal$tho mista v genomu (obr. 9-23). Jesté
v mnohem vétsim mnozstvi se v genomu vyskytuji Alu-sekvence,
které jsou velmi kratké (kolem 300 nukleotidl); jsou pritomny
v 500 000 kopii na haploidni genom a predstavuji tak 5% lidské DNA.
V priiméru se tedy vyskytuje jedna kopie na 5 000 nukleotidi. Pouze
nékteré z Alu-sekvenci mohou byt jesté i dnes prepisovany do RNA.
Tato RNA mtiZe byt za vzacnych okolnosti zkopirovdna zpét do DNA
pouzitim néjaké reverzni transkriptazy.

Porovnanim sekvence a umisténi L1 a Alu-podobnych ele-
mentil u raznych savcl védci dospéli k zavéru, ze u primatt doslo
k vysokému zmnoZeni téchto sekvenci teprve nedavno v evoluci
(obr. 9-24). Je tézké si piedstavit, Ze takovéto velmi pocetné sekven-
ce rozmisténé na riiznych mistech genomu nemaji zadny vétsi efekt
na sousedni geny. Za kolik na8ich jedine¢nvch lidskych vlastnosti
vdécime témto parazitickym elementtim?

Evoluce genomii byla urychlena transponovatelnymi
elementy

Transponovatelné elementy a zejména ty, které se vyskytuji
v genomu v mnoha kopiich, poskytuji pfileZitost k reorganizaci
genomu, protoZe mohou slouzit jako cilovd mista pro homologni
rekombinaci. Timto zptisobem se napiiklad vysvétluje vznik shluku
B-globinovych genti, kdy k duplikacim jediného ptivodniho genu
pravdépodobné doslo homolognimi rekombinacemi mezi Alu-
podobnymi sekvencemi (oznacéeny cerverné na obr. 9-20). Pfesto maji
transpozony v evoluci genomi mnohem bezprostiednéjsi tlohu.
Pfi svém pfemistovani transponovatelné elementy také prilezitostné
presunuji nebo reorganizuji okolni sekvence DNA hostitelského
genomu. KdyZ se napfiklad dva transponovatelné elementy, které
jsou rozeznavany stejnou transpondzou, zacleni dostatecné blizko
sebe, miiZe byt pfenesena na jiné misto v genomu také DNA nacha-
zejici se mezi nimi (viz priklad u bakterii na obr. 9-17). U eukaryont-
nich genom je to zvlasté i¢inny zptsob pfesunu exont (dalsi pfi-
klad preskupovéni exont), kterym vznikaji nové geny reorganizaci
existujicich exonti (obr. 9-25).

Zaclenéni transponovatelného elementu do kédujici sekvence
genu nebo do jeho regula¢ni oblasti je pomérné castou pfi¢inou
spontannich mutaci u nékterych organismt. Pokud se transpozony
integruji pfimo do kédujici sekvence, mohou gen poskodit a zptiso-
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Porovnani lokalizace
transponovatelnych elementi
v B-globinovém shluku gentt u mysi
a tlovéka. Tento tsek lidského genomu
obsahuje pét funkénich B-globinu
podobnych genf (viz obr. 9-19), zatimco
stejnd oblast mysiho genomu obsahuje
pouze ttyfi geny. Pozice lidskych Alu-
sekvenci je vyznacena zelenymi krouzky
a lidskych L1 elementt cervenymi krouzky.
Mysi genom obsahuje odlisné
transponovatelné elementy: pozice Bl
elementil (obdoba lidskych Alu-sekvenci)
je vyznacena modrymi trojithelnicky
a poloha mysich L1 elementti (obdoba
lidskych L1) Zlutymi trojiihelnicky. ProtoZe
jsou sekvence transponovatelnych
element( i jejich pozice ve skupiné
B-globinovych gentl u mysi a clovéka
rizné, usuzujeme z toho, ze k jejich
akumulaci v savéich genomech doslo
relativné neddvno v evoluénf historii.

Mnoho transponovatelnych
elementlt se pohybuje v genomu replika-
tivnim mechanismem, jak bylo ukazano na
obr. 9-18A a 9-23, a tak se po kaidé trans-
pozici zvySuje jejich mnoistvi v genomu.
PrestoZe jsou tyto transpozice wvzacneé,
néktere elementy se vyskytuji v genomu
ve velkém poctu kopii. Co podle vés zabra-
fnuje transponovatelnym elementim,
aby se ve svém hostitelském genomu
pfemnoiily?
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bit tak inser¢ni mutaci, kterd znemozni genu kédovat funkéni prote-
in. Pfikladem mohou byt mutace v genu pro faktor VIII zptisobujici
hemofilii — znac¢né mnozstvi z nich je zptisobeno pravé insercemi
transponovatelnych elementtt do tohoto genu.

Evolu¢né nejdtilezitéjsi jsou inserce transpozont do regulacnich
oblasti. Ty zptisobuji poskozeni nebo pfidani krétkych regulacnich
sekvenci popsanych v Kapitole 8 (viz obr. 8-27), coZ mé dramaticky
efekt na genovou expresi (obr. 9-26). Transponovatelné elementy tak
mohou byt vyznamnym zdrojem mutaci a diky jejich pFfitomnosti je
DNA v chromosomech méné stabilni, nez se ptivodné pfedpokldda-
lo. Struéné feceno, transpozony jsou zdrojem genetické rozmanitos-
ti a pravdépodobné byly pficinou mnoha dtlezitych zmén
genomu v pribéhu evoluce.

Jak uvidime déle, o mobilnich genetickych elementech, jako jsou
transpozony a plasmidy (které lze také najit u nékterych eukaryont-
nich bunék), se uvazuje jako o pfedchidcich virt, které je mozno
povazovat za plné mobilni genetické elementy, nebot se mohou
nezavisle pohybovat mezi burikami.

Viry jsou pIné mobilni genetické elementy,
které mohou opoustét bunky

Viry byly poprvé zjistény jako agens, zptlisobujici choroby, jez
diky svym malym rozmértim prochdzelo i velmi jemnymi filtry, které
zabratiovaly priichodu i téch nejmensich bunék. Dnes jiz vime, Ze
viry jsou v podstaté geny obklopené ochrannym obalem. Jak jsme si

(A) (B)
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Piiklad pfeskupovani
exonti zptisobeného
transponovatelnymi elementy.

Kdyz se do chromosomu integruji dva
transponovatelné elementy stejného
typu (Cervend DNA) dostatecné blizko
sebe, pfi transpozici mtiZe prileZitostné
dojit k vyuziti koncti dvou odlisnych
elementti (namisto konct stejného
elementu) a k pfesunu chromosomalni
DNA mezi nimi na nové misto

v chromosomu. ProtoZe jsou introny

v porovndni s exony velké, je castym
vysledkem transpozice zobrazené
zaclenéni exonu do jiZ existujiciho
intronu.

Zména struktury téla
u octomilky zptisobend mutaci.
Octomilka (Drosophila melanogaster) na
obrézku vlevo je normdlni, u mouchy
vpravo jsou tykadla pfeménéna na nohy.
Ackoliv tato zména neni pro musku
vihodnd, ukazuje ndm to, jak reorganizace
DNA zptisobené transponovatelnymi
elementy muiZe zptisobit dramatickou
ZMENU v organismu.
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Viry zptisobujici lidské nemoci

Virus Typ genomu Choroba
Herpes-simplex virus dsDNA opakujici se opary
Virus Epstein-Barrové dsDNA infekéni mononukleoza
(EBV)
Virus varicella zoster dsDNA plané nestovice a pdsovy opar
Virus nestovic dsDNA nestovice
Virus hepatitidy B ¢ast ssDNA, sérovd Zloutenka
cast dsDNA
Virus lidské ssRNA syndrom ziskaného selhani
imunodeficience (HIV) imunity (AIDS)
Virus chripky typu A ssRNA respiraéni choroby, chiipka
Poliovirus ssRNA détskd obrna
Rhinovirus ssRNA béZné nachlazeni
Virus hepatitidy A ssRNA infekéni Zloutenka
Virus hepatitidy C ssRNA zloutenky jiného typu
nezAaB
Virus Zluté zimnice ssRNA Zlutd zimnice
Virus vztekliny ssRNA vzteklina
Virus pfiusnic ssRNA priusnice
Virus spalnicek ssRNA spalnicky

*dsDNA, dvoufetézcovd DNA; ssDNA, jednofetézcovd DNA; ssRNA, jednofetézcova RNA.

ukazali dfive v této kapitole (viz obr. 9-14), viry musi vstoupit do
buriky, kde vyuZivaji buné¢ného aparitu k expresi svych gent,
k replikaci svych genomui a k vlastnimu zabaleni do nové vytvore-
nych ochrannych obalti. Reprodukce virti je sama o sobé pro burky
casto letalni; v mnoha pfipadech totiz dochazi k rozruseni burky
(Iyzi) a k uvolnéni virového potomstva, které pak miize napadat sou-
sedni buriky. Mnoho z klinickych symptomt je zptisobeno pravé
lytickym efektem virli. Napiiklad opary vznikajici ptisobenim viru
herpes simplex nebo puchyiky zptisobené virem planych nestovic
jsou misty, kde dochazi k lokalni smrti koZnich bunék. Pfestoze prvni
objevené viry napadaly savci buiiky, dnes je znamo i mnoho jinych
druhti virti. Nékteré napadaji rostliny, jiné maji za hostitele bakterie,
jak jsme videéli v predeslych odstavcich této kapitoly.

Virovy genom miuzZe byt tvofen jednofetézcovou nebo dvoure-
tézcovou DNA nebo RNA (tabulka 9-1 a obr. 9-27). MnoZstvi DNA
nebo RNA, které mtize byt zabaleno do proteinového obalu, je limi-

dvoufetézcova
jednoretézcova RNA jednofetézcova DNA kruhova DNA
S e
dvoufetézcova RNA jednofetézcova dvoufetézcova DNA

kruhova DNA

O

dvoufetézcova DNA
s kovalentné vazanym
terminalnim proteinem

[
- ©®

dvouretézcova DNA
s konci kovalentné uzavienymi

C O
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Schematické zndzornéni
nékolika typi virovych genomi. Nejmensi
viry obsahuji pouze nékolik gentl a jejich
genom muzZe byt tvofen jak RNA, tak DNA.
Nejvétsi viry obsahuji nékolik set genti
a jejich genom je tvofen dvoufetézcovou
DNA, Piklady rtiznych typth virti:
Jjednoretézcové RNA-viry — virus tabdkové
mozaiky, bakteriofag R17, poliovirus;
dvouretézcové RNA-viry — reovirus;
Jednofetézeové DNA-viry— parvovirus;
Jednoretézcové cirkuldrni DNA-viry -
bakteriofagy M13 a X174; dvoufetézcové
cirkuldrni DNA-viry— SV40 a polyomaviry;
dvouretézcové DNA-viry — bakteriofag T4,
herpesvirus; dvouretézcové DNA-viry s
kovalentné navdzanym termindinim
proteinem — adenovirus; dvoufetézcové
DNA-viry s kovalentné navdzanym
termindlnim proteinem — poxvirus.
Zvlastni konce (stejné jako kruhové formy)
piftomné u nékterych virovych genomii
fesi problémy replikace poslednich
nékolika nukleotidii na konci fetézce DNA
(viz obr. 8-6).



bréz o Zivotni cyklus jednofetézcového RNA viru. Jak je
zjednodusené ukdzéano, virovy genom miize byt prekladan
hostitelskymi ribosomy, é&im# vznikaji virové proteiny. Cervené krouzky:
RNA-dependentni RNA-polymeraza (RNA-replikdza); zelené krouzky:
obalové proteiny. K vytvafeni novych genomi pouziva replikdza jako
vzoru komplementéarni fetézec RNA. Pro srovndni je Zivotni cyklus
zjednoduseného DNA viru zachycen na obr. 9-14.

tovdno a je pfili§ malé na to, aby kédovalo spektrum proteinti
nezbytnych pro replikaci i téch nejjednodussich virt. Viry se proto
chovaji jako paraziti a mohou se reprodukovat pouze uvnitf Zivych
bunék, kde jsou schopny vyuzivat cely bunéény biochemicky aparat.
Typické virové genomy kéduji virové plastové proteiny a také bilko-
viny, které umoznuji hostitelskym enzymim rozpoznat a vyuZzit
replikaéni pocatek viru a replikovat tak jejich genom. Viry, které maji
genom tvoifeny RNA, musi mit navic zakédovan enzym RNA-repli-
kéazu, ktery je potfebny k replikaci jejich genomu (obr. 9-28).

Nejjednodussi viry jsou tvofeny proteinovym plastém sloZenym
z mnoha kopii jednoho polypeptidowého fetézce, kter)? obaluje
genomy tvoiené aZz nékolika sty gent a }sou obaleny komphkova—
nym obalem sloZenym z mnoha rtiznych proteint (obr. 9-29).

I ty nejvétsi viry jsou vdak znacné zdvislé na biosyntetickych
funkcich hostitelské buriky; Zddny z dosud znamych vir napfiklad
nevytvari své vlastni ribosomy a nedokéze syntetizovat ATP, ktery je
potiebny pro replikaci DNA. Z toho vyplyva, Ze se buiiky musely
vyvinout pfed viry. Pfedchtidci prvnich virti byly pravdépodobné

Zdroje genetickych zmén v eukaryontnich genomech

jednoFet?zcové RMA

VIFUS

N obalow protein

TRANSLACE

/ KOMPLEMENTARNIHO
\ RETEZCE RNA
LX) .l
HNA—
replikaza l

SYNTEZA
NOVYCH
VIROVYCH GENOMU

5 'l /
| obalovy protein

) 1
MONTAZ CASTIC VIROVEHO
POTOMSTVA A BUNECNA LYZE

Obaly virt. Tyto snimky
z e]ektronoveho mikroskopu ukazuji virové
castice ve stejném méfitku. (A) Bakteriofag
T4, veliky DNA-virus, ktery infikuje bunky
E. coli. DNA je uloZena v hlavé bakteriofaga
a valcovitym océdskem je injikovana do
bakterii. (B) X virus brambor, rostlinny
virus, ktery obsahuje RNA-genom. (C)
Adenovirus, DNA-virus, ktery infikuje lidské
buiiky. (D) Virus chfipky, veliky ZivocCisny
RNA-virus, jehoZ proteinova kapsida je
jesté obalena lipidovym dvouvrstevnym
obalem. Spicky vy¢nivajici z obalu jsou
virové proteiny, které jsou zanofeny v
membridnové dvojné vrstve.
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malé fragmenty DNA, které ziskaly schopnost replikovat se nezavis-
le na chromosomech hostitelské buriky. Nejbliz§imi p¥ibuznymi
dnesnich virti jsou pravdépodobné plasmidy a transpozony. Na roz-
dil od virti v8ak tyto elementy nevytvéreji proteinové obaly a nemo-
hou se tedy volné premistovat mezi burikami.

Pokud prijmeme hypotézu naznacenou v Kapitole 7, Ze genetic-
ka informace prvnich bunék byla uloZena v RNA, pak se prvni viry
mohly vyvinout z RNA-plasmidti po ziskani genu kédujiciho protein,
ktery se mohl sestavovat do virového obalu. Virovd RNA s proteino-
vym plaStém pak mohla opustit buiiku a hledat si nového hostitele.

Retroviry obraceji normalni tok genetické informace

PrestoZe maji bakteridlni a eukaryontni viry mnoho spole¢ného,
jedna diileZitd tfida virt — retroviry — byla nalezena pouze u eukary-
ontnich bunék. V. mnoha vlastnostech se retroviry podobaiji retro-
transpozonuim, které byly probirany drive. Klicovym znakem u obou
téchto genetickych elementti je krok, pfi némz je DNA syntetizova-
na podle pfedlohy RNA (pojem retro oznacuje opacny tok genetické
informace vzhledem k centralnimu dogmatu). Enzym, ktery tento
krok provadi, se nazyva reverzni transkriptdza a je kodovéna retrovi-
rovym genomem (coZ je jednofetézcova RNA).V kazdé virové casti-
ci je kromé RNA zabaleno také nékolik molekul tohoto enzymu.

Zivotni cyklus retrovirti je ukazan na obr. 9-30. KdyZ jednofetéz-
cova genomova RNA retroviru vstoupi do burnky, reverzni transkrip-
taza podle ni vytvoii komplementarni vlakno DNA, ¢imZ vznikne
hybridni dvoj$roubovice DNA/RNA. Vlakno RNA je pak odstranéno
a reverzni transkriptdza, kterd mitzZe jako predlohu pouzivat jak
RNA, tak DNA, dosyntetizuje komplementarni vldkno; tak je vytvo-
fena dvojSroubovicova DNA. Tato DNA se pak integruje do nahod-
ného mista v hostitelském genomu pomoci virem kédovaného
enzymu —integrazy. V této fazi, ktera se podobad zac¢lenéni A-faga do
bakteridlniho genomu (viz obr. 9-15), je virus latentni: pii kazdém
rozdeleni hostitelské buriky je kopie integrovaného virového geno-
mu prenaSena na dcefiné buriky.

Dal$im krokem pfi replikaci retroviru, ktery se miiZze odehrat az
dlouhou dobu po integraci do hostitelského chromosomu, je tran-
skripce integrované virové DNA hostitelskymi RNA-polymerizami,
které tak vytvoii velké mnoZstvi jednofetézcovych molekul RNA
identickych s ptivodnim infekénim genomem. Tyto RNA jsou pak
prekladany hostitelskymi ribosomy na proteiny kapsidy, obalové bil-
koviny a reverzni transkriptazu, ze kterych se spolus genomovou
RNA sestavi nové virové ¢astice.

Virus lidské imunodeficience (HIV), ktery je ptivodcem AIDS, je
také retrovirus. Jako u ostatnich retrovirti miize genom HIV latentné
pretrvavat jako DNA-provirus integrovany v chromosomu infikova-
né burnky. Schopnost viru ukryvat se v hostitelské burice kompliku-
je vSechny pokusy o léébu infekce antivirovymi latkami. Proto se
jednim z hlavnim cilti vyvoje novych latek proti AIDS stala reverzni
transkriptéza tohoto viru, nebot lidské burky tento druh enzymu
nevyuzivaji (obr. 9-31).

ProtoZe se nékteré transponovatelné elementy pohybujiv geno-
mu pomoci RNA intermediét( a replikuji se obdobnym zptisobem
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Genomy nékterych jednore-
tézecovych RNA-virl mohou slouZit jako
informacni RNA, kterd muiZe byt okamzité
po vstupu do bunky pfekladana na hosti-
telskych ribosomech do proteinu (viz obr.
9-28). Genomy jinych jednofetézcovych
RNA-vir(i jsou komplementarni k mRNA,
z kterych musi byt virové proteiny synteti-
zovany. Temto virdm se fika negativni
RNA-viry. Jaké zmény musite provést na
obrazku 9-28, abyste mohli vysvétlit Zivot-
ni cyklus této tridy RNA-vira?
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) \ INTEGRACE KOPIE DNA integrovana jednof‘etézcovou RNA o délce pflb].lf.l'lé )
SYNTEZA DVOJSROUBOVICE ONA DO HOSTITELSKEHO virova DNA 8 500 nukleotidl. Reverzni transkriptdza je
DNA/RNA A POTOM DNA/DNA CHROMOZOMU — B < ¢ neiprve sz
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DNA kopii DNA podle molekuly virové RNA,
sast P potom funguje jako nukledza a odstranuje
hostitelskeho RNA. Nakonec dosyntetizuje druhé vldkno
SlremEAomY DNA, &imz se vytvoii dvouvldknova DNA

kopie RNA-genomu. Integraci této DNA do
hostitelského chromosomu provadi virovy
enzym integraza; integrace je nezbytnd pro
zahdjeni syntézy novych virovych molekul
RNA hostitelskymi RNA-polymerdzami.
Retroviry jsou piikladem obalenych viril,
protoze kromé proteinové kapsidy je jejich
povrch jesté chranén vnéjsi lipidovou
dvouvrstevnou membrinou. V obalu jsou
piftomny proteiny, které viru umoziuji
vézat se na bunéény povrch a vstupovat do
bunék. KdyZ viry opoustéji buriku,
ziskdvaji lipidovy obal vypucenim

z plasmatické membréany, pficemzZ si ¢ast
této membrany odndseji s sebou.

K infekci bunék dochdzi opaénym
procesem, neZ je puceni.

Struktura reverzni transkriptazy HIV a mista, kam se vaZou inhibitory. Enzym se sklada ze dvou
podjednotek, jedna je zachycena Sedéa druhd v nékolika barvach, které oznacuji jednotlivé strukturni domény
podjednotky. DNA, kterou enzym syntetizuje, je nakreslena purpurové a fetézec templdtu (coz miize byt jak DNA, tak
i RNA), je tmavé hnédy. Vazebné misto pro deoxyribonukleosidtrifosfaty je ukdzano zlaté; do tohoto mista se vaZe jedna
skupina pouzivanych inhibitorti (véetné AZT a ddC), které jsou timto enzymem inkorporovany do prodluzujiciho se
fetézce a zpiisobuji tak jeho terminaci (viz obr. 10-5). Vazebné misto pro jinou t¥idu inhibitorti reverzni transkriptazy
(jako je tfeba nevirapin) je nakresleno tyrkysové. Tato tfida inhibitor(i zptisobuje malé zmény v konformaci reverzni
transkriptzy a zabraiiuje tak tiéinné syntéze DNA. Reverzni transkriptdza HIV také obsahuje doménu, ve které dochazi
k degradaci RNA v duplexu RNA/DNA, vytvafenému v priabghu Zivotniho cyklu viru (viz obr. 9-30). Aktivni misto pro
tuto éinnost enzymu je rovnéz cilem pro vyvoj Géinnych inhibitor(; je oznaceno dervené.

301



jako retroviry (viz obr. 9-23), pfedpoklada se, Ze retroviry vznikly
pravé z takovychto retrotranspozonti, kdyz pfed dlouhou dobou
ziskaly geny kodujici obalové proteiny a dalsi bilkoviny potfebné
k tvorbé virovych ¢astic. RNA-intermediat pak mohl byt zabalen do
virové Castice a mohl opustit buriku.

Viry, které maji schopnost integrovat se do hostitelské DNA
obdobné jako transpozony, jsou potencidlnimi zdroji genetickych
zmeén z davodh uvedenych drive (str. 296-297). Stejné jako bakteri-
ofdg lambda i retroviry mohou ziskat ¢asti sekvence hostitelské DNA
a prenaset je (jako RNA-kopie) do nového hostitele (viz obr. 9-16).
ProtoZe mnoho virad muiZe infikovat vice nez jeden druh, mohou
principialné pfenéset geny z jednoho druhu na druhy. Jak je patrné
z genomi dnes Zijicich organismt, sehrél tento druh genetického
prenosu také svou tlohu v evoluci.

V naésledujici ¢asti uvidime, Ze pravé schopnost retrovirt ziskat
hostitelské geny poskytla velmi dulezité voditko védciim, ktefi stu-
duji pfi¢iny vzniku rakoviny.

Retroviry, které ziskaly hostitelské geny, mohou ménit
normalni buriky v nadorové

Retroviry nejsou zajimavé pouze pro sviij neobvykly zptisob rep-
likace, ale také kviili centrdlni tloze, kterou sehrdly pfi vyzkumu
vzniku rakoviny. Byly to pravé retroviry, které pfispély k poznéani, Ze
vétsina druhti rakoviny vznika mutacemi v malém poc¢tu bunéc-
nych genti (viz Kapitola 19). U lidi je sice velmi malo pfipadti rakovi-
ny zpusobeno retrovirovou infekci, ale u nékterych zivocichti jsou
tyto viry hlavni pfi¢inou vzniku rakoviny.

Viry zplisobujici rakovinu jsou znamy jako transformaéni viry
a byly objeveny pred osmdesati lety u kufat, u kterych zptisobuji sar-
komy (nadory pojivové tkdné). Virus byl pojmenovéan po svém obje-
viteli Peytonu Rousovi jako virus Rousova sarkomu a patii mezi retro-
viry. Jak mtize virus zptisobit rakovinu? S pfichodem technik pro ana-
lyzu DNA se ukézalo, Ze virus Rousova sarkomu ziskal jeden z genti
sveho kufeciho hostitele (obr. 9-32). Tento gen oznacovany jako src
(vyslovujte ,sark”) je pro samotny virus nepodstatny, ale ma daleko-
sahlé nasledky pro buiiky infikované timto virem. Sam o sobé je totiz
odpovédny za schopnost viru zptisobovat rakovinu.

Virovy gen src je pfikladem onkogenti, které zptisobuji transfor-
maci normalnich bunék v nddorové. V kufecim genomu kéduje
normalni gen src proteinkindzu (viz Kapitolu 5), kterd kontroluje
bunécné déleni. Virovy gen src viak neni zcela identicky s normal-
nim bunécnym genem (tzv. protoonkogenem) a pravé tento rozdil
je odpovédny za schopnost genu vyvolavat rakovinu. Pfedchtdce
viru Rousova sarkomu ziskal tento gen z kufeciho genomu, doslo v
ném ke zmeéné a vysledkem je rozdil v nékolika aminokyselindch
mezi virovou proteinkindzou a normalnim enzymem v kufecich

genom obsahujici okolo 11 000 nukleotid( v jednofetézcové RNA
L st =k R e i =

5"

gag pol env sre
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Reverzni transkriptdza nema
schopnost opravného é&teni pfi syntéze
DNA podle RNA templatu. Popfemyslejte o
nasledecich, jaké to mize mit pro léébu
AIDS.

Genom viru Rousova
sarkomu - retroviru zptisobujiciho
rakovinu u infikovanych kufat. Genom je
tvofen jednofetézcovou RNA a geny, které
nese, jsou zobrazeny na obrazku. Gen gag
kéduje protein, z kterého po rozstépeni
vznika nékolik mengich proteint, které
tvoii kapsidu (viz obr. 9-30). Gen pol
koduje protein, z kterého po rozitépeni
vznikd reverzni transkriptdza a integraza,
kterd je zodpovédna za integraci virového
genomu (v podobé dvoufetézcové DNA)
do hostitelského genomu. Gen env kéduje
obalové proteiny. Gen src¢ je modifikovany
bunéény gen, ktery virus ndhodné ziskal
z hostitelské burfiky, kterou kdysi infikoval.
Pfenos hostitelskych gent retroviry
v principu pfipomina transdukci
bakteridlnich genti bakteriofagy
(viz obr. 9-16).



Nékteré z onkogenti, které byly ptivodné identifikovany u retrovirti

a které zptisobuji pfeménu normalnich bunék v nadorové

Onkogen Funkce protoonkogenu Zdroj viru Nadory zpiisobené viry
abl Tyr-specifickd proteinkindza mys$ pre-B-lymfocytdrni leukemie
kocka sarkomy
erb-B receptor epidermalniho ristového faktoru (EGF) kufe eryiroleukemie; fibrosarkomy
fes Tyr-specificka proteinkinaza kocka/kure sarkomy
fms receptor faktoru stimulujiciho kocka sarkomy
makrofagoveé kolonie (M-CSF)
fos, jun asociuji spolu a reguluji genovou expresi mys/kufe osteosarkomy fibrosarkomy
myc regulator genové exprese kure sarkomy; myelocytomatozni
karcinomy
raf Ser/Thr-specificka proteinkindza kufe/mys sarkomy
H-ras GTP-vézajici protein potkan sarkomy; erytroleukemie
rel reguldtor genové exprese krocan retikuloendotelioza
sis ristovy faktor odvozeny opice sarkomy
od krevnich desticek, B-fetézec
sre Tyr-specifickd proteinkindza kufe sarkomy
Protoonkogeny fos, jun, myc a rel jsou proteiny normiélné lokalizované v bunééném jadre, kde fidi expresi gent. Protoonkogeny erb-Ba fms koduji proteiny vnéj-

i bunééné membrany, jeZ pfijimaji signdly z okoli a pfend3eji je dovnitf buriky (viz Kapitola 15). Protoonkogeny abl, fes, ras, rafa src kéduji proteiny lokalizované
v cytoplasmé, kde jsou souddsti signdlnich drah (Kapitola 15). Protoonkogen sis koduje protein uréeny k sekreci, ktery poskytuje jinym burikam signal k déleni.

burikdch. Tato mald zména postacuje k tomu, aby tento enzym
unikl bunéc¢né kontrole a stal se hyperaktivnim. Burniky, které expri-
muji virovy src, se pak nekontrolované déli a mohou vytvofit nador.

Jiné transformujici viry ziskaly odlisné buné¢né geny (tabulka 9-
2). Ke kazdému z téchto virovych onkogenti byl nalezen jeho odpo-
vidajici normdlni protoonkogen, a tak bylo mozno identifikovat
mnoho gent, které se podileji na kontrole bunéé¢ného déleni. Kdyz
byly tyto zdkladni protoonkogeny objeveny u ¢lovéka, ukazalo se, Ze
mnoho druhti rakoviny je zptisobeno mutacemi pravé v téchto
genech. Jak si vysvétlime v Kapitole 19, ke vzniku rakoviny u lidi je
potieba, aby se v bunce nahromadilo nékolik mutaci (viz také obr.
6-24). Nyni jiz vime, Ze mnoho z téchto mutaci postihuje protoon-
kogeny a méni je v onkogeny.

Veétsina protoonkogenti kéduje proteiny, které se podileji na
regulaci chovani bunék v ramci celého téla (viz Kapitolu 19). Tak
napiiklad diferencované burky ¢asto pfijimaji od okolnich bunék
signdly, které jim pfikazuji zastavit bunécné déleni. A pravé mutace
v nékterych protoonkogenech zptisobuji, Ze buriky na tyto signaly
nereaguji a nekontrolované se mnozi. Mnoho poznatkti o rakoviné
Clovéka vzeSlo ze studia onkogenti, které byly poprvé objeveny
v retrovirech.

Doposud jsme se v této kapitole setkalis tim, Ze zmény v geno-
mu poskytovaly burikdm bohaty zdroj genetické rozmanitosti, coz je
pfedpokad pro ptisobeni pfirodniho vybéru. K akumulacim mutaci
dochazi diky chybam pfi replikaci, transpozontm, které se v geno-
mu pfemistuji z mista na misto, a virim, které pfi presunech
z bunky do bunky s sebou obcas prenaseji i kus hostitelského
genomu. V zavérecné casti si ukdZzeme, jak pohlavni rozmnoZovani
poskytuje Zivotu na nasi planeté dalsi zdroj genetické rozmanitosti.

Zdroje genetickych zmén v eukaryontnich genomech
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Mnoho organismt se miize rozmnozovat nepohlavné: bakterie
a jiné jednobunéc¢né organismy napftiklad jednoduchym bunéénym
délenim. Mnoho rostlin se také rozmnozuje nepohlavné; vytvéafeji
odnoze, které se pozdéji oddéluji od mateiského organismu a rostou
nezavisle. Piiklady nalezneme i v Zivo¢isné fi$i — néktefi cervi
mohou byt rozdéleni na dvé ¢asti, nacez kazdé doroste chybéjici
¢ast. Nepohlavni rozmnoZovani je jednoduché a pfimé, vzniklé
potomstvo je obvykle geneticky shodné s rodicovskym organis-
mem. Na druhé strané pri pohlavnim rozmnozovédni dochdzi
k miseni genomt dvou jedincti a vzniklé potomstvo se geneticky lisi
jak mezi sebou navzdjem, tak od rodic¢ti. Tento zptisob rozmnozové-
ni ma zfejmé vyhody, a proto si ho osvojila naprosta vétsina rostlin
a Zivoc¢ichu.

Pohlavni rozmnoZovani udili organismtim vyhody
v konkuren¢nim, nepiedvidatelné se ménicim prostiedi

Sytém pohlavniho rozmnoZovani je velmi propracovany a je na
néj vynaklddano mnoho zdrojti organismu. Jaky pfinasi uzitek a proc
se vyvinul? Pokud dochdzi k miseni genti, je nové potomstvo
u pohlavné se rozmnozujicich organismti nepiedvidatelné rozdilné
a jejich genomy mohou stejnou mérou odrazet jak zmény k lepSimu,
tak k horS§imu. Pro¢ by potom méli mit pohlavné se rozmnoZzujici
organismy konkurenéni vyhodu nad organismy rozmnoZujicimi se
asexudlné? Tento problém stéle znepokojuje popula¢ni genetiky, ale
podle uznavanych zavért se zd4, Ze promichani genti pfi pohlavnim
rozmnoZzovani poméaha druhtim prezit v nepiedvidatelné se méni-
cim prostfedi. Pokud rodice produkuji mnoho potomstva s velkym
mnoZstvim genetickych kombinaci, zvySuje se Sance, Ze alespon
jeden z nich bude mit kombinaci genti nezbytnou pro pfeziti.

50 pm
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Obrazek z fadkovaciho
elektronového mikroskopu ukazuje
vajicko mlZe s navdazanymi spermiemi
na povrchu.
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Pro pohlavni rozmnoZovéni je tfeba diploidnich
i haploidnich bunék

Pohlavni rozmnoZovani probiha u diploidnich organismd,
jejichZz burky obsahuji dvé sady chromosomt — jednu zdédénou po
matce, druhou po otci. Kazda diploidni burika tedy nese dvé kopie
kazdého genu (kromé genti pfitomnych na pohlavnim chromosomu
samct, které jsou v burice pouze v jedné kopii) a jak jiz bylo pro-
brano drfive, neni nutné, aby obé kopie genu byly zcela stejné. Navic
se kazdy gen vyskytuje v mnoha variantdch pfitomnych v genofon-
du druhu, a tak pohlavni rozmnoZovani zajistuje, Ze jsou neustdle
zkouSeny nové a nové kombinace genti.

Na rozdil od ostatnich bunék diploidniho organismu jsou buriky
Ucastnici se pohlavniho rozmnozovéani — zdrodeéné butiky neboli
gamety — haploidni: to znamend, Ze obsahuji pouze jednu sadu
chromosomtl. Zpravidla jsou produkovany dva druhy gamet. U Zivo-
Cichi je jedna zdrode¢na burika velikd a nepohybliva a oznacuje se
jako vajicko, druhd je mald a pohybliva a nazyva se spermie (obr. 9-
33). Tyto haploidni zarode¢né buriky vznikaji z diploidnich bunék
specidlnim bunéénym délenim, které se nazyva meioza (obr. 9-34).
Béhem meiozy se chromosomy ze dvou sad nahodné rozdéli, ¢imz.

Pohlavni rozmnoZovani a reorganizace genti

Haploidni a diploidni fize
pohlavniho rezmnoZovani. (A) Diploidni
bunky eukaryontnich organismti
proliferuji, a vytvari tak mnohobunéény
organismus; pouze gamety (vajicko
a spermie] jsou haploidni. (B) Pii
pohlavnim rozmnoZovdni se chromosomy
uspofaddvaji do novych kombinaci.
Napfiklad v lidské gameté je 23
chromosomii. Pro zjednodusenti je v
kaZzdé gameté nakreslen pouze jeden
chromosom.
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vznikne novad kombinace v obou saddch chromosomti. Haploidni
gamety potom ftizuji a vytvéfeji diploidni butiku (oplozené vajicko
neboli zygotu) s novou kombinaci chromosomii. Takto vznikla
zygota se déle vyviji v nového jedince se sadou chromosom odlis-
nou od obou rodi¢ti. Timto cyklem - diploidie, meioza, haploidie
a bunécna fiize - je stard kombinace genli zrusena a utvofena nova.

V procesu meiozy jsou haploidni bunky tvofeny z diploidnich

Jak je popsano v Kapitole 17, pfi miroze duplikuji diploidni
buritky pfesné obé sady chromosomt a pfenasSeji obé kompletni
sady do obou dcefinych bunék. Pfi tvorbé zarodeénych bunék je
tomu jinak, protoZe se do kazdé zdrodecné bunky dostava pouze

diploidni prekursor zdrodeéné burky

PAROVANI HOMOLOGNICH .
DUPLIKOVANYCH CHROMOSOMU

PREKRFZE NI CHROMOSOMU
(REKOMBINACE)

PRVNI

MEIOTICKE
& gg DELENI

DRUHE
MEIOTICKE
DELENI

haploidni gamety

306 Kapitola 9 : Genetickd rozmanitost

Obriz - Meioza. Pro zjednoduseni je
nakreslen pouze jeden par homolognich
chromosomt. Po replikaci DNA v plivodni
bunice nasleduji dvé bunéénd déleni, kterd
jsou nezbytnd pro tvorbu haploidnich
gamet. Z kazdé diploidni buriky, kterd
vstupuje do meiozy (u Zivoc¢ichil ma tuto
schopnost pouze specializovana skupina
bunék), tak vznikaji ¢tyfi haploidni buriky.



jedna sada chromosomt z ptvodni diploidni burky. Tento proces
se nazyva meioza a spociva v duplikaci kazdého chromosomu, po
které nasleduji dvé bunécna déleni. Detailné si meiozu popiSeme
v zavéru Kapitoly 17; zde si tento proces pouze nastinime.

Vse zacind u specializovanych diploidnich bunék ve vaje¢nicich
avarlatech. Kazda z téchto bunék obsahuje dvé kopie kazdého chro-
mosomu, z nichZ jeden je zdédén od otce (otcovsky neboli paterndl-
ni homolog) a druhy od matky (matefsky neboli materndlni homo-
log). Jak je znazornéno na obr. 9-35, prvnim krokem pfi meioze, stej-
né jako pii mitoze, je duplikace chromosomti — DNA je zreplikovédna
a dcefiné molekuly DNA jsou obaleny proteiny a zformovany do
novych chromosomti (viz Kapitola 8). Podobné jako v mitoze ztista-
vaji nové chromosomy spolu spojeny stejné jako siamska dvojcata.

V nésledném kroku unikdtnim pouze pro meiozu se kazdy zdvo-
jeny otcovsky chromosom podélné paruje se zdvojenym matefskym
homologem. Protoze nukleotidova sekvence otcovskych a mater-
skych homologti je na mnoha mistech jejich délky identickd a proto-
Ze se oba chromosomy nachézeji velmi blizko sebe, mtize mezi nimi
v tomto kroku dochdzet k homologni rekombinaci (viz obr. 9-9).
V pfipadé meiozy se tyto rekombinacni proces oznacuje jako prekri-
Zeni chromosomil neboli chiazmata a jejich vysledkem jsou hybridni
chromosomy vzniklé z otcovskych a matefskych chromosomu (viz
obr. 9-35). Rekombinace v pribéhu meiozy je hlavnim zdrojem
genetické rozmanitosti u pohlavné se mnozicich organismf, protoze
na jeden chromosom pfipada minimélné jedno prekfiZeni.

Ve dvou naslednych délenich kazdd gameta ziskda kompletni
sadu chromosomu s jednim exempldfem od kazdého druhu, jak je
ukdzano na obrazku 9-35. Diky probéhnuvSimu pfekfiZzeni jsou
chromosomy distribuované do gamet sloZzeny ze segmentti DNA
pochdzejicich jak z otcovskych, tak matefskych chromosomti.

Distribuce chromosomti v priibéhu meiozy je pozoruhodny jev.
U ¢lovéka je nutno béhem meiozy spravné rozdélit 92 jednotlivych
chromosomi (23 part, kazdy duplikovany) tak, aby vysledkem byla
jedna kompletni sada chromosomti v kazdé gameté. Proto nepfe-
kvapuje, Ze v priibéhu distribuce chromosomi do gamet dochazi,
i kdyz vzacné, k omyltim. Tak napfiklad Downtv syndrom — lidska
nemoc projevujici se téZkou mentalni retardaci - je zptisoben tim, Ze
se do gamety dostane jeden chromosom 21 navic. Pokud tato game-
ta oplodni vajicko, vyvijejici se embryo bude mit tfi kopie chromo-
somu 21 a po dvou kopiich ostatnich chromosomt. Tato chromoso-
malni nerovnovaha pak narusuje spravny vyvoj embrya.

Meiozou se vytvari velka geneticka rozmanitost

Jednovaje¢nda dvojcata, ktera se vyvinula z jedné zygoty, jsou
geneticky identicka. V ostatnich piipadech nejsou Zadni dva souro-
zenci geneticky stejni. Je tomu tak proto, Ze nez doSlo k oplozeni,
byly pfi meioze uplatnény dva druhy ndhodnych genetickych reor-
ganizaci.

PredevSim je to ndhodné rozdéleni matefskych a otcovskych
chromosomi do jednotlivych gamet v prabéhu meiozy. PrestozZe
jsou chromosomy peclivé rozdélovany tak, zZe do kazdé gamety pfi-
jde jedna a pouze jedna kopie kazdého z nich, kazd4 gameta ziska

Pohlavni rozmnoZovéni a reorganizace gent
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tfi pdry homolegnich
chromosom

matefské

otcovské

duplikace a nezavislé
uspofadani matefskych a otcovskych
homologl bédhem meiozy

moZné gamety

nahodnou smés otcovskych a matefskych chromosomu (obr. 9-36).
Diky tomuto typu rozdélovani mtize kazdy jedinec teoreticky produ-
kovat 2" rtiznych gamet, kde n je haploidni pocet chromosom.
Napfiklad kazdy clovék tedy muzZe teoreticky produkovat 2% =
8,4x10° rtiznych gamet, a to jenom diky ndhodnému uspofddani
chromosomui pfi meioze.

Skute¢ny pocet riaznych gamet produkovanych jedincem je viak
mnohem vétsi v diisledku genetické reorganizace zptisobované
homolognimi rekombinacemi, které se béehem meiozy také odehra-
vaji. Primérné dochézi k prekfiZzeni jednou aZ dvakrat u kazdého
paru lidskych chromosomti pfi jedné meioze. Pfi tomto procesu se
na jeden chromosom dostavaji matefské i otcovské geny, které
ptivodné lezely na samostatnych chromosomech, jak je nakresleno
na obr. 9-35. Protoze k rekombinaci dochéazi na viceméné nahod-
nych mistech po celé délce chromosomu, jsou pfi kazdé meioze
produkovany gamety jiného genetického slozeni.

Pretfidéni chromosomti v meioze spolu s rekombinaci genti pfi
prekfiZeni poskytuje témér neomezeny zdroj genetické rozmanitos-
ti v gametach produkovanych jednim ¢lovékem. Pokud si uvédomi-
me, Ze kazdy ¢lovék vznika splynutim dvou takovychto gamet, neni
viibec prekvapujici bohatstvi v lidské rozmanitosti, které vidime
kolem nas.
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Preuspoiaddni
chromosomi v priibéhu meiozy.
Nezavislé predavani otcovskych
a matefskych homolognich chromosom®
vytvéii 2" riznych haploidnich gamet,
kde n oznacuje pocet chromosomi
organismu. Zde je n =3, a tak je mozne
vytvofit 2°, tedy 8 rliznych gamet.

Pro zjednodu$eni neni zndzornéno
prekfizeni.

Pokud pomineme efekt re-
kombinace chromosomui, mize lidsky jso-
nec teoreticky produkovat 2% = 8,4x10° roz-
dilnych gamet. Kolik téchto moZnosti mize
byt uskuteénéno v primérném Zivots (=
Zeny 7 (b} muie 7



Na bunécné drovni patii k nejlépe prostudova-
nym organism@m bakterie, zejména E. coli, a to
diky jejich jednoduchosti a rychlému mnoZeni.

Vzacné spontanni chyby pfi replikaci DNA posky-
tuji populaci bakterii staly zdroj novych genetic-
kych variant. Pokud se zméni vnéjsi podminky,
prevladne v populaci takovd varianta, kterd je
lépe piizptisobena novym podminkam.

Bakterialni burika muZe v bakteridlni populaci
ziskavat geny od jinych bunék pomoci tfi mecha-
nism: konjugace, transformace a transdukce
(pomoci virtl). Toto miseni gent v genofondu
populace je duleZitym zdrojem genetické rozma-
nitosti.

Homologni rekombinace je proces, pfi kterém se
dvé dvousroubovicové molekuly DNA s obdob-
nou nukleotidovou sekvenci mohou prekfizit
a dat tak vznik molekule DNA s novou sekvenci.

Transponovatelné elementy (transpozony) jsou
sekvence DNA, které se mohou v genomu hosti-
tele pfemistovat z mista na misto. Timto pfemis-
tovanim se v hostitelském genomu vytvareji
zmény, které jsou dalSim zdrojem genetické roz-
manitosti.

Mnohé mechanismy zptisobujici genetickou roz-
manitost u bakterii jsou vyuzivany i u eukaryont-
nich organismf. Eukaryontni organismy vsak
navic maji nékteré dalsi moznosti, které v prtibé-
hu evoluce usnadnily zmény v jejich genomech.

U eukaryot miZe nerovné prekiiZeni (crossing-
over) vést k vytvofeni duplikaci gent, o kterych se
predpoklada, Ze daly vznik rodindm pfibuznych
genti, pfitomnych v eukaryontnich genomech.
Nerovny crossing-over je také povazovdn za
mechanismus, zodpovédny za duplikaci exont;
tim jsou vytvafeny proteiny s opakujicimi se krat-
kymi doménami.

Tricet procent lidského genomu tvofi DNA, ktera
se v genomu mnohokrat opakuje. Pfiblizné jednu
tfetinu této repetitivni DNA (asi 10% celého geno-
mu) predstavuji dva transponovatelné elementy,
které se v genomu zmnozily do velmi vysokého
poctu kopii.

mistné specifickda

rekombinace
bakteridlni konjugace onkogen
homologni rekombinace protoonkogen
integrace plasmid
meioza preskupeni exont

Klicova slova

e Jeden typ transponovatelnych elementi se
v eukaryontnim genomu pohybuje prostrednic-
tvim RNA-intermedidti a oznacuje se jako retrot-
ranspozony.

e O transponovatelnych elementech se predpokla-
dé, ze jsou zodpovédné za mnoho evoluénich
zmeén, které vedly k soucasnym eukaryontnim
genomum. Transpozice je také jednim z mecha-
nismt preskupovani exontli — spojovani riznych
exonli v prubéhu evoluce vedouci k vytvoreni
nového proteinu.

e Viry jsou jen o mélo vice neZ geny zabalené
v ochranném plésti. Aby se mohly reprodukovat,
potfebuji hostitelskou burku.

*  Neékteré viry maji genom tvofeny RNA misto
DNA. Jedna skupina virfi, retroviry, musi nejprve
zkopirovat sviij RNA genom do DNA, aby se mohly
replikovat.

¢ Retroviry nesouci onkogeny mohou infikované
buriky zménit v nddorové.

* Pri pohlavnim rozmnozovani dochézi k cyklické-
mu stfidani diploidniho a haploidniho stavu: pfi
meioze se diploidni buriky déli a vznikaji haploid-
ni gamety; pfi oplozeni spolu splyvaji haploidni
gamety dvou odlisnych jedincti a formuje se nova
diploidni burika.

¢ V pribéhu meiozy jsou matefské a otcovské
chromosomy rozdéleny do gamet tak, Ze je
v kazdé gameté jedna kopie kaZzdého chromoso-
mu. Protoze umisténi kazdého z paru chromoso-
m probihd ndhodné, mize kazdy jedinec produ-
kovat mnoho geneticky odlisnych gamet.

e Pfi pfekifiZeni v pribéhu meiozy dochéazi
k vyméndm gent mezi homolognimi chromoso-
my, coz vede k dalsimu zvySeni genetické rozma-
nitosti.

e Pohlavni rozmnoZovani bylo v priibéhu evoluce
uprednostnéno ziejmé proto, Zze nadhodné miseni
genetické informace zvySuje pravdépodobnost, Ze
alespoil nékdo z potomstva piezije nepfedvida-
telné se ménici podminky prostredi.

retrotranspozon transformace
retrovirus transformujici virus
spermie transformace
transdukce vajicko
transponovatelny virus

element

zdarodec¢na burika
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Lidé experimentovali s DNA, ackoliv si to neuvédomovali, po tisice
let. Napiiklad dne$ni zahradni odrtidy rizi jsou vysledkem staleti
trvajictho kfiZzeni divokych druhti (obr. 10-1A). V devadesatych
letech osmnéctého stoleti pfivezli obchodnici do Evropy ¢tyfi druhy
riizi pochazejici z Ciny, které se pozdéji zkiizily s evropskymi odrti-
dami. Genomy vétSiny dnesnich riizi jsou tvofeny DNA z ¢inskych
i evropskych druht; k jejich smiseni by vSak pravdépodobné nikdy
nedoslo bez prispéni ¢lovéka. Jinym piikladem dlouhodobych expe-
riment(i s DNA je velké mnoZstvi psich plemen, které mtiZzeme vidét
kolem sebe. Vlk — pfedek dnesniho psa — byl poprvé ochocen nékdy
pied 10 000-15 000 tisici let. Rozli¢né velikosti, barvy, tvary a dokon-
ce i chovani riiznych plemen jsou vysledkem zameérného kiiZeni —
vybéru pozadovanych ryst — provadéného az do dnesni doby (obr.
10-1B).

Ackoliv selektivni kiiZzeni uZitkovych plodin a domacich zvirat
probihalo od nepaméti, k technologické revoluci doslo priblizné
pted 25 lety, kdy zna¢né vzrostly moZnosti experimentatorti. Na
zacatku sedmdesatych let tohoto stoleti byl poprvé izolovan poZado-
vany usek DNA z mnoha miliont nukleotidovych parti typického
chromosomu. To umoznilo vytvafeni novych molekul DNA
ve zkumavkach a jejich zpétné zavadéni do zivych organismiti. Tyto

(A)

Restrikéni endonukledzy stépi DNA ve
specifickych mistech

Gelova elektroforéza déli fragmenty DNA
podle velikosti

Stanoveni nukleotidové sekvence DNA

Hybridizace DNA umozZiiuje prenatalni
diagnostiku genetickych chorob
Hybridizaci in situ lze ur¢it polohu
sekvenci nukleovych kyselin
v burikdch nebo na chromosomech

DNA-ligaza spojuje dva fragmenty za
vzniku rekombinantni molekuly DNA
Bakteridlni plasmidy mohou byt vyuZity
pro klonovani DNA
Lidské geny se izoluji klonovanim DNA
Knihovny cDNA reprezentuji mRNA
vznikajici v ur€ité tkdni
Hybridizace umoZiiuje identifikaci
i vzdalené pfibuznych genii
Polymerizovou Fetézovou reakcei lze
amplifikovat vybrané sekvence DNA

Je moZné vytvofit zcela nové molekuly
DNA

Klonovanim DNA méZeme ziskat vzacné
bunééné proteiny ve velkém mnozstvi

RNA miiZze vznikat transkripci in vitro

Mutantni organismy nejlépe odrazeji
funkci studovaného genu

Transgenni Zivocichové obsahuji
geneticky pozménéné geny

Prvni pokusys DNA.
(A) Nejstarsi znamé vyobrazeni rize
v zdpadnim umeéni (paldc v Knossu na
Krété, kolem 2000 let pied nasim
letopoétem). Dnedni rtiZe jsou vysledkem
nékolika stoleti trvajiciho kifzeni mezi
podobnymi divokymi riZemi. (B) Pudl
a mopsl ilustruji variabilitu mezi psimi
plemeny. V3ichni psi bez ohledu na kfiZeni
jsou stejného druhu.
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nové metody, nazyvané ,rekombinantni DNA®, pfes ,sestfith gena“
Ci ,genové inZenyrstvi“, umoZiuji vytvofeni chromosomt s kombi-
nacemi gent, které by se v pfirodé nikdy nevyskytly. Nové techniky s
sebou pfinesly moznosti manipulovat s geny v podobném smyslu
jako v prirodé, kde by vSak vznik stejnych, ale ndhodnych mutaci
mohl trvat tisice let.

Pfed technologickou revoluci v sedmdesatych letech predstavova-
la DNA pro biochemiky jednu z nejhtife analyzovatelnych molekul.
Molekuly DNA v chromosomech, a to i v bakteridlnich, jsou enormné
dlouhé — napfiklad chromosom bakterie E. coli obsahuje 4,6 milionti
nukleotidovych péartl. Protoze je DNA tvofena pouze ¢tyimi druhy nuk-
leotidti, tehdy zndmé biochemické analytické metody neumoziiovaly
sekvenci, nebylo moZno ur¢it.

Dnes je situace naprosto odlisnd. DNA se stala jednou z nejsnaze
analyzovatelnych bunéénych makromolekul. Nyni je snadné i pro zaci-
najicitho studenta vystépitz genomu oblast DNA, kterd obsahuje poZza-
dovany gen, udélat si ni¢im neomezené mnozstvi presnych kopii toho-
to genu a zjistit jeho nukleotidovou sekvenci rychlosti nékolika tisic
nukleotidti za den. Obménami téchto technik je mozno izolovany gen
pozadovanym zplisobem pozmeénit, vratit ho zpét do bunék a zkoumat
pozménény gen zaclenén do genomu celé rostliny nebo Zivocicha,
a stat se tak jeho funk¢ni a dédi¢nou soucasti.

V této kapitole si vysvétlime zdkladni metody technologie
rekombinantni DNA. Prtilom v oblasti technologie DNA mél obrov-
sky vliv na vS§echny oblasti buné¢né biologie, kdyz umoznil zkoumani
burniky a jejich makromolekul dfive nepfedstavitelnymi metodami.
Pfinesl s sebou i poznani organizace a evolucni historie eukaryontni-
ho genomu (viz Kapitolu 9) a vedl k objevu novych tfid genti a prote-
infi. Navic umozZnil zkoumadéni funkci jednotlivych proteint, jejich
domén a vztahti mezi nimi. Metody studia DNA dévaji biologtim
moZnost prozkoumat i zatim neznamy mechanismus regulace euka-
ryontnich gent.

Dnes je jiz znama prvni kompletni nukleotidovd sekvence
genomu eukaryontniho organismu, jednobunéc¢né kvasinky Sa-
ccharomyces cerevisiae, Uplné sekvence genomti nékolika bakterii
a archebakterii. Dokonéeni sekvenovani lidského genomu se pfedpo-
klada v piistich deseti letech. Ackoliv budeme znat veskeré
informace nutné pro vznik ¢lovéka, neznamena to jesté, ze budeme
védeét, jak jsou tyto instrukce v bunkdch vyuzivany. Pochopeni
tohoto procesu si vyzada jesté mnoho desitek let vyzkumu.

Technologie rekombinantni DNA ma také hluboky vliv na zivot
¢lovéka i mimo védecky vyzkum: je pouziviana k detekci mutaci
v DNA, které jsou pficinou dédi¢nych chorob, v kriminalistice pro
identifikaci osob pfi podezieni ze spachani trestného ¢inu nebo
k produkci zvySujicitho se poctu farmaceutickych latek (napriklad
insulinu pro diabetiky nebo koagula¢niho proteinu faktoru VIII pro
hemofiliky). Také pti vyrobé pracich praskd, do kterych jsou pro
odstranéni skvrn od krve a jidla pridavany teplotné stabilni proteazy,
se vyuZiva metod genového inZenyrstvi. Ze viech objevii popsanych
v této knize zfejmé nejvice ovliviiuje nas kazdodenni Zivot pravé tech-
nologie rekombinantni DNA.
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V prvni ¢asti této kapitoly si vysvétlime zdkladni techniky zkou-
mani DNA. Pak si popiSeme, jak mze byt DNA izolovdana a namno-
Zena pomoci metod klonovdni DNA a polymerdzové retézové reakce
(PCR — anglicky: polymerase chain reaction). V zdvéru si fekneme
néco o vyuziti téchto metod v genovém inzenyrstvi a genetické
manipulaci celych bunék a organism.

Po zjisténi, Ze je genetickd informace uloZena v pofadi nukleotida
DNA, védci vzdy touzili stanovit tuto sekvenci a poznat funkci genti
na molekularni tirovni. Pfed revoluci v technologii DNA to vSak bylo
témeéf nemozné. Velké pokroky v poznani struktury genu a jeho
regulaci prinesly nepiimé genetické metody, které vyuzivaly ,mode-
lovych* organismti, jako jsou E. coli a Drosophila, ale velké genomy
savci zlistdavaly pfevazné neprobadany. V té dobé se zdalo nemozné
izolovat konkrétni gen, protoze geny na rozdil od proteinti neexistuji
v burce jako samostatné jednotky, ale jsou souc¢édsti mnohem vétsi
molekuly DNA. Ac¢koliv mtize byt DNA mechanicky rozbita na malé
kousky, tisek s nasim pozadovanym genem by byl pouze jednim ze
stovek tisict ¢i jeSté vice fragmentt savciho genomu vzniklych timto
zplisobem. Navic zlomy v DNA pfi mechanickém §tépeni vznikaji
nahodné — pokud bychom vychézeli ze vzorku obsahujictho mnoho
identickych molekul DNA, byla by vysledkem smeésice rtizné dlou-
hych fragmentti s nasim genem. Jak tedy mtiZe byt gen izolovan?

Reseni tohoto problému pfislo s objevenim tiidy bakterialnich
enzymt, dnes znamych pod pojmem restrikéni endonukledzy.
Nukleazy katalyzuji hydrolyzu fosfodiesterové vazby v nukleovych
kyselinach. Restrikéni endonukledzy vsak maji jednu zajimavou
vlastnost, kterd je odliSuje od ostatnich nukledz — stépi DNA pouze
v mistech se specifickou kratkou nukleotidovou sekvenci. Proto
jich lze vyuZit ke stépeni genomové DNA na sadu specifickych frag-
menth. V pristi ¢asti si popiSeme, jak restrikéni endonukledzy fun-
guji a jak mohou byt jimi vzniklé fragmenty od sebe oddéleny. Pak
si vysvétlime, jak mtZe byt stanovena nukleotidova sekvence frag-
mentu, ktery jsme takto izolovali.

Restrikéni endonukledzy stépi DNA ve specifickych mistech

Jako vétsina néstroj technologie DNA byly restrikéni endonuk-
ledzy objeveny pfi studiu specifického problému. Biologové si v§im-
li, Ze pokud do bakterii experimentalné vlozili cizorodou DNA, kterd
pochézela z jiného druhu bakterii (pomoci metod popsanych
v Kapitole 9), byla tato DNA vzdy rozstépena. Pii hledani pficiny jeji-
ho odbouravani objevili novou tfidu nukleaz pfitomnych uvniti hos-
titelskych bakterii. Nejzajimavéjsi vlastnosti téchto nukleaz bylo, ze
Stépily DNA jen v urcitych nukleotidovych sekvencich. Vlastni DNA
si bakterie pfed roz§tépenim chranily chemickou modifikaci téchto
rozpoznavanych sekvenci. Restrikéni endonukledzy tedy zabranuji
pfenosu DNA mezi riznymi druhy bakterii, protoze rtizné druhy
bakterii syntetizuji restrik¢éni endonukledzy stépici rtizné nukleoti-
dové sekvence.

Jak jsou molekuly DNA analyzovany
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Restrikéni endonukledzy pouzivané v molekuldrni genetice
pochézeji prevdazné z bakterii, a protoze jsou jimi rozpoznavana
mista na DNA kratka (obvykle 4-8 nukleotidovych parti), je vysoka
pravdépodobnost, Ze se tato mista ndhodné vyskytnou v kazdé delsi
molekule DNA. Proto mohou byt tyto enzymy vyuzity pro analyzu
DNA z jakéhokoliv zdroje. Restrikéni endonukledzy se staly béznym
predmétem obchodu a v dnesni dobé jsou rozesilany postou; typic-
ky katalog firem zabyvajicich se dodavanim téchto enzymiti obsahuje
vice nez stovku restrikénich endonukleiz, pficemz kazda rozpozna-
va jinou sekvenci DNA. Nékolik pfikladti je na obr. 10-2.

Schopnost stépit DNA ve specifickych sekvencich ucinily
z restrikénich endonukledz nepostradatelny néstroj moderni tech-
nologie DNA, nebot stépi danou molekulu DNA vzdy ve stejnych
mistech. Pokud tedy opakované stépime naptiklad DNA z lidské
tkdné urcitou restrikéni endonukledzou, dostaneme vZdy stejnou
sadu fragment.

Frekvence Stépeni DNA danym restrikénim enzymem se lisi
podle délky jim rozpoznavaného mista. Jak bylo ukdzano na
obr. 10-2, enzym Haelll stépi sekvenci tvofenou ¢tyfmi specifickymi
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Rozpozndvané a Stépené
nukleotidové sekvence péti casto
pouzivanych restrikénich endonukledz.
Jak je zde ukazdno, cilova mista, ktera jsou
témito enzymy §tépena, se lisi
nukleotidovou sekvenci i jeji délkou podle
druhu enzymu. Cilové sekvence jsou ¢asto
palindromické (symetrické podle
centrdlniho bodu). V nakreslenych
piikladech jsou oba fetézce Stépeny ve
specifickych mistech uvnitf rozpozndvané
sekvence. Nékteré enzymy, jako jsou Haelll
a Alul, $tépi oba fetézce DNA proti sobé,
takZe obé vysledné molekuly maji zarovnané
neboli tupé konce; §tépenim ostatnimi
restrikénimi endonukledzami, jako
napiiklad EcoRI, Notla HindlIl, vznikaji
na jednom z fetézcii pfesahujici
jednovliknové useky. Restrikéni
endonukledzy jsou obvykle ziskdvany
z bakterii a v jejich ndzvech se odrdzi jejich
ptivod: napfiklad enzym EcoRI pochdzi
z Escherichia coli.



5' - AAGAATTGCGGAATTCGAGCTTAAGGGCCGUGCCGARAGCTTTARA -3
3" -TTCTTAACGCCTTAAGCTCGRATTCCCGGCGCGGCTTCGARATTT-51

nukleotidovymi pary; ocekdvany vyskyt rozpozndvaného mista
v DNA dany ndhodou je tedy jedno misto na kazdych 256 nukleoti-
dovych parti (jedno ve 4* nukleotidovych pérech). Ze stejnych pficin
bude enzym Notl, ktery rozpoznava sekvenci o délce 8 nukleotidi,
primérné $tépit DNA jednou v kaZdych 65 536 nukleotidovych
parech (jednou ve 4%). Primérna velikost fragmentt produkovanych
riznymi restrikénimi endonukledzami se tedy znacné lisi, coz umoz-
fuje nastépit dlouhou molekulu DNA na fragmenty o délce, ktera
nejlépe vyhovuje jejich dalSimu vyuziti.

Gelova elektroforéza déli fragmenty DNA
podle velikosti

Po rozétépeni velké molekuly DNA na mensi tseky pomoci restrike-
ni endonukleazy se treba od sebe jednotlivé fragmenty DNA oddélit.
Pro tento ticel se obvykle pouZiva gelova elektroforéza, kterd dokaze
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Jak jsou molekuly DNA analyzovdny

Jaky produkt vznikne
stépenim nasledujici sekvence enzymy (A)
EcoRl, (B) Alul, (C) Notl a (D) véemi tremi
enzymy najednou?

Detekce a separace
molekul DNA podle velikosti pomoci
gelové elektroforézy. (A) Schéma ukazuje
porovnani vysledk Stépeni stejné
molekuly (v tomto pfipadé genomu
bakteriofaga lambda, viz obr. 9-15)
dvéma riiznymi restrikénimi
endonukledazami - EcoRI (vlevo) a HindIII
(vpravo). Fragmenty jsou rozdéleny
gelovou elektroforézou. Smés fragment
DNA ziskand enzymovym Stépenim je
nanesena do Zldbku v horni €dsti tenkého
gelua v elektrickém poli putuji jednotlivé
fragmenty smérem ke kladné elektrodé.
Vetsi fragmenty se pohybuji pomaleji nez
mensi, a proto dojde k rozdéleni
fragmenti podle jejich velikosti. Napiiklad
dva nejspodnéjsi prouzky v pravém
sloupci pfedstavuji dva nejmensi
fragmenty vzniklé stépenim enzymem
HindIII. Abychom mohli rozdélené
fragmenty DNA spatfit, je gel ponofen do
roztoku s barvivem, které se vaze na DNA
a pii osvétleni ultrafialovym svétlem jasné
fluoreskuje (B). (C) Alternativni metodou
vizualizace DNA
je autoradiografie. Pfed §tépenim
restrikénim enzymem je DNA oznacena
radioaktivnim izotopem fosforu P, ktery
nahradi nékteré neradioaktivni atomy.
Radioaktivné lze oznacit virus napiiklad
jeho replikaci v pfitomnosti **P. ProtozZe -
¢astice emitované z **P zplisobuji zmeény
na fotografickém filmu, lze tento film
priloZit na povrch agarosového gelu
a po vyvoldni je moZno vidét polohu viech
fragmenti DNA.
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fragmenty rozdélit podle velikosti. Smés fragmentii se nanese do
Zlabku na jednom konci plochého agar6zového nebo polyakrylami-
dového gelu, ve kterém je mikroskopicka sit péru, a cely gel je umis-
tén do elektrického pole. DNA se diky svému negativnimu naboji
pohybuje smérem ke kladné elektrodé, pricemz dlouhé tiseky DNA
se pohybuji pomaleji, protoze jsou v hustém gelu vice zpomalovany.
Po nékolika hodinédch se fragmenty v gelu rozdéli podle velikosti za
vzniku ,Zebfiku“ z jednotlivych prouzkt tvofenych molekulami
DNA o stejné velikosti (obr. 10-3A). Obvykle je velmi jednoduché izo-
lovat poZadovany fragment: sta¢i pouze pomoci skalpelu nebo Zilet-
ky vyfiznout kousek gelu, ktery ho obsahuje.

DNA vSak neni v agarosovém ani polyakrylamidovém gelu
moZno vidét. Je proto nutné ji néjakym zptisobem obarvit nebo
oznacit. Jednou z citlivych metod detekce je smichdani DNA s lat-
kou, kterd po navazéni na DNA fluoreskuje v ultrafialovém svétle
nych nukleotid do DNA pfed elektroforézou; pro tyto ticely se nej-
Castéji pouZivé radioizotop 3?P, ktery je mozno snadno inkorporovat
ve formé fosfatu do DNA a ktery emituje vysoce energetické B-¢asti-
ce, jeZ je mozno jednoduSe detegovat pomoci autoradiografie
(obr. 10-3C).

Jednou z prvnich aplikaci $tépeni DNA pomoci restrikénich
endonukledz a nasledné separace jednotlivych fragmentt podle veli-
kosti byla konstrukce fyzickych map malych molekul DNA. Fyzicka
mapa DNA charakterizuje dany tisek DNA pozicemi riznych znacek
a mezi nejuzitecnejsi znacky patii pravé mista Stépend restrikénimi
endonukledzami. Porovnanim velikosti fragmentti vzniklych po §té-
peni nékolika kombinacemi restrikénich enzymu lze sestavit fyzic-
kou mapu Stépenych mist. Témto druhtim fyzickych map se fika
restrikéni mapy.

ProtoZe restrikéni mapy vychézeji z nukleotidovych sekvenci
danych DNA, mtZeme s jejich pomoci od sebe odlisit blizce pfibuz-
né DNA (obr. 10-4). Presto jsou nejlepsimi fyzickymi mapami kom-
pletni nukleotidové sekvence DNA a v nésledujici ¢asti si ukazeme,
jakym zptisobem je sekvence nukleotidti ur¢ovana.
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Porovnani restrikénich
map oblasti DNA obsahujici a-globinovy
gen u ¢lovéka a daldich primatt. Silné
zelené cdry predstavuji tiseky
chromosomélni DNA se dvéma o-
globinovymi geny (Cervené ctverce) tak,
jak se vyskytuji v genomu primatt
(a-globin je podjednotkou hemoglobinu,
ktery je tvofen dvéma o- a dvéma
p-globinovymi polypeptidovymi fetézci).
Mald pismena oznacuji mista §tépend
riznymi restrikénimi endonukledzami.
Simpanz, primét nejvice pfibuzny ¢lovéku,
ma také clovéku nejpodobnéjsi restrikéni
mapu, zatimco restrikéni mapa gibona,
naseho nejvzdélenéjsiho pfibuzného
z uvedenych primétd, je lidské podobna
nejméne. Malé zelené tisecky pod hlavni
¢arou u gibona zobrazuji pozice, kde se
vyskytuje DNA, kterou u ostatnich primatd
nenajdeme.
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Enzymova metoda
sekvenovani DNA. (A) Tato metoda je
zaloZena na pouZiti dideoxyribonukleosid
trifosfatt — derivatti normaélnich
deoxyribonukleosidtrifosfati postradajicich
3'-hydroxylovou skupinu. (B) DNA je
syntetizovana in vitro ve smési, ktera
obsahuje jednofetézcové molekuly DNA,
kterd ma byt sekvenovéana (Sedé), enzym
DNA-polymerézu, kriatky primer DNA
(oranzoveé), ktery umoznuje DNA-
polymerdze zacit replikaci, a ¢tyfi
deoxyribonukleosidtrifosfaty (dATP, dCTP,
dGTP dTTP: zelené A, C, G aT). JestliZe je
do této reakce pfidan
dideoxyribonukleosidovy analog (Cervené)
jednoho z nukleotid(, je tento analog
zaclenén do rostouciho fetézce DNA.

V tomto pfipadé vSak fetézci chybi 3'-
hydroxylova skupina, coz blokuje pridani
dalsiho nukleotidu a syntéza tohoto vlakna
je ukon¢ena. V nasem piipadé bylo do
reakce pfiddno malé mnoZstvi dideoxyATP
(ddATP, zde jako cervené A). ddATP soutézi
s nadbytkem normalniho deoxyATP (dATPE,
zelené A) a je piileZitostné zaclenovin do
rostouciho fetézce DNA. Produktem této
reakéni smési bude sada rtizné dlouhych
DNA, které budou komplementarni

k templdatové DNA a jejich poslednim
nukleotidem bude vZdy adenin. (C) Ke
stanoveni kompletni nukleotidové sekvence
dvouvldknové DNA je nutné nejprve od
sebe oddélit oba fetézce a jeden z nich
pouZit jako templdt pro sekvenovani. Ve
¢tyfech oddélenych sekvenaénich reakcich
se stejnym jednofetézcovym DNA-
templdtem (Sedé), jsou pouZity Ctyfi rizné
dideoxyribonukleosidtrifosfaty (ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP, také cervene).
Vysledkem kazdé reakce je sada molekul
DNA, které konéina rznych mistech
ptivodni sekvence. Produkty viech ¢tyf
sekvenacnich reakci jsou paralelné vedle
sebe elektroforeticky rozdéleny

v polyakrylamidovém gelu (oznaceno jako
A, T, C a G). Nové nasyntetizované
fragmenty jsou detegovény radioaktivné
nebo fluorescenéné, pricemzZ oznacen
mitiZe byt bud primer nebo jeden

z deoxyribonukleosidtrifosfatl. V. kazdém
sloupci reprezentuji prouzky fragmenty
DNA, které konc¢i vidy stejnym druhem
nukleotidu (adeninem ve sloupci nejvice
vlevo), ale v rtiznych pozicich ptivodni
DNA. Smérem zdola nahoru poté lze po
porovnani viech ¢étyfech sloupcti odecist
sekvenci nové nasyntetizované DNA. Tato
sekvence je v zelené §ipce napravo od gelu
a je stejna jako 5'—3' fetézec plivodni
dvouvlaknové DNA (zelené).
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Stanoveni nukleotidové sekvence DNA

Na konci sedmdesétych let tohoto stoleti byly objeveny rychlé a jed-
noduché metody pro urc¢eni nukleotidové sekvence jakéhokoliv izo-
lovaného fragmentu DNA. Bylo vyvinuto nékolik technik, dnes nej-
pouzivanéjsi jsou zaloZeny na DNA-polymeréze, kterd syntetizuje
¢astecné kopie sekvenovaného fragmentu. Princip této techniky spo-
¢iva v produkci sady fetézctt DNA in vitro za podminek, které zajis-
tuji, Ze nové vznikajici fetézec DNA bude ukoncen po dosaZeni jed-
noho konkrétniho nukleotidu (A, T, C nebo G) (obr. 10-5A a B). Ve ¢ty-
fech nezavislych reakcich tak vzniknou fragmenty DNA, které se lisi
svoji délkou o jediny nukleotid, pfic¢emz z typu pouzité reakce je
znamo, kterym nukleotidem fragment kon¢i (obr. 10-5C). Tyto nové
nasyntetizované fragmenty jsou elektroforeticky rozdéleny podle
velikosti a sekvence ptivodni DNA je ¢tena na gelu z jejich poradi, jak
je vysvétleno na obréazku.

Dnes je znama kompletni nukleotidova sekvence desitek tisic
geni, neékolika bakterialnich genomt a genomové DNA jednodu-
chého eukaryontniho organismu S. cerevisiae (pekaiska kvasin-
ka) (obr. 10-6). Do roku 2000 se piedpoklada dokonéeni sekveno-
vdani genomu octomilky Drosophila melanogaster a hlistice
Caenorhabditis elegans. Mnozstvi sekvenci DNA uloZenych
v pocitacovych databazich je uz nyni tak ohromné (stovky milio-
nt nukleotidi1), Ze pro praci s témito tdaji jsou potfebné speci-
alni programy.

Se zdokonalenim sekvenacnich technik pfisla i mySlenka pro-
jektu stanoveni sekvence celého lidského genomu, to znamena
DNA o priblizné délce 3 x 10° nukleotidil. ProtozZe tato sekvence
kéduje vSechny mozné molekuly RNA a proteinti, které tvofi lidské
télo, dokonceni tohoto projektu nam prinese jakysi ,slovnik lidské-
ho byti“, ktery znac¢né urychli budouci studie lidskych bunék
a tkani.

Jakmile se nam podatfilo izolovat gen z genomové DNA, mtiZeme se
ptat, na kterém chromosomu se tento gen nachdzi a jaka je jeho
poloha na tomto chromosomu. MtiZeme se také ptat, v kterych
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0,5 % genomaové DNA (z levého ramene chromosomu 11) )

3

g |
|

Schéma kompletni
nukleotidové sekvence genomu
S. cerevisiae (puéici kvasinky). (A) Cely
genom je tvofen 16 chromosomy a jeho
nukleotidova sekvence byla urc¢ena diky
spoluprdci védcl z riznych éasti svéta
(Sedé = Kanada, oranzové = Evropska Unie
[zahrnuje védce z mnoha evropskych
stata], Zluté = Velka Britdnie, modre =
Japonsko, svétle zelené = St. Louis,
Missouri, tmavé zelené = Stanford,
Kalifornie). Ztizeni na viech
chromosomech pfedstavuje pozici
centromery. Mald oblast chromosomu
11 oznacend cervené je pro demonstraci
hustoty genti zvétSena v (B). Jak je
zakresleno, nékteré geny jsou prepisovany
podle spodniho, jiné podle horniho
vldkna. Genom této kvasinky ma velikost
12 147 813 nukleotidovych part
a obsahuje kolem 6200 gentl.

: Jaké dusledky by pro
sekvenacni reakci mélo zvySeni poméru
dideoxyribonukleosidtrifosfaty:deoxyribo-
nukleosidtrifosfaty? Co by se stalo, kdyby
tento pomeér byl nizsi?
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dvojsroubovice DNA denaturace renaturaci se obnovi
na jednoduché fetézce dvojsroubovice DNA
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burnkach organismu dochazi k jeho transkripci nebo zda jiné orga-
nismy maji podobny gen. MiiZzeme také chtit védét, zda v urcitém
genu lidské DNA doslo k mutaci, kterd by byla pficinou dédi¢né cho-
roby. Na vSechny tyto otazky lze dat v laboratofi odpoved diky
zékladni vlastnosti DNA — Watson—Crickovu pdrovani bazi, kdy se
fetézce DNA vysoce selektivné paruji se svymi komplementdrnimi
Fetézci. Oba fetézce jsou drZzeny pohromadé relativné slabymi vodi-
kovymi mustky, které mohou byt preruseny bud zahrdatim DNA na
piiblizné 90 °C, nebo vystavenim DNA extrémnim hodnotam pH.
Oba zptisoby vedou k rozdéleni obou vlaken DNA (denaturaci), pfi-
¢emZ kovalentni vazby mezi jednotlivymi nukleotidy v fetézci jsou
zachovany. Pokud jsou pfi¢iny denaturace pomalu odstranovany
(snizenim teploty nebo upravenim pH na neutralni), komplementar-
ni fetézce snadno znovu vytvoii dvojsroubovici. Tento proces se
nazyva renaturace nebo hybridizace a jeho vysledkem je obnoveni
vodikovych muistkti mezi komplementarnimi bazemi (obr. 10-7).

K obdobné hybridizaéni reakci dochdzi mezi libovolnymi jedno-
fetézcovymi molekulami nukleovych kyselin (DNA/DNA, RNA/RNA
nebo RNA/DNA), pokud obsahuji komplementarni nukleotidové
sekvence. Schopnost jednofetézcovych nukleovych kyselin vytvorit
dvojsroubovici jen v pfipadé, pokud jsou navziajem komplementar-
ni, umoznuje detekci specifickych nukleotidovych sekvenci v. DNA
i RNA.

Hybridizace DNA umoZiuje prenatdlni diagnostiku
genetickych chorob

Jestlize chceme najit néjakou konkrétni sekvenci pomoci hybridiza-
ce, musime mit nukleovou kyselinu, ktera je komplementarni k hle-
dané sekvenci — tak zvanou sondu. DNA-sonda je kratka jednoretéz-
covd DNA (oligonukleotid vétSinou o délce 10-1000 nukleotidil),
kterd je pouZivana pfi hybridizaci k nalezeni nukleové kyseliny
obsahujici komplementarni sekvenci. Dfive byly moZnosti této
metody velmi omezené, protoZe bylo moZno pouzivat jen sondy
pochézejici z pfirozenych zdrojli. Dnes diky pokroku v chemii nuk-
leotidt mohou byt kratké tseky DNA o poZadovane sekvenci synteti-
zovany v laboratofi bez pouZiti enzymi. Pristroj o velikosti mikro-
vinné trouby miize byt naprogramovan tak, aby spojil nukleotidy
v urcitém poftadi. Touto chemickou syntézou jsou vytvareny jednote-
tézcové molekuly DNA libovolné sekvence az do délky kolem
120 nukleotida.

Nasledujici pfiklad ilustruje jeden ze zptisobt detekce potencial-
nich nositelti genetickych chorob. Vice nez 3000 rtiznych lidskych

Hybridizace nukleovych kyselin

Denaturace a renaturace
(hybridizace) DNA. Aby mohlo dojit
k hybridizaci, musi mit dva fetézce
komplementarn{ nukleotidovou sekvenci,
kterd umo#Ziuje parovani. V tomto
pfipadé jsou navzdjem komplementdrni
éerveny fetézec s oranzZovym a modry se
zelenym.
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A normalni

p-globin

LSrpkovity”
B-globin
mutace

ECTCH HECACH
DNA[ ECGAGH Ry e EGIGE

RNA EGAGH EGUGE
protein _HGIH . MV

normalni protein mutantni protein

(B)

CTGACTCCTGAGGAGAAGTCT CTGACTCCTGTGGAGAAGTCT
sonda pro normaini gen sonda pro ,srpkovity” gen

} !

jednotlivi pacienti jednotlivi pacienti
1 2 3 1 2 3

ZAVER

* pacient 1 ma
2 normalni geny
pro p-globin

* pacient 2 ma
2 ,srpkovité” geny
pro B-globin
pacient 3 ma
1 normalni
a1 ,srpkovity” gen

dédi¢nych onemocnéni je zptisobeno mutaci v jediném genu. Ve
vétsiné pfipadt jsou tyto mutace recesivni — to znamené, Ze se tato
choroba projevi pouze tehdy, kdyz dany jedinec zdédi poskozenou
alelu tohoto genu od obou rodi¢t. Dnes je moZno uz v ¢asném sta-
diu téhotenstvi urcit, zda mé plod obé alely genu zodpovédného za
néjakou dédi¢nou chorobu poskozeny, a eventudlné doporucit
ukonceni téhotenstvi.

Zkoumdni jednoho lidského genu znamend nalézt tento gen
v genomu o vice nez 3 miliardach nukleotidi. Hybridizace je vsak
vysoce specifickd metoda, kterd nam to umoznuje. Napiiklad u rece-
sivni dédi¢né choroby srpkové anemie je pfesné znamo, k jaké muta-
ciav kterém genu k ni dochazi — sekvence GAG je v genu pro p-glo-
binovy fetézec hemoglobinu nahrazena sekvenci GTG (obr. 10-8A).
Mutace jediného nukleotidu vede v proteinové sekvenci k zdméné
glutamové kyseliny za aminokyselinu valin; tato relativné mala
zmeéna staci, aby mél vznikly protein odlisné vlastnosti od normalni-
ho proteinu, a byl tak pfi¢inou choroby (viz obr. 6-23). Pro prenatalni
diagnostiku srpkové anemie je nejdfive z bunék plodu izolovdna
DNA. K testovani tohoto onemocnéni jsou pouZzivany dvé DNA-sondy
— jedna odpovidajici normalni sekvenci genu v oblasti mutace
a druhd komplementédrni k této sekvenci mutovaného genu. Jestlize
jsou tyto sondy kratké (kolem 20 nukleotidd), mohou se stabilné
navézat na cilovou DNA pfi kritické teploté pouze tehdy, jestliZe jsou
k nistoprocentné komplementérni. Pomoci této techniky lze rozlisit,
zda DNA izolovana z plodu obsahuje jeden ¢i dva poskozené -globi-
nové geny nebo zadny (obr. 10-8B). Napfiklad plod s obéma mutova-
nymi alelami je rozpoznan tak, Ze jeho DNA hybridizuje pouze se
sondou komplementarni k mutovanému genu. Cely postup vedouci
k vizualizaci vysledku hybridizace je nazyvan Southern blotting
(neboli Southerntiv pfenos) a je popsan na obr, 10-9.
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Detekce mutace
zplisobujici srpkovou anemii pomoci
hybridizace DNA. (A) Srpkovd anemie
je zplisobena mutaci v genu pro B-globin,
jejimz vysledkem je zména glutamové
kyseliny na aminokyselinu valin. Jedinci,
kteii maji obé alely B-globinového genu
defekini, jsou postiZeni touto anemii; ti,
kdo maji poskozenou pouze jednu alelu,
obvykle nejevi Ziadné symptomy. (B)
Mutatni forma genu miiZe byt detegovana
v DNA plodu hybridizaci. DNA plodu
je nejdiive roztépena restrikéni
endonukledzou a vzniklé fragmenty
(véetné toho, ktery obsahuje B-globinovy
gen) jsou elektroforeticky rozdéleny.

Pro detekci jsou pouZivany dvé riizné
synteticky pfipravené sondy — jedna
odpovida normadlni sekvenci, druha
mutované. Sondy jsou béhem pfipravy
oznaceny radioaktivnimi izotopy nebo
fluorescenéné (viz také obr. 10-9).
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Detekce specifického fragmentu kapilarnim pfenosem
a hybridizaci (Southern blotting). (A) Smés dvoufetézcovych
fragmentti DNA vznikld §tépenim restrikéni endonukledzou je
elektroforeticky rozdélena podle velikosti. (B) Nitrocelulosové nebo
nylonovd membréna je poloZena na povrch gelu a rozdélené fragmenty
DNA jsou na néj pfeneseny vzlinajici kapalinou. Gel je poloZzen na
vrstvu houby ponofené v alkalickém roztoku, ktery je nasavan vzhtiru
gelem a membranou diky papirovym ruéniktim polozenym nad
nitrocelulosovou membrdnou. V zdsaditém pH dojde k denaturaci
DNA a jednofetézcové molekuly DNA putuji vzhiiru spolu
s pufrem, ale zachycuji se pevné na povrchu membrany, takze
nemohou projit aZ do vrstvy papirovych ruénikil. Pfenos DNA na
membranu je nutny pro dalsi hybridizaéni kroky (D), nebot na
membrané, na rozdil od gelu, je DNA pevné fixovdna na stejném misté,
jako byla v gelu. (C) Nitrocelulosovd membréna je oddélena od gelu.
(D) Membréna se zafixovanymi fragmenty jednofetézcové DNA je
peclivé uzaviena v plastikovém sacku spolu s pufrem, ve kterém je
radioaktivné oznac¢end sonda specificka pro hledanou sekvenci.
Hybridizace ve vhodnych podminkéch probiha obvykle delsi dobu.
(E) Membréna je vyjmuta ze sacku a peclivé promyta tak, aby na ni
ziistaly jen molekuly sondy hybridizované k DNA zafixované na
membrané. Po autoradiografii jsou pak vidét jen ty fragmenty DNA,
které hybridizovaly se sondou. Podobnou metodou, oznacovanou jako
Northern blorting, je mozno detegovat i specifické sekvence RNA.
V tomto pfipadé je elektroforeticky rozdélena RNA, sondou obvykle
byvaji jednofetézcové molekuly DNA.

Stejna technika muze byt pouzita pro urceni pfedpokladl
k budoucim onemocnénim ¢lovéka. S jeji pomoci lze identifikovat
jedince, ktery zdédil abnormalni kopie gen, které opravuji nesprav-
né se parujici nukleotidy. ProtoZe u téchto lidi (odhadem 1 na 200
obyvatel Severni Ameriky) neprobihd Gi¢inné oprava DNA pii repli-
kaci, je u nich zvysené riziko vzniku rakoviny, zvlasté urcitych typt
rakoviny tlustého stieva (viz Kapitola 6). Témto jedinctim je pak tfeba
vénovat preventivni péci, aby se zvySily jejich 8ance neonemocnét.

Hybridizaci in situ Ize urcit polohu sekvenci
nukleovych kyselin v burikdch nebo na chromosomech

Nukleové kyseliny, stejné jako ostatni makromolekuly, zaujimaji
v burikach a tkanich konkrétni misto a pfi jejich izolaci je ztraceno

Hybridizace nukleovych kyselin

nitrocelulosovy
papir

PRENESENY NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU

odstranéni nitrocelulosového
papiru s pevné navazanou DNA
(C)

gel

ZNACENA DNA-SONDA

JE HYBRIDIZOVANA

S ROZDELENOU DNA S
uzavieny

— plasticky

sacek

’,
/‘, oznatena DNA-
"“.sonda v pufru

OZNACENA DNA-SONDA
HYBRIDIZOVANA S KOMPLEMENTARNIMI
PRUHY DNA JE ZVIDITELNENA
AUTORADIOGRAFII

(E)
—
prouiky /| — znacené
znatenych —_— _‘_‘_‘_‘_'__‘_‘—'—7 prouiky
standardd O z pokusu
: —

Otazka Sekvenovani DNA obou
vasich [-globinovych genl (tedy na kai-
dém z obou vasich chromosom 11) odha-
lilo mutaci v jednom z téchto geni. Jak
silné se musite na zakladé této informace
obavat toho, Ze jste nositelem dédicéné
choroby, kterd by mohla byt pfenesena na
vase potomky? Jake dalsi informace byste
potiebovali ke stanoveni tohoto rizika?
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Pouziti hybridizace in situ pro detekci polohy genti na
chromosomech. Pro tuto fotografii bylo pouzito $est riiznych DNA-sond
pro oznaceni polohy odpovidajicich sekvenci na lidském chromosomu
5 izolovaném v metafdznim stadiu mitozy (viz obr. 8-5 a panel 17-1, str.
554-555). Sondy byly chemicky oznaceny tak, aby mohly byt detegovdny
specifickymi fluorescenéné znacenymi protilatkami, které rozpoznavaji
piislusnou chemickou znacku. Matefské a otcovské chromosomy 5 byly
na obrazku umistény paralelné. Kazda sonda vytvari dve tecky na
kazdém chromosomu, protoze pfed mitozou je chromosomalni DNA
zreplikovana a kazdy chromosom je proto tvofen dvéma identickymi
dvousroubovicemi DNA (chromatidami; pozndmbka prekladatele).

mnoho cennych informaci. Proto byly vyvinuty techniky, které
umoznuji vyuzit sondy k urceni polohy specifickych nukleotidovych
sekvenci uvnitf bunék nebo v chromosomech. Tato technika se
nazyva hybridizace in situ (latinsky: in siti - na misté) a je pouZiva-
na k detekci sekvenci DNA v chromosomech nebo RNA-sekvenci
v burnikédch. Pro prvni Gcel jsou sondy znacené fluorescen¢nimi bar-
vivy nebo radioaktivnimi izotopy hybridizovany s celymi chromoso-
my, které byly pred pridanim sondy krétce vystaveny vysokému pH,
aby doslo k oddéleni obou fetézcti. Oblasti chromosomti, na které se
navazala oznacend sonda, mohou byt zviditelnény (obr. 10-10).

Hybridizace in situ muze dat také odpovéd na otazku, kde se
v burice nachdzi dana RNA nebo ve kterych bunkéch tkdané dochézi
k expresi urcitého genu (obr. 10-11). Tato technika ma znac¢né vyho-
dy napfiklad pri studiu vyvoje embrya, kdy mtiZeme snadno sledovat
zmeény v expresi jednotlivych genti v rtiznych bunkéch.

Rekli jsme si, Ze molekuly DNA mohou byt §tépeny na kratsi tseky
restrikénimi endonukledzami a tyto fragmenty mohou byt od sebe
oddéleny gelovou elektroforézou. Také jsme se zminili o tom, jak
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Naprosta vétsina vsech
bunék jednoho Zivogisneho organismu
obsahuje identickeé genomy. V experimen-
tu byla zafixovana a pro hybridizaci in situ
pouzita tkan sloiend z mnoha rdznych
typu bunék. K vasemu prekvapeni je hyb-
ridizaéni signal v nékterych bunkach mno-
hem silngjsi nez v jinych. Vysvétlete tento
vysledek,

Buriky produkujici uréitou
mRNA mohou byt vizualizovany
hybridizaci in situ. Tento pfiklad ukazuje
skupinu bunék vrcholové Edsti stonku
hlediku. Pouze nékolik bunék (obarveny
rmavé modre) exprimuje mRNA pro
protein cyklin, ktery aktivuje burku
k déleni. Pro detekci byla pouZita DNA-
sonda pro mRNA cyklinu, na kterou byl
navazan enzym tvofici tmavé modry
reakcni produkt. Jadra v ostatnich
bunkdch byla obarvena barvivem DAPI
a jevi se proto svétle modre.
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mtiZe byt stanovena nukleotidové sekvence kazdého fragmentu DNA
a jak miZeme rozpoznat urcitou sekvenci pomoci hybridizace.
V této ¢asti kapitoly si ukdzeme, jak je mozno tyto techniky kombi-
novat a klonovat jednotlivé iseky DNA. V bunécné biologii ma ter-
min klonovdni DNA dva vyznamy. Za prvé se timto terminem rozu-
mi vytvofeni mnoha identickych kopii molekuly DNA a za druhé je
tento termin chapén jako proces izolace ur¢itého tiseku DNA (obvy-
kle genu) z celkové bunécné DNA, ktery je usnadnén specifickou
amplifikaci pozadovaného tiseku DNA.

DNA-ligéza spojuje dva fragmenty za vzniku
rekombinantni molekuly DNA

Moderni technologie DNA je zaloZzena nejen na moznosti Stépit dlou-
hé molekuly DNA na kratsi, ale také na moZnosti spojit tyto fragmen-
ty dohromady v novych kombinacich. Odpovéd na otdzku, jak toho
dosdhnout, Ize nalézt — jako ve vétsiné pfipadt technického pokroku
— pifmo v burice. Jak bylo fe¢eno v Kapitole 6, enzym DNA-ligaza
odstrafiuje zlomy v patefi DNA, které vznikaji béhem replikace
a oprav DNA (viz obr. 6-20 a 6-30). Tento enzym se stal jednim
z nejdilezitéjsich nastroji technologie rekombinantni DNA, a to
diky své schopnosti spojit jakékoliv dva fragmenty DNA do jedné
molekuly (obr. 10-12). ProtoZe DNA ze vSech organismii ma stejnou
chemickou strukturu, mtize DNA-ligdza spojit i dva fragmenty z rliz-
nych zdrojii a dat tak vzniknout molekuldm, které se v pfirodé nevy-

Klonovani DNA

HEEES N

¢% r:: Q QHQHCDHC)

rekombinantni DNA

Vytvéreni
rekombinantnich molekul DNA in vitro.
Enzym DNA-ligdza muZe spojit jakékoliv
dva fragmenty DNA nezévisle na tom,

z jakého zdroje pochdzeji. Energie z
hydrolyzy ATP je vyuZivana ligdzou pro
spojeni cukr-fosfatovych koster obou
molekul DNA. (A) Spojeni dvou fragment(i
DNA, které vznikly $tépenim restrikéni
endonukledzou EcoRI. Viimnéte si, Ze
presahujici jednofetézcové konce vzniklé
§tépenim stejnym enzymem se mohou
navzdjem bezchybné parovat, coZ velmi
usnadnuje jejich spojeni. Touto ligacni
reakci se obnovi ptivodni restrikéni misto.
(B) Spojeni dvou fragmentti, které byly
vytvoreny stépenim nukleazami Haelll

a Alul. (C) Spojeni fragmenttit DNA
vzniklych §tépenim enzymy EcoRI a Haelll;
pii této ligaci je nezbytné pouZit DNA-
polymerazu, kterd dosyntetizuje kratsi
vldkno DNA po §tépeni enzymem EcoRI
Viechny fragmenty DNA maji stejnou
orientaci, takze jejich 5'-konec horniho
retézce je vlevo a dolniho fetézce vpravo,
jak je zakresleno v (A).
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Bakteridlni plasmid je bézné pouZivan jako klonovaci
vektor (fotografie z elektronového mikroskopu). Tato kruhova
dvouretézcovd molekula DNA je tvofena nékolika tisici nukleotidovych
pari. Pro vizualizaci DNA v elektronovém mikroskopu je nutné ji
nejprve obarvit, proto se DNA jevi §iréi, nez ve skutecnosti je.

skytuji. Jakmile jsou dva tseky DNA spojeny a zaclenény do bunécné
DNA, bunka uZz neni schopnd toto spojeni rozpoznat a bude tuto
cizorodou DNA replikovat a transkribovat jako normalni soucast
bunééné DNA.

Bakteridlni plasmidy mohou byt vyuzity
pro klonovani DNA

Pro mnoho aplikaci technologie DNA je nutné naklonovat (vytvorit
identické kopie) tisek DNA, vétsinou gen. To lze udélat nékolika zpti-
soby nejjednodussi je namnozit pozadovany tsek v rychle se déli-
cich bakteriich, kdy je pfi kazdé replikaci bakterialni DNA zkopirova-
na i nase DNA. Aby se cizorodd DNA v bakterialni burice udrzela, je
pro jeji amplifikaci vyuzit nosi¢ neboli vektor, kterym je bakteridlni
plasmid nebo virovy genom. Typicky plasmidovy klonovaci vektor je
relativné mala kruhova molekula DNA o délce nékolika tisic nukleo-
tidovych péru, kterd se mtize replikovat uvnitf bakterie (obr. 10-13).
Plasmidovy vektor musi obsahovat replika¢ni pocatek, ktery umoz-
fiuje replikaci plasmidu nezavisle na bakteridlnim chromosomu.
Dalsim pozadavkem je pfitomnost mista rozpozndvaného restrikéni
endonukledzou, aby mohl byt plasmid rozpojen a do vzniklé mezery
vloZen cizorody fragment DNA. Plasmidy obvykle obsahuji také gen
pro néjakou rozlisitelnou vlastnost, vétSinou rezistenci k antibioti-
kiim, ktera umoZiuje pfimou identifikaci bakterii obsahujicich tento
plasmid (viz Kapitolu 9).

Abychom mohli vlozit néjaky fragment DNA do vektoru, musime
nejdfive tento vektor roz§tépit restrikéni endonukledzou, jejiz rozpo-
znavaci misto je ve vektoru obsaZeno pouze jednou. Pak obé mole-

kruhova
dvoufetézcova frfgrk?em D.N‘?‘
DNA e Klonovani
plasmidu V/ rekombinantni DNA
—
Stépeni kovalentni
restrikéni vazba
. nukledzou DNA-ligazou
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Inserce fragmentu
DNA do bakteridlniho vektoru pomoci
DNA-ligdzy. Kruhova molekula plasmidu
se otevie restrikéni endonukledzou
(v tomto pfipadé takovou, kterd vytvafi
piesahujici konce) a smicha se
fragmentem DNA, ktery ma byt
naklonovén (a ktery byl pfipraven
Stépenim stejnou nukleazou). K reakci
jsou pfiddny jesté DNA-ligdza a ATP.
Navzdjem kohezivni konce obou molekul,
vektoru a insertu, se sparuji a zlomy
v fetézci jsou uzavieny DNA-ligdzou, ¢imz
vznikne kruhova rekombinantni molekula
DNA.
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il se vytvofi stovky Ize izolovat mnoho
miliond nowych kopii purifikovaného
bakterii plasmidu

kuly DNA kovalentné spojime DNA-ligdzou (obr. 10-14) a rekombi-
nantni molekulu DNA vratime do bakteridlni bunky (obvykle E. coli)
transformaci (viz obr. 9-8). Pokud péstujeme E. coli v roztoku boha-
tém na Ziviny, dokdze se tato bakterie délit kazdych 30 minut. S tim,
jak se zdvojuje pocet bakteridlnich bunék, zdvojuje se i mnozstvi
kopii rekombinantni molekuly a béhem jediného dne vznikaji stovky
milionti kopii plasmidu. Bakterie jsou pak lyzovdny a malé plasmi-
dové molekuly DNA jsou oddéleny od zbytku bunécného obsahu
véetné velkého bakteridlniho chromosomu. Purifikovana plasmido-
va DNA obsahuje miliony kopii ptivodniho fragmentu DNA (obr. 10-
15). Tento fragment mtizeme opét vhodnymi restrikénimi endonuk-
leazami vystépit a od zbytku plasmidu oddélit gelovou elektroforé-
zou (viz obr. 10-3).

Lidské geny se izoluji klonovanim DNA

Videli jsme, ze jakykoliv fragment DNA lze amplifikovat za vzniku
velkého mnozZstvi kopii. Ale jak je mozZno tyto fragmenty identifiko-
vat? Jak je mozno naklonovat konkrétni gen z pfiblizného poctu
60 000 lidskych genti? V3e si ukdzeme na konkrétnim pripadu izolace
genu pro protein tucastnici se srazeni krve — fakror VIII. Ackoliv se
postupy pouzité pro izolaci rtiznych lidskych genti lisi pfipad od pfi-
padu, na tomto pfikladé si mizeme demonstrovat mnoho spolec-
nych ryst.

Poskozeni genu pro faktor VIII zptisobuje nejcastéjsi typ hemofi-
lie — hemofilii A. Tato geneticka choroba byla identifikovana pted vice
nez tisici lety a postihuje jednoho z pfiblizné 10 000 muZz{. U pacien-
th trpicich hemofilii A se tvofi jen ¢astec¢né aktivni faktor VIII, coz se
projevuje opakovanym nekontrolovatelnym krvacenim. Donedavna
se tato choroba standardné lécila injekci koncentrovaného roztoku
faktoru VIII izolovaného z mnoha vzorkt krve. Bohuzel tato metoda
vystavovala pacienty riziku infekce viry, nevyjimaje HIV (ptivodce
AIDS). Komeréni produkce ¢istého faktoru VIII pomoci metod
rekombinantni DNA pfinesla znacné zlepseni 1écby této choroby.
Nejdrive v8ak bylo nutné naklonovat kodujici sekvenci pro faktor VIII
a pouzit ji pro produkci velkého mnozstvi proteinu, jak bude popsa-
no pozdéji v této kapitole.

Pracovat se sekvenci dlouhou 3 x 10 nukleotidovych parti kom-
pletniho lidského genomu je odstrasujici tikol; prvnim krokem pfi
klonovani lidského genu tedy musi byt nastépeni celkové genomové
DNA na mensi, praktictéjsi tseky, s kterymi se lépe pracuje. Nejdrive
musi byt izolovdna celkovda DNA ze vzorku tkdné nebo lidské

Klonovani DNA

b Klonovani fragmentu
DNA. Pokud potfebujeme ziskat mnoho
kopii urcitého fragmentu DNA, je nutné ho
nejprve naklonovat do vektoru, jak je
ukdzdano na obr. 10-14. Vznikly
rekombinantni plasmid je pak zaveden do
bakterie, kde mtiZe byt mnohamilionkrat
replikovan, jak se bakterie mnoZi.
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Konstrukce lidské genomové knihovny. Genomova
knihovna je tvofena sadou bakterii, pficemz kazdd z nich nese odlisny
maly fragment lidské DNA. Pro zjednoduseni je ukazano klonovani
pouze nékolika malo fragmentii (barevné). Ve skutecnosti jsou viechny
Sedé fragmenty také klonovany.

bunécné kultury, ktera je nasledné nastépena na kratsi fragmenty
bud mechanicky nebo restrikéni endonukledzou a vséechny vzniklé
fragmenty jsou naklonovany dfive popsanym zptisobem. Sbirka
takto naklonovanych fragmentti se nazyva DNA knihovna. V tomto
piipadé je to konkrétné genomovd knihovna, protoze fragmenty DNA
vznikly nastépenim genomové DNA. Pozdéji viak uvidime, Ze existu-
jiijiné typy DNA-knihoven. V soucasnosti existuje mnoho genomo-
vych knihoven odvozenych od DNA rtiznych organismti, které jsou
volné dostupné pro viechny védce. To umoznuje znaéné urychleni
prace pfi hledani konkrétniho genu, nebot vytvofeni DNA knihovny
je dosti narocné.

Jeden z obecnych postupl tvorby lidské genomové knihovny je
zachycen na obr. 10-16. Lidska DNA je nejprve vystavena tcinkiim miliony fragmenti
restrikéni endonukledzy, ¢imZ vznikaji miliony rtznych fragmentt. genomové DNA
Smeés fragmentti DNA je vloZena do plasmidovych vektorti za podmi-
nek, které upiednostiiuji inserci jediného fragmentu do vektorové
molekuly DNA. Vzniklé rekombinantni plasmidy jsou smichany s kul-
turou E. coli v koncentraci, kterd zajistuje vstup pouze jediné moleku-

-
ly DNA do bakteridlni bunky. Vyslednd bakteridlni kultura pfedstavuje 7/ _
genomovou knihovnu. JestliZe tuto kulturu vysejeme na Petriho misky ) B Rarmmant

(jak je popsdno na obr. 9-2), kazdd kolonie vznikld z jediné bakteridlni
bunky pfedstavuje jeden konkrétni tisek lidské DNA. Nékolik milionti
kolonii této knihovny pak obsahuje cely lidsky genom.

Najit konkrétni gen v této knihovné je problém srovnatelny se
snahou najit knihu v normalni knihovné, ve které neexistuje Zzadny
katalog a ve které knihy nejsou nijak usporadédny. Jak tedy mtiZzeme
najit urcity isek DNA (v naSem pripadé gen pro faktor VIII) v celé
knihovné? Klicem pro nalezeni hledaného tiseku je vyuZziti hybridiza-
ce nukleovych kyselin, kterou jsme si popsali na pocatku této kapito- - —~
ly. Jestlize mame sondu pro gen faktoru VIII, mtiZzeme se pokusit najit genomova knihovna
v knihovné tisek DNA pérujici se s nasi sondou. Ale kde vezmeme
sondu pro gen, ktery jesté nebyl identifikovan?

V naSem prtipadé bylo z lidské krve izolovdno malé mnozZstvi
proteinu faktoru VIII a byla ur¢ena aminokyselinova sekvence jeho
nékolika kratkych dsekd (viz panel 5-6, str. 164-165). Pouzitim gene-

Oligonukleotidova sonda pro gen odvozena na
zdkladé znalosti kratké aminokyselinové sekvence proteinu. Diky
degeneraci genetického kédu (to znamena, Ze kazda aminokyselina
mizZe byt kédovana vice neZ jednim tripletem DNA; viz obr. 7-20)

existuje pro kazdou aminokyselinovou sekvenci mnoho riznych _peptidova sekvence
nukleotidovych sekvenci, které ji mohou kédovat. AvSak v genomové PG et oty Sktaru Vil

DNA se vyskytuje pouze jedind nukleotidova sekvence, kterd tento — met — gln — lys — phe — asn —
protein ve skuteénosti kdduje. ProtoZze nevime predem, kterd sekvence

je ta jedina spravnd, je pro hleddni genu v genomové knihovné ATG CA naAboAAnﬁmTTneEoAAn:bc
pouzita smés moZnych sekvenci nazyvand degenerovand G G I C
oligonukleotidova sonda. Nasim pfikladem je lidsky protein faktor VIII = = = - J
a pravé zobrazenda degenerovana sonda byla pouzita pro klonovani degenerovana oligonukleotidova

genu v roce 1984. sonda (smés 16 riznych oligonukleotidd)
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tického kédu v opaéném sméru mohou byt z pofadi aminokyselin
odvozeny nukleotidové sekvence, jejichZ pfepisem do proteinu by
vznikly ptivodni aminokyselinové sekvence (obr. 10-17) a vhodna
DNA-sonda pak mtiZe byt pfipravena chemickou syntézou. S pouZi-
tim této sondy a DNA-hybridizace Ize potom nalézt téch nékolik vzac-
nych bakterialnich klont, které obsahuji lidskou DNA komplementérni
k nukleotidové sekvenci sondy (obr. 10-18).

Pouzitim sondy pro faktor VIII pfi hleddni v lidské genomové
knihovné byl identifikovian jediny komplementdrni klon.
Nukleotidova sekvence vSak ukazala, Ze tento klon obsahuje jen
malou ¢ast celého genu. Ndslednymi analyzami se zjistilo, Ze gen pro
faktor VIII je tvofen 180 000 nukleotidovymi péry a obsahuje 25 intro-
ni1 (viz obr. 7-14B). Pak uz tedy nebylo pfekvapujici, Ze v jednom
klonu nebyl obsazen cely gen.

Pro mnoho aplikaci technologie DNA je vvhodné mit klon, ktery
obsahuje jenom kodujici sekvence genu, tedy takovy, ktery neobsa-
huje intronovou DNA. Napfiklad gen pro faktor VIII - tvofeny intro-
ny a exony — je tak velky, Ze je nezbytné analyzovat ho po ¢éstech.
Navic, pokud bychom chtéli ur€it tiplné pofadi aminokyselin proteinu
faktoru VIII z nukleotidové sekvence jeho genu, bylo by extrémné neu-
¢inné urcovat pofadi nukleotidt genu izolovaného z genomové knihov-
ny, nebot velka vét§ina tohoto genu odpovidd introntim. Protoze je vak
pomérné snadné izolovat gen bez intront, jak si ukdZeme v nésle-
dujici ¢asti, jsou pro tyto tcely vyuZivany jiné typy knihoven, tzv.
cDNA-knihovny.

Knihovny cDNA reprezentuji mRNA vznikajici v urcité tkani

Lidska cDNA-knihovna je podobna genomové knihovné tim, Ze také
obsahuje velké mnozstvi klonti s riznymi lidskymi sekvencemi
DNA. Vyznamneé se viak od ni li§i v jednom aspektu — DNA, kterd je
obsazena v cDNA-knihovné, neni genomovad (chromosomalni
DNA), ale byla vytvofena zpétnym prepisem molekul mRNA vyskytu-
jicich se v urcité tkani nebo bunécné kultufe do sekvence DNA.

Klonovani DNA

Technika, kterd je béZné
pouZivana pro detekci bakteridlniho
klonu nesouctho uréity fragment DNA.
PiiloZenim nitrocelulosové membrény na
povrch misky je zhotovena presna kopie
polohy jednotlivych kolonii rostoucich na
Petriho misce. Bakterie otisklé na
membrané jsou lyzovany alkalickym
roztokem, ktery zdroven denaturuje DNA.
Jednofetézcové molekuly DNA na
membrané jsou hybridizovdny s vysoce
radioaktivné oznacenou sondou a kolonie
bakterii, které obsahuji plasmid s
hledanym genem, jsou vizualizovany
autoradiografii. Zivé buniky pak mohou byt
nalezeny podle polohy na Petriho misce.

Kazda z DNA-sond na
obr. 10-17 je dlouha pouze 15 nukleotidd.
Kolik parujicich se sekvenci se bude pra-
mérné vyskytovat v haploidnim lidskem
genomu o velikosti 3x10° nukleotida? Jak
muzete zjistit, Ze parujici se sekvence
odpovida genu pro faktor VII?
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dvoufetézcova cDNA je kopii puvodni mRNA

Pro pripravu cDNA knihovny je nejprve izolovdna celkovd mRNA,
ktera je enzymem nazyvanym reverzni transkriptdza pfepsana zpét
do sekvence DNA (cDNA; anglicky complementary DNA = komple-
mentarni DNA) (obr. 10-19). Molekuly cDNA jsou pak naklonovény
stejnym zptisobem jako fragmenty genomové DNA do plasmidovych
vektort, jak bylo popsdno dfive. Pfi pouziti cDNA-knihovny vytvofe-
né z mRNA jaternich bunék, které syntetizuji faktor VIII, je moZno
izolovat kompletni kédujici sekvenci genu pro faktor VIII, kterd neob-
sahuje introny. cDNA pro faktor VIII byla izolovdna z ¢cDNA knihov-
ny pomoci sondy z ¢asti genomové DNA pro faktor VIII stejnym
postupem, jaky je zachycen na obr. 10-18.V zavérecné c¢asti kapitoly
si ukdzeme, jak byla izolovana sekvence pouzita pro komeréni pro-
dukci lidského faktoru VIIL

Mezi klony genomové DNA a klony cDNA je nékolik podstat-
nych rozdilti (obr. 10-20). Klony s genomovou DNA reprezentuji
ndhodny vzorek viech sekvenci DNA, které jsou soucasti genomu
organismu a kromé velmi vzacnych vyjimek nezdlezi na tom, z kte-
rého bunééného typu byla genomova DNA izolovdna. Genomové
knihovny obsahuji kromé kédujicich sekvenci genti také velké mnoz-
stvi repetetivni DNA, intronti, regulac¢nich oblasti genti a mezerniko-
vé DNA. Naproti tomu obsahuji klony cDNA pouze kédujici
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Syntéza cDNA. Celkova
mRNA je izolovdna z urcitého typu tkdné
a jeji DNA-kopie jsou vytvofeny enzymem
reverzni transkriptdzou (viz obr. 9-30 a 9-
31). Pro zjednoduseni je ukazan pfepis
pouze jedné molekuly mRNA do cDNA.
Nejprve se hybridizaci k RNA pfipoji
kratky oligonukleotid komplementarn{ k
tseku poly(A) (probira se v Kapitole 7) na
3'-konci mRNA, ktery se pouZije jako
primer pro reverzni transkriptdzu. Ta
potom kopiruje RNA do komplemen-
tarnfho fetézce DNA, a tak vytvari hybridnf
Sroubovici DNA/RNA. Plisobenim
alkalického pH se v hybridni
dvojsroubovici vldkno RNA selektivné
odbourava na jednotlivé nukleotidy. Podle
zbylé jednovldknové molekuly cDNA je
enzymem DNA-polymerazou vytvoren
druhy fetézec cDNA. Primerem pro
syntézu druhého fetézce je 3'-konec
jednofetézcové DNA, ktery se miiZe oto€it
zpét a vytvofit vlasenku na zdkladé
nahodné se parujicich bazi.
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sekvence, a to jen téch gent, které byly prepisovany v bunkach, ze
kterych byla izolovdna mRNA. ProtoZe bunky rtiznych tkani expri-
muji rtzné geny, kazda tkan obsahuje jinou sadu molekul mRNA
a cDNA-knihovny se tedy navzéjem lisi i v ramci jednoho organismu
podle tkdné, ze které byla mRNA izolovdna. Exprese genti se méni
v zavislosti na vyvojovém stadiu, lze tedy konstruovat i cDNA-kni-
hovny, které odrazeji tyto zmény béhem vyvoje organismu.

Nejvétsi vvhodou cDNA-knihoven je vsak to, Ze obsahuji pouze
neprerusené kodujici sekvence genti. Z téchto sekvenci lze tedy
piimo vycist aminokyselinové sloZeni proteinu, ktery kéduji, nebo je
pouZzit pro syntézu tohoto proteinu v bakterialnich nebo kvasinko-
vych bunkach (Zadné z nich nemohou odstranovat introny ze sav-
¢ich RNA). V obou pfipadech je tedy naprosto nezbytné pouzit gen
izolovany z cDNA-knihovny. Podobné jako genomové knihovny jsou
i cDNA-knihovny rtiznych tkdni a organismt volné dostupné pro
viechny védce, nebo si je 1ze opatfit z komercnich zdrojt.

Hybridizace umoziiuje identifikaci i vzddlené

pribuznych genti

Jak jsme si vysvétlili v Kapitole 9, vznikaji nové geny béhem evoluce
duplikaci a divergenci jiZ existujicich genti nebo spojenim ¢asti rtiz-
nych ptivodnich genti v nové kombinace. Z tohoto dtivodu je vétsi-
na gent soucdsti rodiny tvofené vysoce piibuznymi geny, které se
mohou vyskytovat na rtiznych mistech genomu; mnoho z nich mé
pravdépodobné podobnou funkei. Jak jsme si ukézali, izolace kon-
krétniho genu je slozity tikol, ¢asto vyZadujici sekvenovéni proteinu;
na zakladé zjisténé aminokyselinové sekvence je pak navrZzeno néko-
lik vhodnych sond a jejich testovdanim mutiZeme v knihovné nalézt

Klonovani DNA

Odlisnosti mezi
genomovymi DNA-klony a cDNA-klony
odvozenymi ze stejné oblasti DNA.

V tomto pfipadeé je gen A na rozdil od
genu B velice zfidka pfepisovan, oba geny
obsahuji introny (zelené). V genomové
DNA-knihovné se nachazeji jak introny,
tak nepfepisované sekvence (riiZové),

a vétdina klonti bude obsahovat jen ¢ast
kédujici sekvence genu (Cervené).

V c¢DNA-klonech byly intronové sekvence
(Zluré) béhem vzniku mRNA (modre)
odstranény sestfihem, a proto je kazdy
klon tvofen nepferusenou kédujici
sekvenci. Protoze je gen B ve tkdni, ze
které byla cDNA-knihovna pfipravena,
mnohem vice transkribovédn nez gen A,
bude i vice klontt cDNA-knihovny
obsahovat tento gen. Naproti tomu se

v genomové knihovné budou oba geny
vyskytovat pfiblizné stejné casto.
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hledany gen. Jakmile vSak zndme sekvenci jediného genu z urcité
genové rodiny, je pomérné snadné izolovat geny patfici do stejné
rodiny, a to pouZitim sekvence prvniho genu jako sondy pro hybridi-
zaci. ProtoZe geny tvofici jednu rodinu nemusi mit velmi podobnou
nukleotidovou sekvenci, jsou pfi téchto hybridizacich zvoleny takové
podminky, které umoziuji tvorbu stabilnich duplex DNA-sonda, ve
kterych nejsou vSechny nukleotidy spéaroviany (obr. 10-21). Timto
zptsobem lze také izolovat gen z jednoho druhu (napfiklad ¢lovéka)
pomoci sondy, kterd byla odvozena od hledaného genu izolovaného
z experimentdlné vhodnéjstho organismu (napfiklad mysi nebo
octomilky).

Polymerazovou fetézovou reakci Ize amplifikovat vybrané
sekvence DNA

Ackoliv klonovani DNA pomoci knihoven je hlavnim zptisobem izo-
lace gend, pfiblizné pfed deseti lety byla vynalezena rychlej$i a méné
nédkladna metoda pro izolaci genti a mnohé dal3i aplikace technolo-
gie DNA. Tato metoda se nazyvd polymerdzova fetézova reakce
(PCR; anglicky polymerase chain reaction) a probiha zcela v pod-
minkach in vitro, tedy bez pouziti bunék. Pomoci této techniky miize
byt rychle a vysoce selektivné namnoZena konkrétni nukleotidova
sekvence obsazend v jakékoliv DNA. Polymerazova fetézova reakce
je v dnesni dobé Siroce pouZivana, napiiklad v diagnostice pfi ana-
lyze genetickych chorob nebo pro namnozeni jakéhokoliv genu
z malého vzorku DNA.

PCR je zaloZena na vyuziti DNA-polymerazy pro opakované
kopirovéni templatové molekuly DNA. Syntéza DNA je fizena kratky-
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Riizné hybridizaéni
podminky umoZiiuji vytvofeni
dvojSroubovice s nékterymi
nesparovanymi nukleotidy. Pokud
hleddme pomoci hybridizace pouze
molekuly DNA stoprocentné se pérujici se
sondou, hybridiza¢ni reakce probiha pfi
teploté pouze o nékolik stupni nizii, nez
pii které tato dvojsroubovice v témze
roztoku denaturuje (nez je jeji teplota
tdni), takZe ne zcela se parujici
dvojsroubovice jsou nestabilni. Pokud
chceme najit sekvence, které jsou se
sondou pfibuzné, hybridizace probihd pfi
nizsi teploté. To umoziuje vytvoreni
i dvojsroubovic, které nemaji sparované
vSechny nukleotidy. Pouze hybridizaci
pfi niZsi teploté mtzeme najit geny
(CaEv tomto pfikladé), které nejsou
stejné, ale pouze pfibuzné s genem A
(viz obr. 10-18).
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NamnoZeni DNA pomoci PCR. Na zakladé znalosti sekvence DNA, kterou chceme amplifikovat,
jsou nasyntetizovény dva oligonukleotidy, pficemz kazdy je komplementdrni k sekvenci jednoho fetézce
dvousroubovice na opaénych koncich tseku, ktery mé byt amplifikovén. Tyto oligonukleotidy slouZi jako primery
pro syntézu DNA in vitro pomoci DNA-polymerdzy a navic ohranicuji amplifikovany segment. (A) PCR zacina
s dvoufetézcovou DNA, a proto na za¢atku kazdého cyklu je tfeba od sebe oddélit oba Fetézce kratkym zvySenim
teploty (krok 1). Po denaturaci je reakéni roztok ochlazen v piitomnosti velkého nadbytku obou primert, které
nasedaji na obé komplementarni sekvence DNA (krok 2). V kroku 3 jsou z obou primert syntetizoviny nové
fetézce DNA v piftomnosti DNA-polymerdzy a viech ¢tyf deoxyribonukleosidtrifosfatt. Dal3f cyklus je pak znovu
zahdjen denaturaci zvysenou teplotou, kdy dojde k oddéleni nasyntetizovanych fetézcti DNA. Celd technika
je zaloZena na pouziti specidlni DNA-polymerézy, kterd byla izolovdna z termofilni bakterie; tato polymerdza je
stabilni i pfi mnohem vyssich teplotach nez eukaryonti DNA-polymerazy, takZe nenf denaturovdna vysokou
teplotou v kroku 1, a nemusi byt tedy pfiddvdna po kazdém cyklu reakce.

(B)V dalsich cyklech reakce slou#i i nové nasyntetizované molekuly DNA jako templaty a béhem nékolika
mélo cyklti zaénou v roztoku pievazovat amplifikované molekuly ohranicené z obou stran primery. Obvykle se pro
amplifikaci pouziva 20-30 cyklt, pficemz se v kazdém cyklu mnozstvi molekul oproti pfedchdzejicimu cyklu
zdvojnasobi. JelikoZ jeden cyklus trvd pfiblizné pét minut a protoZe byla celd technika zautomatizovana, je nyni
mozZno naklonovat fragment DNA bez pouziti bunék béhem nékolika hodin na rozdil od nékolikadenniho
standardniho postupu. Z celé molekuly DNA, kterd je pro reakci pouZita, je amplifikovan pouze asek mezi primery,
protoZe DNA-polymerdze pro iniciaci replikace na jiném misté chybi primer.

Jak je ukdzédno v (B), produktem tfi cykld je 16 fetézcti DNA, z nichZ 8 (2luté) ma pozadovanou délku (zcela
vlevo, tisek ptivodni DNA ohraniéeny zévorkou) a odpovidd jednomu nebo druhému fetézci ptivodni DNA; ostatni
fetézce jsou delsf a obsahuji i sekvence, které se nachazeji za mistem, na které nasedd primer pro syntézu
opacného fetézce DNA - tyto fetézce vznikajf jen tehdy, pokud je templatem ptivodni fetézec. Po dalsich tfech
cyklech ma 240 z 256 fetdzcii pozadovanou délku a po nékolika dalsich cyklech za¢nou fetézce ohranic¢ené primery
zcela pfevaZovat.
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pocétku a konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s jinym vidknem
plvodni dvoufetézcové molekuly DNA. ProtoZe primery musi byt
chemicky syntetizovany, PCR miiZe byt pouZita pouze pro klonovani
DNA, u které zndme alespon zacateéni a koncovou nukleotidovou
sekvenci. Pomoci téchto primerdi nasyntetizuje DNA-polymeraza
obvykle nékolik miliard kopii poZadované sekvence. Celd metoda je
vysvétlena na obr. 10-22. PCR je velice citlivi metoda, ktera umoziu-
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Pouziti PCR pro ziskdn{
genomového nebo cDNA-klonu. (A)
Pro ziskani genomového klonu pomoci
PCR je nezbytné nejdfive izolovat z bunék
chromosomalni DNA. K DNA jsou pfidany
primery ohranicujici sekvenci, kterou
chceme amplifikovat, a celd reakce
probihd stejnym zptisobem jako na obr.
10-22. Protoze je amplifikovina pouze
primery ohranicena sekvence, je mozno
pomoci PCR ziskat velké mnozstvi
fragmentu, ktery chceme klonovat, a to ve
velice ¢isté formé. (B) Pokud chceme
naklonovat cDNA, musime pro PCR vyjit
z celkové bunééné mRNA. Do reakce je
pridan prvni primer a reverzni
transkriptdzou je nasyntetizovdn
komplementarni fetézec DNA. Pak je
pridan druhy primer a dal$i postup uz
je stejny jako pii normalni PCR, jak
je ukdzdano na obr. 10-22.

Pouziti PCR pro detekci
virového genomu ve vzorku krve. Genom
viru lidské imunodeficience (HIV), ptivodce
AIDS, je tvofen jednofetézcovou molekulou
RNA (viz obr. 9-30). Diky moZnosti
amplifikovat i jedinou molekulu nukleové
kyseliny je PCR velice citlivou metodou pro
detekci i stopového mnozstvi viru ve vzorku
krve nebo tkané; pritom neni nutné virus
pfedem izolovat. Kromé HIV je v dnesni
dobé PCR pouzivina pro detekci mnoha
dalsich lidskych virti.



je detekci jediné kopie DNA ve vzorku tim, Ze tuto sekvenci namnozi
do té miry, Ze ji mGZeme po separaci gelovou elektroforézou a obar-
veni snadno detegovat (viz obr. 10-3B).

PCR je specialné vyuZzivana ve tfech aplikacich. Zaprvé miize byt
pouZzita pro klonovani tiseku DNA (napfiiklad genu), pficemz templa-
tem miiZe byt jak DNA, tak RNA. Mtizeme tedy pomoci PCR ziskat jak
kopii genomové DNA, tak cDNA (obr. 10-23).

Dalsm vyuzitim PCR, zvlasté diky vysoké citlivosti této metody, je
detekce virové infekce jiZ v pocatecnich stadiich. Jako primery sepfri
této reakci pouzivaji kratké tiseky DNA odvozené z virové sekvence
a po nékolikanasobné amplifikaci lze dokazat pfitomnost ¢i absenci
i jediné kopie v malém vzorku krve (obr. 10-24). Pro mnoho virovych
infekci je PCR tou nejcitlivéjsi metodou detekce a postupné nahra-
zuje dfive pouZivanou metodu detekce viru zaloZenou na pouziti
protilatek namifenych proti plastovym proteintim viru.

Velké vyuziti nasla PCR také v soudnim lékarstvi. Diky vysoké
citlivosti staci pouze malé mnozstvi vzorku — minimalni stopy krve
nebo tkdné, které obsahuji tfeba jen zbytky jediné bunky - ke spo-
lehlivé identifikaci osoby, z které tento vzorek pochazi. Genomy
vSech osob (kromé jednovaje¢nych dvojcat) se navzajem lisi; DNA
amplifikovana pomoci stejnych primert se tedy bude s vysokou
pravdépodobnosti u rtiznych osob lisit v nukleotidové sekvenci.
V dnes$ni dobé jsou k identifikaénim ti¢elim pouzivany takové sady
primerd, s jejichZz pomoci jsou amplifikovany tiseky s nejvyssi vari-
abilitou v lidské populaci; vysledkem je pak pro jedince charakteris-
ticky vzorec fragmenttt DNA, tzv. DNA-fingerprint (obr. 10-25).
(Pozndmbka prekladatele: Otisk prstti, anglicky fingerprint, je v krimi-
nalistice pouZivén jako nezvratny dtikaz identifikace osob. Protoze je
vysledkem popsané PCR-reakce vzorec fragmentti DNA, ktery je pro
daného ¢lovéka jedinecny, je analogicky nazyvan DNA-otisk, neboli
DNA fingerprint).

V této Casti si popiSeme, jak se daldi aplikace metod vysvétlenych
v predchazejicich odstavcich staly prilomem v bunééné biologii
a daly nam dalsi moznosti, jak studovat funkci jednotlivych gent,
molekul RNA a proteint.

Je mozZné vytvorit zcela nové molekuly DNA

Ukdzali jsme si, Ze rekombinantni molekuly DNA jsou obvykle tvofe-
ny spojenim dvou molekul DNA-ligdzou (viz obr. 10-12). Pro kon-
strukci DNA-knihovny je jednou z téchto molekul vektor odvozeny
od bakteridlniho plasmidu nebo viru a druhou molekulou je frag-
ment chromosomu nebo ¢cDNA (viz obr. 10-16). Tato rekombinantni
molekula DNA mtiZe dale slouzit jako vektor pro inserci a klonovani
dalsiho tiseku DNA a dat vznik takové nukleotidové sekvenci, jaka se
v pfirodé nevyskytuje (obr. 10-26). Nova nukleotidova sekvence
muiZe byt vytvofena kombinacemi z pfirozené se vyskytujicich mole-
kul DNA, nebo miiZze byt vytvofena zcela nové podle naSich

Genové inZzenyrstvi

A. Jestlize by v PCR na obr. 10-22 pro-

béhly jesté dalsi dvé kola amplifika-
ce, kolik fragmentd oznacenych Sedg,
zelené, cervené a zluté by vzniklo?
Jestlize by probéhlo jesté velké
mnozstvi cykll, ktery typ fragmentu
by pfevazoval?

. Pfedpokladejte, Ze jste zacali PCR s

jednou molekulou DNA a ze amplifi-
kujete usek o délce 500 nukleotido-
vych para. Kolik budete muset pfi-
blizné provést amplifikaénich cykld,
abyste ziskali 100 ng této DNA? 100
ng je dostateéné mnozstvi pro detek-
ci DNA obarvenim fluorescenénim
barvivem. (Doporuéeni: pro tento
vypocet predpokladejte, Ze kaidy
nukleotid ma pramérnou molekulo-
vou hmotnost 330 g/mol.)
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7 Pouziti PCR v kriminalistice. (A) Sekvence DNA, které vytvéreji variabilitu vyuzivanou pfi téchto
anaiyzach obsahuji kratkd opakovdni motivii (jako napfiklad GTGTGT...), které miizeme nalézt v riiznych mistech
(lokusech) lidského genomu. Pocet opakovani v kaZdé pozici se v lidské populaci lisi, obvykle poéet kolisa mezi
4 a 40 repeticemi. Série opakovani tohoto typu se obecné nazyvaji VNTR-sekvence (z anglického variable number of
tandem repeat, variabilni pocet tandemovych opakovani). Diky variabilité téchto sekvenci v populaci ziské kazdy
jedinec s vysokou pravdépodobnosti riizné VNTR-oblasti od matky a od otce; dvé nepfibuzné osoby obvykle
nemaji tyto lokusy stejné. Pokud pro PCR reakci pouzijeme primery obklopujici takovyto lokus, dostaneme
u kazdého jedince dva druhy fragmentii; jeden z nichz pfedstavuje lokus ziskany od matky a druhy od otce.
Délka amplifikovaného tseku, a tim i jeho poloha po elektroforéze, zileZi pouze na poc¢tu opakovani v lokusu.

(B) Identifikace osob. Nékteré ze Sesti fragmentii DNA ziskanych po amplifikaci tfi riznych VNTR-oblasti u tif
podezielych osob (A, B a C) se sice v nékterych pfipadech shoduji, celkovy obraz se vSak u viech tii osob
navzdjem li§i a miiZe slouZit podobné jako otisky prstii pro téméf jednoznaénou identifikaci osoby. Ctvrty sloupec
(F) obsahuje produkty stejné PCR, pro kterou byla pouZita DNA pochazejici z kriminalistického vzorku.
Pocateénim materidlem pfitom miiZe byt i jediny vlas, ktery ztistal na misté ¢inu. V tomto pfikladé mohou byt
osoby A a C vylouceny z vySetfovani, zatimco osoba oznacena jako B zlistdva na seznamu podezfelych.



/ Postupné klonovani muiZe byt vyuzito pro spojeni
fragmentﬁ DNA, které pochézeji z riiznych genti. Po kazdé inserci
fragmentu je rekombinanini plasmid namnoZen v bakterii a izolovdn
(viz obr. 10-15). Tato rekombinantni molekula je znovu naétépena
restrikéni endonukledzou, jak je naznaceno, a pouZzita jako klonovaci
vektor pro inserci dalstho fragmentu.

poZzadavki pomoci chemické syntézy. Jednim z nejdilezitéjsich
pouziti rekombinantnich molekul DNA je produkce velkého mnoz-
stvi proteint, které se v bunce vyskytuji vzacné.

Klonovanim DNA miiZeme ziskat vzacné bunéc¢né proteiny
ve velkém mnozstvi

AZ donedavna mohly byt studovany jen proteiny, které jsou v burice
pritomny v relativné velkém mnoZstvi. Pro ziskani kolem 0,1 g (100
mg) &istého proteinu, ktery tvoii 1 a vice procent véech bunécnych
proteind, bylo nutné zacit s nékolika stovkami gramii bunék, aby
mohl byt tento protein pomoci chromatografie izolovan (viz panel
5-5, str. 162-163). Toto mnozstvi je dostate¢né pro sekvenovani, ana-
lyzu biologické aktivity (napfiklad kterou biochemickou reakci mtize
tento protein katalyzovat) a pro vytvofeni protilatek proti tomuto
proteinu, abychom mohli studovanou bilkovinu detegovat v burice.
Navic, pokud Ize tento protein vykrystalizovat (coZ byva problema-
tické), mtize byt stanovena jeho trojrozmérna struktura pomoci rent-
genové krystalografie (viz panel 5-6, str. 164-165). Timto zptisobem
byla urcena struktura mnoha proteinti vyskytujicich se v hojném
mnozstvi, napiiklad hemoglobinu izolovaného z ¢ervenych krvinek.
AvSak vétSina z mnoha tisicti rtiiznych proteinti eukaryontnich
bunék veetné téch, které jsou pro Zivot naprosto nezbytné, tvori jen
zlomek hmotnosti bunky. V téchto pfipadech je velice téZké, ne-li
nemozné, ziskat vice nez nékolik méalo mikrogram c¢istého proteinu.
Proto bylo velikym pfinosem zavedeni klonovacich technik a geno-
vého inZenyrstvi do bunécné biologie, nebot s jejich pomoci lze
nasyntetizovat velké mnozstvi i téch nejvzacnéjsich proteint.

Pro tvorbu proteinti byly zkonstruovany specidlni, tzv. expresni

vektory. Na rozdil od diive popsanych vektorti obsahuji expresni vek-
tory vhodné regulacéni sekvence a promotor v tésné blizkosti mista,
do kterého je vklonovén insert s kédujici sekvenci. Promotor spolu s
regula¢nimi sekvencemi zajistuje produkci velkého mnozstvi mRNA,
kterd mtiZe byt prekladdna uvnitf buriky (obr. 10-27). Pro expresi
v bakteridlnich, kvasinkovych, hmyzich nebo sav¢ich bunkach bylo
nutné vytvofit vzdy specialni expresni vektory, které obsahuji vhod-
né regulaéni sekvence pro transkripci a translaci v daném typu
bunék. ProtoZe se expresni vektory pifi kazdém bunécném

Produkce velkého mnoZstvi proteinu zaloZend
na inserci kédujici oblasti genu do expresniho vektoru.
V plasmidovém vektoru je umistén silny promotor, ktery
zodpovid4 za produkei velkého mnoZstvi mRNA z kédujici oblasti
genu, ktery byl naklonovan za tento promotor. Podle charakteristiky
expresniho vektoru je tento plasmid za¢lenén do bakteridlnich,
kvasinkovych, hmyzich nebo sav&ich bunék, ve kterych je gen
téinneé prepisovan a prekladan.

Genové inZzenyrstvi
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déleni replikuji, vznikla populace bunék je schopna vytvorit ohrom-
né mnoZstvi studovaného proteinu. JelikoZ se protein kédovany
expresnim vektorem nachdazi obvykle uvnitf burky, je nutné ho
oddélit od ostatnich bunéénych proteint. Bunky jsou zlyzovany
a pozadovany protein je chromatograficky purifikovéan (viz panel 5-4,
str. 160-161); vzhledem k tomu, Ze izolovana bilkovina tvofi v lyzatu
obvykle 1-10% vsech bunéénych proteint, lze purifikaci jednoduse
provést v nékolika krocich.

Pomoci téchto technik bylo vyprodukovdno mnoho bunéénych
proteintt v mnozZstvich, kterd byla dostate¢na pro detailni strukturni
a funkéni studie, které byly pfed zavedenim technologie DNA reali-
zovatelné pouze s nékolika mélo proteiny (obr. 10-28). Navic v dnes-
ni dobé jsou tyto metody vyuzivany pro produkci mnoha proteint
uZite¢nych v mediciné. Naptiklad faktor VIII je dnes jiz komeréné
vyrabén z kultur geneticky manipulovanych savéich bunék bez rizi-
ka ndkazy viry. Dalsimi proteiny takto syntetizovanymi jsou insulin,
riistovy hormon a také plastové proteiny virti, které se pouzivaji pfi
ockovani.

RNA miiZe vznikat transkripci in vitro

Mnoho objevi probiranych v této knize bylo uskutec¢néno diky
molekuldm DNA a proteintim vzniklych technikami rekombinantni
DNA. Mnoho experimenttt viak vyzaduje purifikované molekuly
RNA - napfiklad studie sestfihu RNA, proteosyntézy a enzymt zalo-
zZenych na RNA (viz Kapitolu 7). VétS§ina druhti RNA je v8ak v burtice
pfitomna ve velmi malém mnozZstvi a je tézké ji oddélit od ostatnich
¢asti buriky, hlavné od jinych molekul RNA. Jakmile byl vSak pozado-

Velké mnozstvi jakékoliv molekuly RNA Ize
pripravit pomoci virovych RNA-polymeraz transkripci in vitro.
Tato technika vyuziva neobycejné icinnych RNA-polymeraz
nékterych bakteridlnich virti. Pro tyto ticely je templét uréeny pro
transkripci naklonovén za promotor rozpoznavany virovou RNA-
polymerazou. Jak je nakresleno, budouci 3'-konec RNA je urcen
naStépenim DNA templétu restrikéni endonukledzou, kterd ma
rozpozndavaci misto za pfepisovanym genem. Purifikovany templat
je pak smichan s RNA-polymerdzou a ¢tyfmi
ribonukleosidtrifosfaty pouZivanymi pro syntézu RNA (ATE CTE
GTP a UTP). BEhem mnoha cyklt transkripce in vitro je vytvofeno
velké mnoZstvi poZadované RNA, kterda mtiZze byt snadno oddélena
od templatové DNA a RNA-polymerdzy.
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Na zédkladé znalosti
molekularni biologie butiky miZeme dojit
od proteinové sekvence ke genu a naopak.
Malé mnozstvi purifikovaného proteinu
obvykle staci pro uréeni alespon ¢asti jeho
primarni aminokyselinové sekvence. Tato
informace je dostacujici pro nalezeni
odpovidajiciho genu v DNA-knihovné (viz
obr. 10-18). Jakmile je jednou gen
naklonovan, jeho kodujici sekvence mize
byt pouzita k produkci velkého mnoZstvi
proteinu v geneticky pozménénych
bunkéch (viz obr. 10-27)
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vany gen jednou izolovan, pomoci technologie rekombinantni DNA
lze pomérné jednoduchym zptisobem také vyprodukovat velké
mnoZstvi molekul RNA. Nejti¢innéjsi metoda je zaloZena na syntéze
RNA in vitro, kdy je pfepisovdan pouze gen naSeho zdjmu
(obr. 10-29).

Mutantni organismy nejlépe odraZeji funkci
studovaného genu

AZ do této chvile jsme pfedpokladali, Ze funkce naklonovaného genu
je znama. Ale jak se da ur¢it funkce proteinu v burice, jestliZe se nam
podafilo naklonovat neznamy gen? Popiipadé jaka je jeho role
v ramci celého organismu? S rozvojem projekt zabyvajicich se
sekvenovanim genomti pribyva gent, jejichZ funkce je nejasna a sta-
noveni jejichZ role se pomalu stavd béznym tkolem v bunécné bio-
logii. Ani kompletni nukleotidovd sekvence genu nebo trojrozmérna
struktura proteinu nesta¢i k odvozeni fyziologické role proteinu.
Mnoho protein, jako napiiklad ty se strukturni funkci nebo ty, které
jsou soucasti multienzymového komplexu, samo o sobé Zadnou akti-
vitu nemda. Nebo naopak ty, u kterych je znama biochemicka funkce
(napfiklad kindzy nebo molekuldrni motory), se mohou
v ramci bunky Gcastnit celé fady drah a neni vZdy zcela jasné, jakou
roli v bunce v urcitém okamziku hr