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Predmluva

Véazené studentky, vazeni studenti,

druhy dil ucebniho textu Lékatska biologie a genetika je pokracovanim dilu prvniho, ve kterém byly
popsany zakladni poznatky formalni genetiky, genealogie, buné¢ného cyklu, jeho regulace a pfenosu
signalu, bunééného déleni a cytogenetiky. Druhy dil se soustiedi na vybranou problematiku molekularni
genetiky, onkogenetiky, genetiky vyvoje, vrozené vady a teratogenezi a interakci gend a prostiedi.

Rychle se rozvijejici obor genetiky pfinasi stale velké mnozstvi poznatkd, které nelze studentim
predkladat v plné §iti. Soustfedili jsme se proto predev§im na poznatky vyznamné z hlediska studia
mediciny a budouci klinické praxe. Studium tohoto oboru vyzaduje pfedevsim porozuméni obecnym
principtim (nikoli mechanické nauceni), pochopeni souvislosti z riznych kapitol a schopnost aplikace
poznatkl v praxi. Pro uspésné studium jsou dilezité prednasky a prakticka cviceni, které upozoriuji
na vyznamné souvislosti a pfinaseji nejnovejsi poznatky, které neni mozné, vzhledem k rychlému rozvoji
oboru, v¢lenit do pisemnych ucebnich textu.

Doporucena literatura a internetové zdroje informaci:
Seda O., Liska F, Sedovd L.: Aktudini genetika — http://biol.lf].cuni.cz/ucebnice/
Seda O., Sedova L.: Genomika v mediciné —http://biol.If].cuni.cz/extensions/GenomikavMedici-ne
/index.html
Goetz P. et al.: Vybrané kapitoly z lékarské biologie II, Karolinum Praha 2002
Strachan T., Read AP.: Human Molecular Genetics 3, 2004
Online Mendelian Inheritance in Man (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=0OMIM)

Prejeme vam uspésné zvladnuti studia biologie a genetiky a vyuziti ziskanych poznatkli v dalsich
preklinickych a klinickych oborech mediciny a ve vasi budouci praxi.

Autofi dékuji prof. MUDr. Radimu Brdickovi, DrSc. a doc. RNDr. Petru Pikalkovi, CSc. za vysoce
kvalifikovanou recenzi uc¢ebniho textu. Podékovani patti také RNDr. Klafe Bobkové, Ph.D. za vyhoto-

veni obrazové dokumentace pro kapitolu Molekularni genetika.

Autori
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7/ Molekularni genetika

7.1 Uvod do molekularni genetiky

Mezi genetiky prevladala pomérné dlouhou dobu domnénka, ze hmotnym nositelem genetické in-
formace jsou bilkoviny, které pro tuto funkci mély vSechny predpoklady jak diky svému vysokému
polymorfismu, tak i znamému ptisobeni. Pivodné Griffith a pozdéji O. T. Avery (1944) a jeho spolupra-
covnici dokazali, Ze nositelem genetické informace je deoxyribonukleova kyselina (DNA) uspésnym
pokusem transformace (viz Kapitola 7.11). Zasadni vyznam nukleovych kyselin (NK) pro genetiku byl
uznan po objevu struktury DNA J. D. Watsonem a F. H. G. Crickem v roce 1953.

7.1.1 Nukleové kyseliny

Deoxyribonukleotidova kyselina (DNA)

Molekuly DNA se u eukaryot nachdzeji v chromosomech jadra a mitochondrii (a chloroplastti u rost-
lin). DNA je polymer skladajici se ze zakladnich jednotek zvanych nukleotidy. Kazdy nukleotid se sklada
ze tii ¢asti: cukerna slozka 2'-deoxyribosa (pentosa), purinova nebo pyrimidinova base a zbytek kyseliny
fosforec¢né. Nukleotidy obsahuji jednu ze ¢ty basi odvozenych od pyrimidinu: thymin, cytosin (T, C)
nebo purinu: adenin, guanin (A, G). Komplex cukerné slozky a base se nazyva nukleosid (Obr. 7.1a, b).

Pyrimidiny
NH> 0 0
ﬁi N HsC A
N"~0 N&O N&O
H H H
Cytosin Uracil Thymin
Puriny
NH2 0]
N RN N
Ld (L
y N N™ >N~ “NH,
Adenin Guanin

Obr. 7.1a Dusikaté base
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/N =N
<NfN/)

Obr. 7.1b Stavba nukleotidu

Nukleotidy jsou spojovany v polynukleotidovy fetézec 3'-5' fosfodiesterickou vazbou, coz zname-
na, ze 5’ uhlik deoxyribosy je spojen se zbytkem kyseliny trihydrogenfosforecné, ktera je ve vazbe s 3’
uhlikem pentosy nésledujiciho nukleotidu. Polynukleotidovy fetézec DNA ma na jednom konci volny 5’
trifosfat, ozna¢ovany jako 5’ konec DNA, na druhém konci je volna 3" hydroxylova skupina, tzv. 3’ konec
DNA. V zapisech se obvykle uvadi konec 5’ nalevo, konec 3’ napravo. Linearni potadi (sekvence) basi
v DNA (primarni struktura) koduje genetickou informaci. Tato sekvence se zapisuje ve sméru 5" — 3. Pii
zapisu sekvence sousednich basi, napt. v ptipad¢ CpG ostravkd, se vklada mezi oznaceni basi pismeno p
(fosfodiesterova vazba), aby bylo zfejmé, Ze se jedna o sekvenci basi na stejném vlakng. Zapis CpG tedy
znamena, ze cytidin je vazan se sousednim guanosinem na stejném vlakné DNA, nikoliv vodikovymi
mustky s guaninem na komplementarnim fetézci DNA.

Molekula DNA muze byt rizn€ dlouhd. Maximalni pocet moznych riznych sekvenci purinii a py-
rimidint v polynukleotidu je 4°, kde n je pocet nukleotidl. Napiiklad DNA obsahujici 6 basi, miize byt
uspofadana do 4° = 4096 riznych sekvenci.

Molekula DNA ma charakteristickou tfirozmérnou strukturu zndmou jako dvojita Sroubovice (double
helix). Sklada se ze dvou polynukleotidovych fetézct, které jsou navzajem vazany vodikovymi mistky
mezi purinovymi a pyrimidinovymi basemi (dsDNA — double stranded DNA). Pater fetézce DNA tvorti
komplex pentosa — fosfat a do centra helixu sméfuji purinové nebo pyrimidinové base. Mezi obéma
fetézci DNA dochazi ke komplementarnimu parovani purini s pyrimidiny a tim ke stabilizaci interakce
vodikové miistky. Retézce ve dvojité Sroubovici jsou antiparalelni (smér 5’ — 3’ jednoho fetézce je opad-
ny k druhému fetézci), jen v tomto uspoiadani vytvareji stabilni helix (Obr. 7.2.). Na Sroubovici DNA
Ize rozeznat velky a maly zlabek, které jsou dulezité pro interakci s proteiny regulujicimi replikaci DNA
a expresi genetické informace.

Pentosofosfatova
kostra

Dusikaté A 7\ Vodikové
base mustky

Obr. 7.2 Dvousroubovice DNA
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DNA se vyskytuje v riiznych formach v zavislosti na riznych podminkach. Nejcasté&ji se vyskytuje B
forma, pravotoc¢iva Sroubovice (pro predstavu: to¢ité schody, po kterych pii sestupu zahybame vpravo).
Jinou pravotocivou formou je forma A, kterd ma kompaktné&jsi strukturu. Jsou znamy i levotocivé formy
(C,D, E, Z) DNA, avsak biologicky vyznam riznych forem DNA znam neni.

Ribonukleova kyselina (RNA)

Mezi strukturami RNA a DNA existuji nékteré dilezité rozdily. Cukernou slozku RNA tvoii ribo-
sa a pyrimidinova base thymin je nahrazena uracilem (U), ktery se paruje s purinovou basi adeninem.
Kromé¢ toho molekula RNA vétSinou existuje jako jednovlaknova struktura, netvoti dvojitou Sroubovici.
Je vSak mozné, ze se vyskytne parovani basi mezi komplementarnimi ¢astmi fetézce RNA a vytvofi se
kratké dvouvlaknové oblasti (napf. u tRNA). V nékterych typech RNA se vyskytuji tzv. minoritni base
(napf. pseudouridin, dihydrouridin, inosin aj.).

V zivych bunkach se vyskytuji tfi zakladni typy RNA — mRNA (messenger, mediatorova), rRNA
(ribosomalni) a tRNA (transferova). VSechny vznikaji procesem transkripce z DNA. Mediatorova
RNA vznika transkripci gend, které kdduji proteiny za ticasti enzymu RNA-polymerasy II. mRNA fun-
guje jako templat pro syntézu proteinu v procesu translace. Transferové RNA jsou malé molekuly
(74-95 nukleotidt), které prenaseji aminokyseliny k proteosyntetickému aparatu buiiky. V plosném po-
hledu maji charakteristickou strukturu trojlistku (Obr. 7.3), ktera je zplisobena parovanim basi v kom-
plementarnich oblastech fetézce a vytvorenim kratkych dvouvlaknovych useka. Pro tRNA je ptiznaény
obsah minoritnich basi. Na molekule tRNA Ize tak rozlisit:

1. akceptorové rameno se sekvenci nukleotidtit CCA na 3'konci fetézce, které vaze aminokyseliny;

2. rameno obsahujici dihydrouracil, neobvykly pyrimidinovy nukleotid — D — klicka;

3. antikodonové rameno se sekvenci 3 nukleotidd, které tvoii antikodon zodpovédny za vazbu s kodo-
nem v mRNA;

4. variabilni rameno, které se vyskytuje pouze v nékterych RNA (V klicka) (variabilni je velikost klicky
a typ zatfazené base);

5. rameno, které obsahuje modifikovany nukleotid pseudouracil — Psi (W) klicka.

Presnéjsi obrazek molekuly tRNA Ize ziskat zobrazenim tfidimenzionalni (3D) struktury (Obr. 7.4).

3'-konec

A
g Akcept :

C ceptorové rameno
5'-konec P

Pseudouridinové
Dihydrouridinové rameno

rameno 3/ P-klicka
D-klicka \6

Antikodonové
rameno

V-klicka

KAntikodon

Obr. 7.3 Schéma sekunddrni struktury tRNA
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Obr. 7.4 3D struktura tRNA

Ribosomalni RNA je spolu s proteiny soucasti makromolekuldrnich struktur zvanych ribosomy.
Na ribosomech probiha proteosyntéza za ticasti celého komplexu proteini a molekul RNA. V lidském
genomu je zna¢né mnozstvi rRNA genti vétSinou tandemove usporadanych ve velkych skupinach.

Kromé zakladnich typt RNA Ize v eukaryotickych buiikach nalézt i dalsi molekuly RNA: snRNA
(small nuclear RNA), coz je heterogenni soubor malych jadernych molekul RNA, dale snoRNA (small
nucleolar RNA) — soubor malych molekul RNA v jadérku, miRNA (microRNA) a siRNA (small in-
terfering RNA). Vétsina z nich se podili na procesu realizace genetické informace. Jejich funkce bude
postupné objasnéna v dal$im textu.

7.1.2 Replikace DNA

Replikace je proces odehravajici se v S fazi bunééného cyklu, kterym bunika vytvaii kopie DNA pred
naslednym rozdélenim. DNA je kopirovana enzymy, DNA-dependentnimi-DNA polymerasami, které
syntetizuji novy fetézec komplementarni k ptivodnimu fetézci DNA vzdy ve sméru 5" — 3'. Replikace
je semikonzervativni proces, coz znamena, ze kazda kopie DNA obsahuje jeden fetézec plivodni a jeden
nove syntetizovany. U eukaryot je DNA syntetizovdna za ucasti péti DNA-polymeras oznaCovanych
feckymi pismeny (o, B, v, 0, €). Replikace musi byt velmi presna, nebot’ i mala chyba mize zptsobit
zménu nebo ztratu dulezité genetické informace. To je zajistovano schopnosti DNA-polymeras prohle-
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davat novy fetézec a 3' — 5’ exonukleasovou aktivitou odstrafiovat §patn¢ zatazené base a nahrazovat je
spravnymi basemi (kontrolni ¢teni — proofreading).

V prabéhu replikace se Sroubovice DNA postupné rozvinuje piisobenim enzymi topoisomeras ¢imz
vznikaji useky jednovlaknové DNA pfistupné replikaci (oba fetézce slouzi jako templaty). Rozvinovani
zacina v tzv. replikacnim zacatku (replication origin) a postupuje v obou smérech podél molekuly DNA.
Replikaéni pocatky obvykle obsahuji sekvence bohaté na pary nukleotidi nesoucich adenin a thymin.
Oblast, ve které se DNA rozvinula a probihd zde syntéza nového vlakna se nazyva replikaéni vidlice.
V replikacni vidlici probihaji nasledujici déje: enzymy helikasy dokoncuji rozvinovani DNA a dochazi
k separaci obou vlaken DNA. Po oddéleni vldken se na né€ piipojuji proteiny SSB (single strand binding),
které stabilizuji jednovlaknové struktury a zabranuji opétovnému vytvoreni helixu. Na obou vlaknech
za¢ina syntéza nového fetézce DNA ve sméru 5" — 3'. Vzhledem k tomu, Ze ptivodni vlakna jsou an-
tiparalelni uplatituje se na nich mirn¢ odlisSny mechanismus replikace. Vlakno, které je syntetizovano
podle vlakna s orientaci 3" — 5’, je replikovano kontinualné a oznacovano jako vlakno vedouci (lea-
ding). Druhé vlakno, oznacované jako opozd'ujici se vlakno (lagging strand), je syntetizované v opacném
sméru a proto diskontinualné po tisecich zvanych Okazakiho fragmenty. DNA-polymerasy, na rozdil
od RNA-polymeras, vyzaduji 3’-hydroxylovy konec ptedchazejiciho nukleotidu k pfipojeni dalsiho nuk-
leotidu a nemohou proto zahajit syntézu de novo. Proto je proces replikace zahdjen enzymem prima-
sou, coZ je RNA-polymerasa, ktera na pocatku replikovaného tuseku vytvori kratky isek RNA (primer).
Na jeho 3’ konec mtize DNA-polymerasa pfipojit prvni nukleotid.

DNA-polymerasa a syntetizuje opozd’ujici se vldkno a DNA-polymerasa & vlakno vedouci. DNA-
polymerasa [ a €, ale i O se GcCastni opravnych procesit DNA (excise base nebo nukleotidu) a DNA-
polymerasa vy replikuje mitochondrialni DNA (mtDNA) a rovnéz ma schopnost opravovat mtDNA.
Koneénym krokem je odstranéni primert ribonukleasou. Vznikla mezera je doplnéna pisobenim DNA-
polymerasy a Okazakiho fragmenty jsou spojeny ptisobenim enzymu DNA-ligasy (Obr. 7.5).

Vzhledem k tomu, ze eukaryotické chromosomy jsou velmi dlouhé¢, probiha replikace DNA z mnoha
zacatka. Tvorba replikacni vidlice postupuje obéma sméry a vytvaii replikac¢ni bubliny, az se navza-
jem spoji. DNA replikovana z jednoho zacatku se nazyva replikon. Typicka sav¢i buitka mize mit
50-100 000 replikonii. Kazdy replikuje usek dlouhy 40-200 kb (kilobasi, 1 kb = 1000 basi). Pti repli-
kaci linedrni DNA eukaryotickych chromosomt vzniké na 5’ konci opozd’ujiciho se vlakna problém.

Diskontinualni replikace (opozd'ujici se vlakno)
Okazakiho fragmenty

e
DA
0
*e

........... 55 Helikasa Topoizomerasy

..
..
..
..
..
..
.
-----
.
..
..
..
..
et

DNA-polymerasa

Stabilizujici proteiny
Kontinualni replikace (vedouci viakno)

Obr. 7.5 Replikace DNA
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RNA templat

TTAGGGTTAGGE
AATCC

Prodlouzeni sekvence DNA

Posun telomerasy

TTAGGGTTAGGGTTAGGH
AATCC ,

Obr. 7.6 Funkce telomerasy

Po odstranéni koncového primeru neni mozno tuto sekvenci na opozd'ujicim se vlakne doplnit (neni zde
3'-hydroxylovy konec). Proto se koncovy usek DNA, telomera, zkracuje po kazdé replikaci. Telomera
je specializovana struktura, ktera obsahuje DNA a proteiny. DNA se v této oblasti sklada z tandemove
usporadanych repetitivnich sekvenci, u cloveka je to sekvence 5’ TTAGGG 3’ (3—-20 kb). Kromé toho 3’
konec vedouciho vlakna pfesahuje svou telomerickou sekvenci 5’ konec opozd'ujiciho se vlakna. Zkra-
ceni telomer u diferencovanych bunék (na ur¢itou délku) ma za nasledek bud’ smrt buiiky nebo zastavu
replikace. U bunék v embryonalnim obdobi fesi problém koncové replikace komplex zvany telomerasa,
ktery kromé proteinii a enzymu (forma reverzni transkriptasy — RNA-dependentni-DNA polymerasa)
obsahuje molekulu RNA. Molekula RNA se ¢astecné vaze na repetitivni sekvence vedouciho vlakna
a slouzi jako templat pro rozsifeni vedouciho fetézce. Nové rozsifeny vedouci fetézec pak slouzi jako
templat pro replikaci 5" konce opozd'ujiciho se vlakna. Telomerasa je aktivni pfedevsim v butikach v em-
bryonalnim obdobi, v postnatalnim obdobi pak v nékterych bunkach malignich (Dil I; Kap. 8) (Obr. 7.6).

7.1.3 Geny

Definice genu prodélala urcity vyvoj a neni jednoduché ji formulovat. Geny Ize definovat jako jed-
notky genetické informace, jako iseky DNA (RNA u RNA virit), ve kterych ¢ast nebo cela sekvence
koéduje v konecné fazi exprese specificky protein. Existuji vSak geny, kde koneénym produktem neni
bilkovina, ale nekddujici RNA (napt. rRNA, tRNA a dalsi).

U vyssich organismi véetné ¢loveka (Obr. 7.7) je kodujici informace genu usporadana do série
usektit DNA, kter¢ se nazyvaji exony. Exony jsou separovany Useky nekodujicich sekvenci, zvanych
introny. Pocet a délka exontl i intronti velmi kolisa, avSak délka intront je obvykle mnohem vétsi nez
délka exont.

Soucasti genu jsou i regulacni oblasti, které fidi zahajeni nebo zastaveni urcitého procesu, napft. ex-
prese genetické informace. Zde ma zasadni vyznam tzv. promotor, isek DNA, ktery je ulozen smérem
k 5" konci vlakna DNA od mista po¢atku transkripce (uziva se termin proti proudu z angl. upstream, po-
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1 Exon1 Exon 2 Exon 3
Promotor Intron 1 Intron 2 A
I — — —~
Gen 5] | ATG] [cT__AG] [cT AG] YN sur R

Iniciacni kodon Polyadenylacni signal

Obr. 7.7 Eukaryotni gen
UTR — netranslatovand oblast
+1 — pocatek transkripce

dobné existuji sekvence ulozené po proudu, z angl. downstream, smérem k 3’ konci). Promotor obsahuje
specifické, tzv. signalni sekvence, které jsou rozpoznavany transkripénimi faktory (proteiny) a jejich
prosttednictvim RNA-polymerasou. V zavislosti na jejich vazbé je nasledné zahajena (nebo zastavena)
transkripce genu. Tyto signalni sekvence jsou vysoce konzervované, coz znamena, Ze jsou stejné nebo
velmi podobné u riznych zivocisnych druhti. Souvisi to s jejich vyznamnymi funkcemi, nebot’ mutace
signalnich sekvenci maji pro buiku vazné disledky a proto jsou z evolu¢niho hlediska fazeny mezi za-
kazané mutace (mutacné evolu¢ni mechanismy).

Velikost gentl je rtizna, kolisa v rozsahu od méné nez 100 part basi (bp — base pair) az po nékolik milionti
bp. Vétsina gent je na chromosomech rozlozena nerovnomérné, nékteré vsak existuji ve skupinach (cluster).
Tyto geny jsou si vice ¢i mén¢ podobné a vytvareji tzv. genové rodiny. Genové rodiny vznikly v pribéhu
evoluce mechanismem opakovanych duplikaci pivodniho genu a naslednym rozriznénim vlivem mutaci.

7.1.4 Exprese genetické informace

Metabolismus organismi, jejich schopnost riistu a reprodukce se skladaji z tisict biochemickych reak-
ci katalyzovanych enzymy. Kazdy enzym se sklada z jednoho nebo vice polypeptidi. Dalsi polypeptidy se
podileji na struktute bun€k a organismi nebo maji regulacni funkci a podileji se na transportu latek. V poctu
gend se organismy vyznamné lisi, zakladni genetické zakonitosti exprese gentl jsou ale v principu univer-
zalni, ovSem s odchylkami, které vznikaly a fixovaly se v pribéhu miliony let trvajiciho vyvoje druh.

Geneticka informace v DNA je dana sekvenci basi. Proces, kterym se tato informace stava pouzi-
telnou pro bunku se nazyva exprese genu. Crick tento proces popsal jako centralni dogma pienosu
genetické informace ve sméru DNA — RNA — protein.

l
DNA

Toto jednoduché schéma predstavuje vysoce komplexni proces, ktery je vysledkem regulacnich ak-
tivit celé fady proteind. Je tieba ho doplnit 0 moznost reversni transkripce — pienosu informace z RNA
do DNA, ktera byla poprvé pozorovana u retrovird. Bylo vsak zjisténo, ze i eukaryotické bunky obsahuji
sekvence DNA, které koduji enzymy reversni transkriptasy. Reverzni transkripei zralé mRNA vznika
tzv. cDNA (complementary DNA).

7.1.4.1 Transkripce

Transkripce je proces piepisu informace z DNA do molekuly RNA. Obvykle je piepisovano pouze
jedno vlakno DNA, nazyva se pracovni vlakno (antisense strand, templat, nekddujici, negativni, -DNA).
Komplementarni vlakno se nazyva pamétové (sense strand, kodujici, pozitivni, +DNA). Oba fetézce
vSak mohou slouzit jako templaty, coz znamena, Ze rizné geny mohou byt pfepisovany z riznych retézci
DNA. Syntéze RNA ptedchazi rozvinuti lokalniho segmentu DNA nutné pro zpfistupnéni pracovniho
tetézce (transkripcni bublina). RNA je syntetizovana enzymy zvanymi DNA-dependentni-RNA polyme-
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rasy jako fetézec komplementarni k pracovnimu vlaknu DNA. Sekvence basi RNA je shodna se sekvenci
basi v pamétovém vldknu DNA s tim rozdilem, Ze misto thyminu je zatfazovan uracil (komplementarni
k adeninu). Transkripce probihé vzdy ve sméru 5" — 3’ podobné jako replikace DNA. V priibéhu tohoto
procesu vznika hybrid RNA — DNA. Vysledkem piepisu je primarni transkript, ktery je posléze mo-
difikovan do podoby zralych molekul RNA.

Na transkripci se u eukaryot podileji 3 RNA-polymerasy (I, 11, I1I), mirné se odlisuji ve svych funk-
cich a kazda prepisuje specifickou sadu genti. RNA-polymerasa I pracuje v jadérku a transkribuje geny
kodujici pre-RNA pro ribosomalni RNA (rRNA) 188, 28S, 5.8S.

Enzym RNA-polymerasa II piepisuje geny, které koduji proteiny a urcité druhy snRNA. RNA-poly-
merasa I11 katalyzuje transkripci sady kratkych gent, které koduji tRNA a 5S rRNA.

Zahajeni transkripce genti kodujicich proteiny je umoznéno vazbou komplexu proteinti, mezi néz
nalezi transkripcni faktory (TF) a RNA-polymerasa II na promotor genu. Transkripcni faktory se vazi
na signalni sekvence DNA v promotoru, navadéji RNA-polymerasu II do spravné pozice, dochazi k jeji
aktivaci a tak je zahajena transkripce. Transkripéni faktor se obvykle vaze na oblast obsahujici sekvenc-
ni element DNA zvany TATA box. Jeho ndzev vyplyva z vétsiho poctu T a A v sekvenci dané oblasti
(TATAAA). TATA box je signalni sekvence umisténa ptiblizné 25 bp proti proudu (—25 bp) od mista
zacatku transkripce (coz je obvykle nukleotid A v pozici oznacené jako +1). Jeho funkei je lokalizovat
RNA-polymerasu ve spravné pozici na startu transkripce. Pfipojeni RNA-polymerasy k TATA boxu se
uskutecnuje pomoci specifickych transkripcnich faktort TFIIA, TFIIB a dalSich.

Pro stimulaci nebo inhibici transkripce mohou geny vyuzivat i jiné iniciacni signdlni sekvence s po-
dobnou funkei. Jsou to napt. CCAAT (nazyvana CAT box — koci¢i krabicka) box, umistény v pozici =70
az —80 bp, nebo sekvence bohaté na CG (tzv. CpG ostrivky) lokalizované ptiblizn¢ 100 bp proti proudu.
CG boxy se Casto vyskytuji u gend, které nemaji TATA box (napf. housekeeping geny — mezi které patii
napt. geny kodujici histony, ribosomalni proteiny a dalsi).

Transkripce je ukoncena dosud ne zcela jasnym mechanismem, vlivem terminac¢niho signalu, ktery je
umistén na 3’ konci za kodujici sekvenci genu. V terminaci transkripce hraje ulohu sekvence AAUAAA ozna-
¢ovana jako polyadenylacni signal, ktera podminuje $t€épeni RNA v kratké vzdalenosti za timto signalem.

Postranskripéni Gpravy

Transkripci genu kodujiciho protein vznika prekursorova mRNA, tzv. heterogenni jaderna RNA
(hnRNA) (primarni transkript), ktera obsahuje sekvence exonti i intronti. Musi proto byt nasledné upra-
vena do zralé formy procesy, které jsou oznacovany jako posttranskripéni Gipravy. Mezi né patii sesttih
a modifikace 5" a 3’ konce fetézce.

Sestiih (Splicing)

Sestiih je proces, kterym jsou z pre-mRNA odstranény nekodujici sekvence, introny. Zaroven do-
chazi k spojeni exontl, takze ve zralé mRNA je obsazena kontinualni informace pro syntézu proteinu.
Sestiih musi byt velmi pfesny, mala odchylka v napojeni exond miize vést k odlisnému cteni genetické
informace a tvorb¢ odlisného proteinu, mnohdy nefunkéniho.

Sesttih zavisi na pfitomnosti konzervovanych signalnich sekvenci, ulozenych na zacatku a konci
intronu. Ve vEtSin€ gentl jsou na prvnich mistech 5’ konce intronu nukleotidy GT (v mRNA GU) a na po-
slednich dvou mistech jeho 3’ konce AG (GT — AG pravidlo). Tyto sekvence jsou vSak soucasti veétsi
oblasti signalnich sekvenci na obou koncich intront.

Kompletni signalni sekvence 5’ konce je S’AGGTAAGT 3’, 3" konce je 5' YYYYYYNCAG 3’ (Y = pyrimidin, N = jakykoliv
nukleotid). Kromé toho se ve vzdalenosti 10—40 basi proti proudu od AG 3’ konce intronu vyskytuje dalsi signalni sekvence,
5'CURAY 3, ktera je nazvana ,,vétvici sekvence® (branchpoint) (R = purin). Sestiih se odehrava ve dvou krocich. Nejdtive se
vytvori smycka, kdy se 5’ konec intronu $tépi a vaze na vétvici sekvenci a ve druhém kroku je intron rozstépen za nukleotidem

G v sestfihovém misté 3’ a tim vystépen.
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Sesttih je zprostfedkovan komplexem molekul RNA a proteintl, ktery se nazyva spliceosom. Spli-
ceosom se sklada z péti typti snRNA (small nuclear RNA) oznacovanych Ul, 2... (jsou bohaté na uridin)
a vice nez 50 proteinti. Kazda snRNA se ptipojuje na specificky protein a tvoii malé partikule — nuklearni
ribonukleoproteiny (snRNP — small nuclear ribonucleoprotein). Spliceosom je zodpovédny za vytvoireni
konformace mRNA vhodné pro sestiih, katalyzuje vystfizeni intront a napojeni (ligaci) exont. Kromé
tohoto zptisobu existuji i jiné mechanismy sestiihu.

Modifikace 5" konce mRNA

Modifikace 5’ konce eukaryotickych mRNA spociva ve vytvoreni tzv. ¢epicky (cap), tj. pfidani modi-
fikovaného nukleotidu 7-methylguanosinu (m’G). Nejprve je pfidan GTP (guanosintrifofat) neobvyklou
vazbou 5" — 5" na prvni nukleotid mRNA a pot¢ je pfipojena skupina ~CH, na guanin. Cepicka chrani
mRNA pted degradaci 5" konce pisobenim exonukleas v cytoplasmé, usnadiuje transport mRNA z jadra
do cytoplasmy a zaroven umoznuje rozpoznani startovniho mista mRNA v ribosomu.

Modifikace 3" konce mRNA

Vétsina eukaryotickych mRNA je na 3’ konci modifikovana piidanim sekvence asi 250 adeninti (poly
A konec) (Obr. 7.8). Polyadenylace vyzaduje pfitomnost signalnich sekvenci, mezi néz patii zejména
5'AAUAAA 3’ v blizkosti 3’ konce pre-mRNA. Na tyto sekvence se vazi specifické proteiny a vytvofi
komplex, ktery stépi mRNA ve specifickém misté, které je lokalizovano 15-30 nukleotidil za signalni
sekvenci po proudu. Poté enzym poly(A)polymerasa pripojuje adeniny k 3’ konci molekuly. Modifikace
pravdépodobné chrani mRNA pted enzymatickou degradaci kodujici sekvence od 3’ konce, usnadnuje
transport mRNA a translaci.

Zrald upravena mRNA je exportovana do cytoplasmy, kde slouzi jako templat pro syntézu proteint.
Na rozdil od rRNA a tRNA je mRNA pomérné nestabilni, pfeziva neporusena asi 6 hodin, jen nékteré
mRNA (napt. kodujici globin) pfezivaji mnohem déle.

*1 Exon1 Exon 2 Exon 3
Promotor A Intron 1 Intron 2
Gen 577 | ATG IcT___Ac] leT AG] AATAAA 3'UTR 3
Iniciaéni kodon Polyadenylac¢ni signal
ﬂ Transkripce
Primarni transkript 5 S GU__AG] leu AG| AAUAA 3
ﬂ Uprava §' konce Cepickou Stépeni endonukleasovym komplexem
pre-mRNA 5 [ IESS [GU___Aq] Jcu AG] AAUAA 3
Cepicka
Polyadenylace 3'konce
pre-mRNA 5 [ IATS GU__Aq] [cU AG[ 3
. 15-30 nukleotidl asi 250 adeninl
Sestiih
mRNA 5 IS ] g

Obr. 7.8 Transkripce a postranskripcni upravy eukaryotniho genu
UTR — (Untranslated Region) netranslatovana oblast na 5 a 3 konci genu
I - kodujici sekvence
+1 — zacatek transkripce
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Molekula tRNA vznika transkripci gend, které jsou ve skupinach umisténé na riznych mistech geno-
mu. Geny pro tRNA existuji v mnoha kopiich, coz odrazi skute¢nost, ze bunka potiebuje velké mnozstvi
téchto molekul (u ¢lovéka jsou tRNA geny seskupené do 46 genovych rodin). Priméarni transkript, pre-
tRNA, je u eukaryotnich bun¢k upraven sestfihem, kdy je odstranén kratky intron a pfipojena sekvence
CCA na 3’ konec fetézce.

rRNA molekuly vznikaji transkripci gentl, které existuji v mnoha kopiich na kratkych raméncich
akrocentrickych chromosomil v oblastech nukleoldrnich organizatorti. Sekvence 28S, 18S a 5,8S jsou
ulozeny v rameci jedné transkripcni jednotky, kterd existuje v mnoha kopiich separovanych od sebe krat-
kymi neptepisovanymi oblastmi. RNA-polymerasa I transkribuje pouze jednu molekulu pre-RNA. Pri-
marni transkript podléha stépeni na n¢kolika mistech a specifickym modifikacim basi za G¢asti molekul
snoRNA. Tim jsou vytvoieny zralé molekuly 18S, 5,8S a 28S rRNA. Primarni transkripty jsou u riiznych
eukaryot rizné dlouhé, coz je dano ptitomnosti nekodujicich sekvenci mezi sekvencemi pro rRNA. Tyto
nekodujici sekvence se nazyvaji mezerniky (spacer).

Separatné je transkribovana 5S rRNA enzymem RNA-polymerasa 111, vznika transkript o délce 121
basi, ktery neni dale upravovan. Geny pro 5S rRNA se nachéazeji v riznych oblastech genomu.

7.1.4.2 Translace

Translace je proces syntézy proteint, pfi némz je vyuzita informace v mRNA k zajisténi spravného
poradi aminokyselin v proteinu. Zrala mRNA migruje do cytoplasmy a v komplexu s ribosomy a dalsi-
mi slozkami tidi syntézu polypeptidl. Translatovany jsou pouze centralni ¢asti mRNA, na 5’ a 3’ konci
zustavaji useky, které translaci nepodléhaji (5" UTR a 3’ UTR — untranslated regions) (Obr. 7.7 a 7.8).
Kli¢ovou ulohu hraji molekuly tRNA, které dopravuji aminokyseliny na ribosom a zafazuji se na sprav-
na mista mRNA, kterd rozeznavaji na principu komplementarity mezi antikodonem tRNA a kodonem
mRNA. Pfed zahajenim translace vSak musi byt nejdiive aminokyseliny aktivovany (prostiednictvim
ATP) a poté pomoci enzymi (aminoacyl-tRNA syntetasy) ptipojeny na 3’ OH konec odpovidajici tRNA.
Proces translace se odehrava na ribosomech. Ribosomy se vyskytuji ve velkém mnozstvi v bunééné
cytoplasmée jako volné organely nebo vazané na endoplazmatické retikulum. Kazdy ribosom se sklada
z velké (60S) a malé (40S) podjednotky, celkova velikost eukaryotniho ribosomu je 80S (Svedbergovy
jednotky). Velka podjednotka obsahuje tii typy rRNA: 28S, 5.8S a 5S a piiblizné 50 polypeptidi, mala
podjednotka obsahuje 18S rRNA a vice nez 30 proteinti.

Geneticky kod

Rozlusténi genetického kodu se datuje do r. 1961, kdy bylo pokusy s translaci in vitro zjisténo, ze
vzdy trojice nukleotidu (triplet) kéduje urcitou aminokyselinu (Tab. 7.1).

Tyto triplety se nazyvaji kodony. Ctyfi base v DNA a RNA se mohou kombinovat jako 4°= 64 ko-
donu, které specifikuji 20 aminokyselin, z nichz se skladaji proteiny. Protoze pocet kodont je vétsi nez
pocet aminokyselin, jsou v§echny aminokyseliny s vyjimkou methioninu a tryptofanu kédovany vice
nez jednim tripletem. Geneticky kod se tedy vyznacuje nadbytecnosti a tato vlastnost se oznacuje jako
degenerace genetického kodu. Kodony, které specifikuji stejnou aminokyselinu se nazyvaji synonymni.
Variace mezi synonymnimi kodony se tykaji zejména 3. pozice v tripletu. Degenerace genetického kodu
minimalizuje efekt mutaci. Rozhodujici ulohu maji obvykle prvni dvé base kodonu. Z 64 kodont ko-
duje aminokyseliny 61 kodont, zbyvajici 3 kodony, UAG, UGA, UAA, nekoduji zadné aminokyseliny,
a proto funguji jako signaly ukoncujici translaci. Nazyvaji se termina¢ni kodony nebo stop kodony.
Proteosyntéza je zahajena v mist¢ iniciaéniho kodonu AUG, ktery koduje aminokyselinu methionin.
Inicia¢ni kodon je lokalizovan v nékterém z prvnich exont a urcuje ¢teci ramec sekvence RNA. Kazda
sekvence RNA miize byt ¢tena tfemi soubory kodonti, podle toho, ktera base je vybrana jako zacatek ko-

.....

se nazyva otevieny ¢teci ramec (ORF — Open Reading Frame).
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Tab. 7.1 Geneticky kod

Geneticky kod
SUUU? = Phe SUCU? = Ser SUAUY = Tyr SUGU? = Cys
UUC = Phe UCC = Ser UAC = Tyr UGC = Cys
UUA=Leu UCA = Ser UAA =stop UGA =stop
UUG = Leu UCG = Ser UAG =stop UGG = Trp
SCUUY = Leu SCCU* =Pro SYCAU* = His SCGUY = Arg
CUC =Leu CCC =Pro CAC = His CGC=Arg
CUA=Leu CCA =Pro CAA=GIn CGA=Arg
CUG = Leu CCG =Pro CAG=GlIn CGG =Arg
SAUUY =1le SACU* = Thr SAAUY = Asn YAGUY = Ser
AUC =1le ACC =Thr AAC =Asn AGC = Ser
AUA=1Ile ACA=Thr AAA=Lys AGA =Arg
AUG = Met(start) ACG =Thr AAG =Lys AGG =Arg
SGUU? = Val SGCU* = Ala SGAU® = Asp YGGU* = Gly
GUC = Val GCC =Ala GAC=Asp GGC=Gly
GUA = Val GCA=Ala GAA=Glu GGA =Gly
GUG = Val GCG =Ala GAG =Glu GGG =Gly

Start = start kodon ; stop = stop kodon (terminac¢ni kodon, nonsense — kodon)

Geneticky kod je povazovan za universalni, tzn., ze ho stejnym zptisobem vyuzivaji v§echny orga-
nismy. Z tohoto pravidla vSak existuji vyjimky, které se tykaji zejména mitochondrii a n€kterych jed-
nobunéénych organismi. Napt. v mitochondriich triplet UGA, ktery je obvykle terminacnim kodonem,
koéduje tryptofan, AGA a AGG, které obvykle kdduji arginin, jsou terminacni kodony apod.

Translace se sklada ze 3 fazi: iniciace, elongace a terminace (Obr. 7.9).

Iniciace translace

Prvnim krokem je vazba malé podjednotky ribosomu na mRNA ve specifickém bodé¢, ulozeném proti
proudu od inicia¢niho tripletu AUG (u eukaryot rozeznava ¢epicku na 5’ konci mRNA).

Inicia¢ni tRNA s navazanym methioninem se vaze na triplet AUG. Triplet AUG je rozpoznan jako
u eukaryot oznacovanych zkratkou elF a ¢islem (elF1, 2, 3 atd.) a GTP (guanosintrifosfat) jako zdroje
energie.

Jakmile je dokonc¢ena tvorba inicia¢niho komplexu dochazi k piipojeni velké podjednotky ribosomu.
Kompletni ribosom obsahuje 2 mista pro vazbu tRNA molekul. Prvni misto se nazyva peptidylové misto
(P), pro vazbu tRNA nesouci methionin a vazajici se na AUG, druhé misto se nazyva aminoacylové (A)
ulozené pod druhym kodonem. Molekula mRNA se pohybuje po malé podjednotce az narazi na prvni
triplet AUG.

Elongace

Elongace zacina, kdyz tRNA vstoupi do mista A a paruje se svym antikodonem s druhym kodonem
mRNA. Obé mista jsou obsazena, aminokyseliny jsou v tésném kontaktu a mezi nimi dojde k vytvore-
ni peptidické vazby. Tato reakce je katalyzovana komplexem enzymu (peptidyltransferasy). Methionin
je uvolnén ze své tRNA. Ribosom se pohybuje k dalsimu kodonu mRNA, dipeptid vazany na druhou
tRNA se pfesouva na misto P a misto A se uvolnuje pro dal$i tRNA. Tento postup se opakuje a opét se
pii ném uplatiuje fada proteintl, zvanych elongacni faktory (u eukaryot eEF2, 3...). Inicia¢ni misto je
volné pro vazbu dalsiho ribosomu, takze vznika polysom a mRNA je translatovana nékolika ribosomy
najednou.

19/



a)
Mala podjednotka ribosomu

mRNA

[9)

TR R R IR

cl >

(@)

Met

Mista pro vazbu tRNA

b
) Velkéa podjednotka ribosomu

Asn

c)

Stop kodon

mRNA

Faktor, ktery umozni uvolnéni
proteinu a mRNA z ribosomu

Obr. 7.9 Translace
a) Iniciace
b) Elongace
¢) Terminace

Terminace

Translace probihd, dokud do mista A nevstoupi terminacni triplet. Misto tRNA vstoupi do tohoto
mista protein (releasing factor), ktery zptisobi odpojeni polypeptidu z ribosomalniho komplexu. Odpo-
juje se mRNA a ribosom se rozpada.

Posttranslaéni apravy

K tomu, aby se nové syntetizovany polypeptid stal funkéni prochazi fadou Gprav. Béznou posttrans-
la¢ni upravou je odstranéni prvniho methioninu z N konce polypeptidu. Mezi dalsi patii napt. kovalentni
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