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8a odraZa v aminokyselinovom ?laﬁeni bielkov viny. Zmens hielkoviny je ADriE;

nend zmenou v genetickom kode /mutdéciou/.

Takto sa dokdzalo, Ze zmena v genstickom mﬂtﬂriﬁli /v danom pripade iy,

En Y

ako jeden zmeneny nuklag.

Inym prikladom je dnes u? klasicky ddkaz o tom,
tid je schopny ap8sobit dalekosiahle zmeny vo funkcii bielkovinového retazes

nemoglobinu.
Ako Je zndme, ludsky hemoglobin aa sklads z dvoch @ a dvoch 3 retnzeoy,

Y [} retaszeci v polohe 6 m4 normalny hemoglobin A kyselinu glutsmovi, hemoplip-. =
5in 5, ktory spésobuje mesiadkovitu anémiu, md valin a hemoglobin C, ktory -if
spGsobuje 1ny typ andmie, md lyzin. | ’;;
1 2 3 4 3 5 7 8 =
Hid A Val His Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ejf
HB S Val =
HB C Lys =
Kyaselina glut amovd jJe kodovand tymito tripletmi: GAA,GAG; walin: UUUJEﬁ; '§¥;
GUA, GUG a lyzin: AAA, AAC. Z4menou Jednihc nukleotidu mdie ddjst k zdrmone ami- =E{.
nokyseliny nssgledovne: 3 ;ﬁf
Val .G i‘ﬂ 3 GU G Val ==
Glu g A analogicky § A G Glu s
Lys A A A A G Lys : 7'“4;;;
O tom, Ze mutécia v jednom nukleotide mdZe mat velkd dﬂsleﬁky /ako v prdve _557
uvedenom priklade s hemoglobinom/ si mﬁzeme demunﬁtruvaf na jednoduche j vete  {i¢
z tro jpismenovych alu?, ktoré znie: - : "'" C#mi
TEN DOM MAS AKO SEN | ‘ 1;@5-
Zamenou Jjedne j hlasky dustaneme naslednvnﬁ vetu, ktord i meni{ pdvodny f%%?
obsah: E lgﬁf
-

i
|

TR A T .
LI |I‘I 0
g _| III l.j%-. e
T T Y T v, (PR
[Tt |- ) '::.I i 1 ik

il
il

TEN DYM Mﬁé-axﬂ SEN,

Pomocou mutécif Benzer 8o spulupracﬂvnikml dokdzal, %i kod je tripletovy - -
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14.1 REPARACNE MECHANTZMY

Haprlek tﬂmu Ze DJA akn nasiﬁ genetlck5J 1nfnrméclp Je mﬂlekul

' stahilng, predsa v nej preblehaJﬂ neuatéle zmeny Tletu spod {
v sugnténnnm tautnmernnm preémyku béz
Dapnhﬂniu vﬂnkaJ

a dogt
vajui jednak

B Jednak vtedy,_keﬁ Je DNA vystavensg
éich faktnruv - mutagénav. Mutagﬁny Epﬁgﬁbu&ﬂ na CNA Struk- -

turne zueny, ktnré vedﬂ k:"unne JEJ 1nfnrmaénﬁhn uusahu - Kk mutdcidm alebo -
dnkunca ma jud za nésledﬂk smrf ﬂrganlzmu.
nu je th‘ 55 |
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V Tudakea anmatlckﬂgybunda ﬂa nachédz

rinav na bunku a'ﬂeﬁ sa stré:f z DNA v dﬁsl&dku tepelnéhn
ne j d;arupcle/ H-glykuzldlcknj vﬂzhy
deamindcia cytozinu na uracil. je

lové svetlo zo slnka zass apﬁanbu

medzi héznu a deoxyrlbnznu._Spunténna"

Je- vznlk tyminnvjch.dlméruv Ak predsa ?yﬂkyt

TYpy naJEastEJéich poikoden{ znézup, :__§3f

a 50 o 100 OGU génnv_ Aﬂl 5000 pu_lﬁQ'i?%
pnruéenla /termé1-=awf1£;§

priélnnu zmenenéhn pérﬂvanla béz. Ultraflﬂ‘ - ﬂf




5 £ mnnumerlzuge /obr. 57/. Tento typ nnravy JE velmi preany. letlln aa, ﬁel
F;f; ﬁ:ﬁfpri E.coli a3 ED=% 1etéln3ch pnﬁkudeni pﬁ pﬁanbeni U?—ﬂvetla sa upravuge
. e f.gﬁlﬁdenym mechanlzmum.
ﬁahﬂ ._%%% Fotoreaktivédcia preh;eha.prl véetkjchhnrganlzmﬂch pﬂénuc od baktérli
- - -lmme? Tastliny, Zivo&ichy aZ po &loveka. ”

;if§4f Entureaktlv
 ¢;4qd1tnInéhu svetla s vlnovou dizkou 320—410 nm, ktoré je putrebné na ekt ivé-
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ﬂanténryrh mutacii riie Je pellis vel'ky, zramend to, Ze bunka mu=i ma® ne ja—
Eiﬁ mechanizmy, ktord spisobuju, Ze sa.ofakdvanid frekvencia mutfcif{ zniZs e
= - e = i T d'.'--...-._.--...lu-\_.-ll
-i 1eta mechanlzmy sa Pxnnr]muntnlnﬂ potvrdili a zahriiujeme ich pod pojem oprav-

i é alebo reparadnd prmcpsz
ﬁr_—

T I

Prvoradou udlohou opravnych procesov Je zachovanie intesrity molekuly DNA

g odovzdanie neporufenej informdcie potomastvu. CGasove sa mA%e renardcia odo-
~hrdvat pred replikdciou, v priebehu replikdcie alebo po repliksdcii.
Vysporiadanie s po&kodenim miZe mat tieto podoby:
Predreplikadénid repardciu, ktord zahriuje:

;:reverzlu pofkodenia,
g ndstrénenle no? kﬂdEHlH /éxc131uﬁ

Tolerovanie:

Poreplikadnd reparédciu:

-'rrekﬂmblnﬂfluu

G0S~reparéciou.

14.2 PREDREPLIKACNA REPARACIA

14.2.1% REVERZIE

4

Neizl tento tym nnravy pnéitame.

¢= fntoreakt1véc1u
'iﬁgdealkyléc1u.

aktivdcia

a predatavuae proces munamerlzéc1e dlmﬁrov za pﬂsubenla
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'ihﬁsleduk ako pre bdzy. Pokisl pri ty¥chto procesocch d8 jde k odtrhnutiu alky-
;J:l"'

%1nvﬂneg bdzy, enzymy inzertdzy sd schopné zaplnit chybajucu bézu.

Vysledkom dealkyldcie Jje neporufenéd materskd molekula DNA.
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14.2.2 EXCIZNA REPARACIA

§ 14.2.2.8 Nukleotidovéd excizna reparédcia

%chyhnému retazcu bol “dubry podla ktorého sa chyba opravi. Excizna repars-
ia zahriiuje tieto kroky: |

endanukleéza rozoznd chybnd miestc a na3tiepi polynukleotidovy retazec
" v blizkosti poZkodenia,

exonukledza odstréni nadtiepeny oligonukleotid /tento krok zabezpelije exo

"{;% nukleézové aktivita DNA~polymerézy 1/,

Dﬂﬁ-palymgréza I zepini medzeru podYa druhého reﬁazca

-enzym DNA~1igdza spoji reﬂazce.

= Visledkom Jje neporuleny dvo,jretazec te] molekuly, na ktorej sa zmena
ﬁégdghrala /obr. 58/. Treba tu c¥te poznamenat, Ze excizia exonukleédzou a re-

B

B

p e INCIZIA _ ,

2t (endonukleazal 1

rTTTS reTTTIT Y
r § 1 & 3 1 lj_lil. I I S O

REPARACNA REPLIKACIA
(DNA polymercza 1.)

i ”

T
i itk | | T R O O O

EXCIZIA
(S-exonukleaza)

3 E-mﬂm nﬂﬁ.

T T T T T T AT T T T T T
= B G 0 B O T T O (R i e R
= Obr. 58 Predreplikalné repardcis /excizny mechanizmus/
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inzercia DNA-polymerézou I prebieha simaltdnne. Pri E.coli reinzerciu flﬂﬂﬂ?
do 30 nukleotidov obstardva DNA~polymerdza I /short patch reparicia/ a vAE.
81{ch usekov, okolo 1000 nukleutlduv DNA-polymerdza III /leng thEPIﬂI‘Eparé&a

Uvedeny typ exciznej opravy sa uplatiiuje pri Dﬂ%kndeni které sa "'?ia__':_'_'_.':}_
viac ako jednej bdzy /napr. pri tyminovych diméroch/.

14.2.2.2 Bdzovd excizna repardcia

Je dalsd{ dﬂlehty apdaob opravy v pripade pﬂﬁh“t‘ienlﬂ jedne j bézy. _ﬂ@._,
hrdva sa pomocou enzymu DNA-glykozyldzy. DNA-glykozyldzy su enzymy, ktoré - e
rozoznavaju.zmenend bdzu a- katﬁlyzu,]li Jed hydrolytickd od¥tiepenis 2 LLIE‘LL =
/deoxyribozy/. Produkicm pdsobenia uvedenych enzymov je vznik dvo jretazes = |
s chybajdcou -bdzou. Nukledzy, ktoréd tveria akdsi kontrolné molekuly fnzuzna-
JUi toto miesto a vyStiepia niekoTko nukleotidov pred s po fom. Potom DNA paa
lymerdza /analogicky ako pri predchéddza jicom spAsobe/ doplni pudia ‘*duhréhu“ P g
retazca. chyha,]uce nukleatldy ]1géza 1-::"1 sna 1. s

V poslednom Ease G mahrnmad:tln veln pnznat!cuv o bézmvu-—%peclflﬂkych
- endonukledzach, napr. nadli as Zpecifické enzymy rozuznrdve juce apurinové -
miesto /apurdzy/. Apurézv %tlppla v&zbu medzl dvoma deoxyribozami. Tis er'- :

-----

donukledzy, ktord pdsobiam lern na poZkodent molekulu DNA, nszyvaji as knrek—

Enéd alebo opravné enﬁunukleéz? 8 v lj.teratii 2 sa oznadujd ako cﬂrrendunuclea
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Exc{zna reparﬁcla ,f’nukleutldmvé i héznﬂréz’ je v8eobecny mechﬂﬁ*zn‘ﬂus npra?i_'_:;}._?:
vy DNA a uplatfiuje sa pri. vﬁetkych ;rganlzmﬂnh S
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14.3 TOLEROVANIE POSKODENIA
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BHA pﬂ*yme sz sm nezastavuje na podkedenam materskom retazcl
Bkﬂdﬂﬂ+e vohida? jednym z nasledovnyeh
lectidov GDTGt“_?G@ED&Eu*U len “naspaméﬁ"
o komplement arnu gyntézu pomecou opo-
/pre ayntézu tej dasti, ktors leZi
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necr. Domocou poly A

/cﬂ sdkonite vedie k mutdeidm/, alebo
~zltnﬁha Acdprakeshe ret a?ha ako mahr¢c¢

uﬁrat je to 1wmﬂtagénna rEﬁarécla/

i ktorej ssa do ﬂvakm “eﬁazﬂ navzdjom komplementu ju /replicative

14, 4 POREPLIKACNA OPRAVA

HD % pyrimidinovych dimérov sa EPTEUUJP fo-
zogtane ¥ fﬂﬁaacl DNA

4

uviedli, 2Ze napr.
zvySok exciznou repardcicu. AK predsa
nto prekéZkou pre. gyntézu DNA v dcpraﬁych refa?Hth.

seden dimér, je te
DN4 polymeréza n¢ekngm nukleotidoy pred. na%kudnnim /dimérom/ zagtavi
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14.4.2 SOS~REPARACIA

Mnohé organizmy /baktérie, cicavce/ majﬁ-induﬁnvaternj reparadény mecha-

nizmus nazyvany S0S - reparalény systém, ktory predstavuje strategicky ddle-

Zity spBsob na preZitie kritickych pofikodeni. Vedie fasto k mutdcidm, najmé

vtedy, ked dve poZkodenia /napr. diméry/ sd v retazcoch blizko seba. Najme-

nej jedno z nich je opravené chybne., SOS - reparédcia vyZaduje indukciu pro-

teinov, ktoré sa podielaji na tomto procese. Preto sa &asto nazyva aj induk~
¢nd SOS oprava. Je to teda typ opravy DNA, ktory okrem toho, Ze vyZaduje de

novo proteosyntézu, zahdji svoju &innost &Z po tzv. "SO0S" signdli 2z podkode-
nej DNA. Tento typ opravy Jje za normdlnych okolnosti v 3tandardnom type bun-
ky reprimovany.

Pri SOS-repardcii sa &agto zabudovédvaji do DNA "falo3né" bdzy, lebo
S0S~-polymerdza s velkou pravdepodobnostou nevlastni 3° - 5 ° exonukledzowvi
/korek&ni/ aktivitu. Experimentdlne sa zistilo, Ze pre priebeh SOS-reparéd-
cie je potrebny produkt recA génu, ktory bol najprv v literatidre oznadovany
ako X-protein.

SOS—reparécia sa odohrdva potom, ked u? prebehla excizna reparécia a
predpokladéd sa, Ze Je vo v8&3ine pripadov chybnd /error-prone/, na rozdiel
od excizne]j reparédcie, ktord je v#d&3inou bezchybnd /error-free/. Ale ako sme
uz uviedli aJ chybne opravend DNA poméha organizmu preZit, lebo na dvoch re-
tazcoch neopravené poSkodenia vedd s velkou pravdepodobnostou k smrti bunky
¢1 organizmu,
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14,4.3 ZAVERECNL POZNAMKA

V systémoch, ktoré sme si doteraz popisali, uplatfovali sa dva hlavné
splsoby opravy poikodenej DNA: také, na ktorych sa zUlastfovali kon¥titut{v—
ne enzymy, stdle pritomné v bunke a tych Je vBl8ina a také, ktord vyZadu ju
indukovani syntézu novych enzymovych aktivit /induké&né opravy/.

Uvedend typy oprév DNA nezahrnujui pochopitelne v3etky mo¥nosti = apfHao-
by opravy genetickej informdcie. Suhrnne mo¥no povedat, Ze repara&néd mecha-
nizmy su zloZité procesy na detailnom poznani ktorych sa usilovne bdda.

14.5 VZIAH REPARACIf, MUTACII A RAKOVINY

Povedali sme si, e DNA je molekula relativne stédla, ale ak je vystave-
néd mutagénnym &initelom, odohrdvajui sa v nej rdzne zmeny. Tymto zmeném hovo-
rime predmutadné zmeny. Samy osebe e3te nie sd mutédciami, ale su ich podmien-
kow. Predmutalné zmeny /napr. alkylovand bdza, dimér a i./ su opravovanéd bud
sponténne /dealkylécia/ alebo niektorym z repara&nych mechanizmov, ktoré sme
si popisali. Ak reparéecia prebehne chybne, vedie s velkou pravdepodobnos tou
ku vzniku mutécie. Bunka sa toti% sna%{ zachrénit sa za kaZdd cenu a vlastnu
existenciu zachrafiuje aj za cenu, Ze radfej zmutuje ako zahynie. Ktoasi viipne

definoval mutdciu ako to, %o nestihli napravit repara&né mechanizmy. A nie je
to daleko od pravdy.

AJ vznik niektorych druhov zhubnych nddorov /rakoviny/ sa pripisuje Z1ly=-
haniu, resp. chybnej préci repara¢nych systémov. Inicidcia nédoru viz{ prav-
depodobne v gomatickej mutdcii. Teda Jedna jedind somatickd bunka, ktord nies-
la neopravenéd pofkodenie a v dal%om sa vymanila spod reguldcie delenia, md¥e

byt pri&inou vzniku rakoviny. Nekontrolované, rychle rozmnoZovanie zmutovane ]
bunky vedie k tvorbe né&doru.
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15, CHEMICKA SYNTEZA GENU

15.1 SYNTEZA PCLYNUKLEOTIDOV

Umneléd syntéza nukleovych kyselin, resp, polynukleotidovych retazcov za-
ala sa s Uspechom rozvijat v 50-tych rokoch néds3ho storodia., Umelé polynukleo-
tidy pomohli vyriefit problém genetického kddu, pomohli zodpovedat otédzku me-
chanizmu syntézy DNA a osvetlit niektoré kroky proteosyntézy.

Chemickou syntézou polynukleotidov sa zaoberal americky vedec indického
pOvodu Har Gabind Khorana. Khorana so spolupracovnikmi vyvinul metody pre che-
mickd gyntézu polydeoxyribonukleotidov s presnou sekvenciou nukleotidov.

V Khoranovom laboratoriu sa zaoberali syntézou DNA v bezbunkovom systé-
me za pouZitia syntetického deoxypolynukleotidu ako matrice /templétu/ pre
UONA polymerazu, Vysledky tychto pokusov viedli autorov k intenzivnemu 3tudiu
proteinovej syntézy in vitro a k %tudiu problémov genetického kodu. Je len
pochopitelné, Ze najvy38im cielom, ktory si autori vyty&ili, bola syntéza DNA
so Specifickym poradim nukleotidov.

Metoda, ktord autori pou%ili, musela vychédzat z poznatku, Ze krétke,
chemicky syntetizované polydeoxynukleotidy sd schopné spdjat sa do dvojre=
tazcovych komplexov.

Syntéza polynukleotidu zadina nukleozidom a pokrafuje v smere od 3 -po-
lohy prvého nukleozidu k 5 -polohe dal¥ieho nukleozidu. Tieto dve polohy sa
apajaju fosfodiesterovou vﬁz?uu. Pri tejto syntéze Jje velmi dBleZité bloko-

vat tle substituenty v molekule cukornate] zloZky a bézy /-NH,, -OH/, ktoré

moézu reagovat s fosforyladnym ¢inidlom. I napriek velkému usiliu bolo velmi
tazko zosyntetizovat uvedenym sp8sobom polynukleotid, ktory mé viac ako 20
monomérov /nukleotidov/. Preto rydzo chemické syntézy sa obmedzuji na gynté-
zu krétkych usekov tzv. oligonukleotidov,
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15.2 SYNTEZA GENU PRE ALANIN-t RNA

15.2.1 UVODNA POZNAMKA

V dobe, ked sa zaZala préca na umelej syntéze génu, bola alanin-tRNA Je-
dinou nukleovou kyselinou so zndmym poradim nukleotidov.

Primérnu 3truktiru Ala-tRNA, 1zolovane) z kvasiniek, stanovil Holley
r. 1965 /Holley spotreboval 140 kg kvasnic na izoldciu 1 g tistej mlanin-trans
ferovej RNA/. Ala~tRNA pozostévala zo 77 nukleotidov. O rok neskédr skupins
akademika Bajeva gz Moskvy dedifrovala primérnu 3truktiru valin~transferove,
RNA, ktoré obsahuje 81 nukleotidev.

Toto v3ak nebol jediny ddvod, prefo sa autori dali do tejto zdlhavej a
namahave] préce. Rozhodnutie syntetizovat gén bolo podmienend predovietkym
faktom, Ze sekvencia deoxynukleotidov v géne sa mb¥e priamo odvodit 2o sek-
vencie ribonukleotidov v tRNA.

= 15.2.2 PLAN SYNTEZY GENU

Je znéme, Ze tranaferované RNA maju vyznamnyd dlohu pri biosyntéze biel-
kovin, Ich dfleZitost zvy3uje fakt, %e sa dostédvajui do styku jednak s nukleo-
vymi kyselinami /mRNA/, jednak s aminokyselinami.

Ako sme uZ uviedli, pri syntéze pénu autori vychédzali z primdrne]j Struk-
tury tRNA. V rokoch 1965-1967 zosyntetizovali dva icosa~-deoxyribenukleotidy,
ktoré obsahovali 20 nukleotidov. Tieto dva retazce boli ¢iastodne komplemen-
tdrne a spolovice sa prekryvali ako to ukazuje schéma:

Ked v roku 1967 bola objavena ligdza, enzym, ktory spdja menZie Useky
do celistvého retazca, bolo potrebnd definovat minimdlnu di¥ku oligonukleoti-
dovych retazcov, ktoré tento enzym je schopny spéjat. Vysledky ukdzali, Ze gu
to tetranukleotidy.

Uvedené vysledky boli néddejné, a tak pre ayntézu DNA si autori vytydéili
nasledovny strategicky pldn, ktory zahridoval tieto kroky:

- chemickd syntézu deoxypolynukleotidovych gsegmentov s retazcom dlhym 8-12
Jednotiek 8 volnou 3°- a 5°-hydroxylovou skupinou,

- fosforylécia 5 -hydroxylovej skupiny pomocou ATP s pouZitfm polynukleotid-
~kindzy z fdga T4 n



- spojenle prislufnych segmentov do dvojretazcového komplexu pomocou T4-poly-
nukleotid-ligdzy.

Plén totédlnej syntézy génu vychddzasl teda z pévodnych dvoch icosanukleo-
tidov a autori ho rozvrhli takto: gén rozdelili na 3 dasti A,B a C /resp. C°/
a kaZdd t&4to Cast pozostdvala z niekolkych, chemicky syntetizovanych isekov
/segmentov/ ~ obr. 59,

2018171615163 1210987 654321

GAUUCCGGACUCGUCCACCA 3 tRNA
&) | (1) |
~C-T-A-A-G-G-L-L T-G-4-6-C-A-G-GT-G-G-T 5 DNA-refazec|A]
TRt RFELET )
C-C-G-GA-C-T-C-GT C-C-A-C-C-A J DNA-refozec
| (3) ;1

S049L84746D454643 Q2 41403938736 MU BNAN VBT BB R 2IRNAB 18T
M2 Me Ho

~-GCUCCCUUIGCIYGOGGAGAGUCUCCOGOGTYCGAUU JtRNA
(9)
E

- T~T~? ~'I|'-C|IEG ~T- A C—Ll“,-r [l.‘.—T~— C-TC- ﬁ- G—J-'i -G-G-C- D—A—ﬁ-l}—l- 5 DNA-refazec|R]
EERRERERERR
~ G-L-T~C-C-C-T-T-A-G-C-A-T-G-G-G A-G-A-G-T-C-T-C-C-G-GT-T-GCG-A-T-T 3 DNA-refazec
ks (8] A (5) 1

7176757 73727170 686867 666564 6362616085857 5655 545352 51 504 94847 46

Me Hy  Hy Me.
GGGCGUGUGGCGCGUAGUCGGUAGCGCGCUCC- 3tRNA

| 14} — | fi0) ]

C-C-C-G-C- T—C—G—C GG-G-A-G-G- 5 DNA-retazec|(]
i | |

G-G-G6-C-G-

|1
| (15) “ (13) |

-

~C-
G -T-A-G-C-G-C— 3 DNA -tefozec

Ubr. 59 Syntéza génu pre alanin-tRNA

Prvé segmenty reprezentuui vstupné retazce Zelanej DNA, sd komplementér-
ne, antiparalelné s volnymi koncami, ktoré maji 4-5 nukleotidov. Syntéza za-
¢tinala Castou B, potom sa syntetizovala Gast A a napokon &ast C. Pre vysoky
obsah G - C pérov bolo nebezpedie samozhlukovania, preto museli navrhnit al-
ternatfivu C°, kde sa pouZili krat3ie segmenty a niekedy len tri koncové nuk-

leotidy na spdjanie /segment 10 a 11/.
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15.2.3 METODOLOGICKY POSTUP SYNTEZY SEGMENTU

Ako priklad metodologického postupu chemickej syntézy segmentov uvedieme
sl syntézu segmentu 6. Je to jediny icosanukleotid, ktory bol pouZity pri syn-
téze,

# ]

3 5
r I 15 @ r 171 FE P EILT I &I
GTACECCTETCADGDAGICC A AG

Pri gyntéze je nutné pouZivat ochranné skupiny /protektory/, ktoré chré-
nia jednotlivé zloZky od neZiadidcich reakcif{ a sd pritomné polas celej syntézy.

Syntéza sa za&ina od 5 ~hydroxylového konca nukleotidu a prvéd fosfodieste-~
rova vézba zahrifiuje kondenzdciu medzi protektovanym deoxygnanozin - derivéatom,
ktorym je N - izobutyryl - 5° - monometoxytrityldeoxygnanozin /MMTrGlEuf a dal-
8im protektovanym mononukleotidom: 3" ~ O - acetyl - N - benzoyldeoxyadeno~
zin = 5" - fosfétom /d~pABE_OﬁEK

. Giﬂu - i DABZ - OAc | . Bz - OAc

MMTr - ¢1BUpaBZ [aBZ %

Potom nasleduju kondenzécie medzi skupinami protektovanych di-, tri-, tetra-
atd. nukleotidov.

Na kaZdom stupni sa vzniknuté produkty separujui na kontinudlnej iono-
menidovej chromatografickej kolone a skuSaji sa na &istotu napr. papierovou
chromatografiou. So zv#X3ovanim dlZky retazca vytadky klesaji, nadmieru sa
musia pouZivat ochranné bloky a vytaZky v konednom 3t&diu sd velmi malé.

Syntéza kaZidého segmentu si vyZaduje dokonale rozvrhnutu précu s ohladom
na vyber vhodnych ochrannych blokov. VSetky segmenty sa musia precizne vydis-
tit najprv v 3t4diu, ked su e3te ochranné skupiny naviazané a napokon po od-
strdneni ochrannych skupin.

Poslednym krokom v purifikédcii je &istenie na kolone s DEAE - celulédzou,
Cigté gegmenty sa mézu uchovédvat vo vodnych pufrovich roztokoch pri - 20 a%
- 120 “c.

Chemicky zosyntetizované segmenty autori fosforylovali za pouitia T4 -
- polynukleotid - kindz. Fosforylécia Je nutnd pre enzymové spojenie retazcov
pomocou ligéz,



15,3 VISLEDKY PRACE KHORANOVEJ SKUPINY

Analyza syntetického génu pre alanin-tRNA ukdzala, Ze sa skladé zo 77
Jednotiek /nukleotidov/ a mé dvojretazcovi Struktiru.

Prva naliehavé otézka, ktord sa vynorila potom ako sa zrodil prvy synte-
ticky gén, bola otédzka Jeho replikédcie a funk&nosti vBbec. Transkripcia sprév-
neho retazca pre produkciu tRNA bol daldi problém, pretoZe chybali sekvencie,
ktoré sluzle ako signaly pre prirodzeny &Start a stop funkcie na DNA - zdvis-

el s o L

lej HN4 < polymerazy. Pre Khoranov gén museli byt iniciadné a terminacéné pro-
cesy transkripcle riadenéd umele,

" B i iyl 1

Treba sa dotknit e3te otdzky funkne] aktivity tRNA, transkribovane ]
% umelého génu. Vieme, Ze tRNA obsahujui minoritné bdzy, ktoré do znadnej mie-
ry uréuju ich 3Specifickost. Su to slkylované, najmd metylované, ale a) inak
zmenend bazy. VZetky tieto zmeny sa odohrdvajud aZ po syntéze tRNA.

R R B e kL

Pri prepise Khoranovheo génu pre alanin - transferovdi RNA dostaneme tRNA,
ktoréd bude obsahovat len 4 zdkladné bdzy /i, C, G a U/, znamend to, Ze takto
syntetizovand tRNA bude reprezentovat len prekurzor, a nie funkdnu tRNA. Ro- !

R R

ku 1976 sa Khoranovi podarilo umelo syntetizovany gén v&lenit do genomu bake
térie, kde sa replikoval i transkriboval, ]

Khorana patri{ k tym postavém molekulédrnej genetiky, ktoré posunuli je)
vyvo,) vyrazne dopredu. Vieme, Ze Khoranovi s velkym timom pracovnikov synté-
za génu trvala 4 roky. Dnes existujd pristroje syntetizédtory, riadené podita-
tovou technikou, ktoré urychluju syntédzu tychto déleZitych genetickych jedno-
tiek., Khoranu v8ak budeme vZdy povaZovat za priekopnika v tejto oblasti, kto-
ry ukdzal cestu, ktorou sa mé modernd molekulédrna genetika uberat. R. 1976
mu bola udelena Nobelova cena.
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16. MOLEKULARNA GENETIKA AKO ZAKLAD NOVYCH SMEROV V BIOTECHNOLOGII

16.1 UVODNA POZNAMKA

Genetické rekombindcie eukaryontov, prokaryontov a virusov maju apolo@n:

jeden vyznamny faktor: prerufenlie a opBtovné spojenie molekul nukleovych ky-
selin,

Rekombindcia mé zdkladny vyznam pre vietky Zivé organizmy, tvori jadro
genetiky a JeJ priame vyuZivanie pri kriZeni rastlin, zvierat i mikroorganiz
mov prinieslo u# vyznamné vysledky v teorii i praxi.

V poslednom desatrodi sa najmé vdaka technickym vymoZenostiam vyrazne
roz3irili experimentdlne moZnosti biochemickej manipulécie s genetickym ma-
teridlom. Nshromadené poznatky molekuldrnej genetiky su zaloZené predoviet-
kym na prédci s plazmidmi a 3pecifickymi nukledzami. Dnes mdZeme povedat, Ze
vysledky prac mnohych timov vedcov na celom svete ga stali zdkladom novych

technik, ktoré zhriiujeme pcd spolony ndzov, genetické manipuldcie alebo ge-
netické inZinierstvo.

16.2 CO JE GENETICKE INZINIERSTVO

Pod pojmom genetické inZinierstvo rozumieme sibor technik a metod, kto-
rymi dosahujeme cielené zmeny organizmov & kon3trukeie novych genetickych
konititdcii, Zahrfiuje manipulédcie na Urovni buniek, organel 1 génov. Cielom
uvedenych manipuldcii Je zostrojenie takych genetickych sistav, ktoré by bo-

1i uZitodné pre &loveka a gpravidla sa v Zivej prirode nenachadzaju, alebo
len v minimdlnom mnoZstve.



16.3 GENOVE MANIPULLCIE

Génové manipulécie /nazyvané tie? génové inZinierstvo/ zahriiuju také
techniky a metody molekulérnej genetiky, ktoré umoZiuji prenos génov rdzneho
povodu. Ide teda o preklenutie medzidruhovych bariér.

Manipuldcie na génovej udrovni umoZnili predﬂvéetkjm-dvs objavy:

- objav restrik&nych endonukledz s !
- objav plazmidov, ako vektorov cudzorode]j genetickej informécie.

} 16.3.1 RESTRIKCNE ENDONUKLEAZY |
. ] |
Génové menipulédcie sud zaloZenéd na 3pecifickej &innosti enzymov. Z nich
prvoradé miesto zaujimaji Zpecifické endonukledzy - restriktézy. Regtirikt dzy
3i enzymy, ktoré Ztiepia dvojretazcovui DNA na urZitych miestach s presnou
sekvenciou nukleotidov, ktoré navzéjom vykazuji palindromowi gymetriu /ro-
tadnd symetria/,

R bk A

i

(o labul'ka 9.: Hestrik&né endonukledzy & ich ciel'ové miesta

kil ) T e Ty

4 Pévod Symbol Cielovd sekvencia 4

4 - i e 1

g ;
| Escherichia coli, plazmid RI Eco RI G¥A-A-T-T—C

C-T-—T-—A-—A;‘;G

; Haemophilus influenzase R4 Hind III Aiﬂ-G—C—T-T |
| T-T-C-G-AgA |
| |
i Bacillus amyloliquefaciens H Bam HI GEG-A~T-G~C

b CHC*T-A-GTG

i Arthrobacter luteus Alu I A-GXC-T

: T-Cy0-A

; Streptomyces aureofaciens IKA Sau I G-C*T—N-ﬁ*G-G

H G*Gﬁﬂ-N—T¥C*C

; Existuju endonukledzy, ktoré 3tiepia DNA na &asti /restrikty/, ktoré ma-
i ju tzv, tupé konce, iné zasa nechévaji niekolkonukleotidové tzv. kohézne ale- ! 8]
bo prilnavé konce /tab. 9/. V prvom pripade sa kohézne konce musia urobit ume- |
le vo forme monotematickych usekov, ktoré si vzédjomne komplementédrne /obr.60/.
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PLAZMID 1ZOLOVANY GEN

REKOMBINOVANA DNA

Obr. 60 Vznik rekombinovanej DNA pomocou linkérov /CCC,GGG/

Vyhodne j¥ie su enzymy, ktoré 3tiepia DNA s urditym posunom o0 niekolko
bdz, a tak vytvéraji uZ spominané kohézne konce, ktoré sa ochotne sphjaju
s komplementérnymi bézami inej molekuly DNA. Takto sa daju roz3tiepit a po

spéjat DNA fragmenty bez ake jkol'vek selektivity, teda nezévisle na ich poOv
de /obr. 61/. T




pazmid

L cudzoroda DNA l

Stiepenie restriktazou EcoR! Stiepenie restriktazou EcoRl

REKOMBINOVANA DNA

Obr. 61 Vznik rekombinovane]j DNA & pouZitim restriktdzy EcoRl, ktord
dava kohdzne konce

16.3.8 VEKTORY CUDZORODEJ DNA

Transformécia buniek, napr. baktérii, fragmentami eukaryonine]j DNA sa
nedd robit priamo. Fragmenty s& musia najprv pripojit na mald molekulu DNA,
ktord nazyveme nosié alebo vektor. ESte si uvedme, %e bunka, ktord poskytuje
Iragment DNA sa nazyva donorovd, a ktora prijima DNA, sa nazyva akceptorové.
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Ake molekuly teda md%u sluZit ako vektory? Ako mé vektor vyzerat?

Vektorova DNA md byt relativne malé, lahko izolovatelnd a achopnd auto-
nomne sa replikovat ve vhodnom hostitelovi /napr. baktérii/. V ideélnom pri-
pade by mala obsahovat jediné miesto citlivé na restrikény enzym, Co je velmi
d6leZité, vektorovA molekula DNA by mala kodovat ne jaky znak, Xtory as d 4

Tahko detegovat /napr. rezistencia proti antibiotiku, schopnoal tvorit pla-
ky, t.J. lyzovat baktérie 8 i./.

Uvedenym podmienkam vyhovujui najm¥ dva typy DNA: bakteridlne plazmidy
a DNA bakterioféga A /lambda/. Majii dvojretazcovéd, kruhovitdéd, kovalentne u-
zavretd molekuly DNA, ktoré predstavuji samostatné replikony nezdvislé na
replikdcii chromozomovej DNA. Plazmidy oby&ajne ohsahu ju gény reziatencie
vodi antibiotikdm a fApové DNA zasa gény pre tvorbu plakov.

Ako vektor sa velmi dasto pouXiva plazmid z E.coli oznadovany psSC 107,
ktory obsahuje gén pre rezistenciu vodi tetracyklinu, %o Jje znek velmi wvyhod-
ny a Tahko zistitel'ny. Baktérie, ktoré prfjmu tento plazmid, stani sa rezia-
tentné proti tetracyklinu,

Iny, velmi frekventovany plazmid, Jje pBR 322, ktory md dva markéry,
a Lo rezistenciu vodi tetracyklinu a ampicilinu.

=

16.3.3 METODICKY POSTUP PRI GENOVEJ MANIPULACII

Najjednoduchi{ priklad génove] manipuldcie bude mat nasledovny postup:

+=~ priprava donorovej DNA. Zahriuje izoldciu eukaryotickej DNA a jej oprecova-
nie rovnekou endonukledzou, akd sa poufiva pre vektor. Takto sa ziska i
komplement 4rne kohézne konce;

- priprava akceptorovej DNA plazmidu, jej otvorenie endonukledzou. Napr. pre
p3C 107 sa pouZiva reastrik&ny enzym EcoR I izolovany z E.coli. Plazmid
p3C 101 ma Jedind miesto pre uvedeny enzym, ktory po rozrudeni kruhovej
molekuly vytvori kohézne konck komplementérne k donorovej DNA;

- v dal%om kroku polynukleotid-ligéza kovalentne uzavrie kruhovi molekulu
plazmidu, obohatend o "ecudziu" DNA, &im vznik4 chiméra DNA;

= napokon aa rekombinovand molekula DNA vnesie do recipientne] bunky, ktord
tak nadobudne nové genetické znaky.

Je len samozrejmé, Ze ako recipientné bunky sa vyuZivajd najméd mikro-
organizmy vzhl'adom na ich vysokd rychlost rozmnoZovania.

16.3.4 PRIPRAVA DONOROVEJ DNA

Ziskavenie donorove]j DNA sa robi bud f#zoldciou LNA po rozitiepeni endo-

nukledzami a nsdhednym vyberom, pripadne fomocou tzv. sondy RNA /nazyva aa aj
proba RNA/.
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Iny, dnes CfastejS{ spdaob ziskavania donorovej DNA, je vo forme komple-
ment drnej DNA /cDNA/. Metodicky postup Jje taky, Ze sa ako matrica pre aynt é-
zu génu pouZije mRNA pre protein, ktorého gén chceme klonovat /namnoZit/.
Z mRNA pomocou reverzne,) transkriptézy sa komplementérne odkopiruje genetic-
k& informécia ve forme Jjednoretazcovej DNA /cDNA/. Této sa potom pomocou
DNA-polymerdzy zreplikuje, a tak ziskame dvo jretazcovy gén /DNA/.

Najnoviie sufasné experimentdlne postupy vyuZivaji priamu syntézu oli-
gonukleotidov na zéklade informdcie z bielkoviny. Ak totiZ poznédme aminoky-
selinové zloZenle bielkoviny, ktord chceme namno%it, m8%eme prostrednictvom
mRNA navrhnut poradie deoxynukleotidov pre syntézu génu,

Postup Je teda nasledovny:
sekvencia aminokyselin

antikodony T (s A— 5°
kodony /mRNA/ g 37
kodogénny retazec /cDNA/ 3 e -5
komplementarny retazec /DNA/  —— 3°

Totdlna in vitro syntéza deoxypolynukleotidov /DNA/ mé nevyhodu v tom,
ze musime poditat s degenerdciou genetického kodu. To znamend, %e pokial ne-
vieme s akou preferenciou v in vivo systéme sa jednotlivé kodony vyuZivaju,
musime urobit vietky kombinédcie, &o situdciu znadne komplikuje. Tento prob-
1ém sa rieSi dasto tek, Ze sa pouZije tzv. priemerny kodon.

Je len pochopitelné, Ze za vrchol manipulédcie na génovej urovni sa pova-
Zuje syntéza génu a jeho expresia, napr. pre nejakd uZito¥nd bielkovinu bud
z nutriéného hl'adiska alebo bielkovinu ako enzym, ktord by mala katalyticku
aktivitu, dfleZitd pre prax /napr. na rozloZenie plastov a pod./,

Vidime, Ze toto su oblasti, kde vysledky vedeckého vyskumu mdZu byt ne-
smierne ddleZité pre spololenskd prax.

16.3.5 NIEKTORE PRIKLADY GENOVYCH MANIPULACIZT

Je zndme, Ze fdg A /lambda/ sa mbZe v procese lyzogénie viazat na chro-
mozom baktérie E.coli. Takymto spdsobom aj "cudzi" gén sa mbfe zabudovat do
bakteridlneho chromozomu.,

Ako priklad si uvedme prenos génu pre tvorbu imidazolglycerofosfétdehyd-
rogendzy 2z kvasiniek do mutantov E.coli, ktoré boli defektné na tento gén.
Uvedeny enzym sa uplatfiuje pri biosyntéze histidinu. Z buniek E.coli auxotrof-
nych na histidin sa po manipulédcii stali bunky, schopné syntetizovat tito ami-
nokyselinu /histidin/,

Dalej sa podarilo pomocou plezmidu ColE | preniest tryptofénovy operon
z baktériofédga do kmeria E.coli, ktory bol auxotrofny na tryptofén. Vysledok
bol analogicky, ako sme uviedli vy3$ie.
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Pri prenosoch cudzich génov ide v podstate o dva typy prenosov:

-~ intraceluldrny, &o je prenos medzi plazmidom a chromozomom a

- interceluldrny, pri ktorom sa jednd o prenos informédcie medzi bunkami /napr
transformdcia pomocou F-faktora/.

U% sme uviedli metdodu ziskavania génov metodou reverznej transkripcie,
kedy na zdklade sekvencie aminokyselin v bilelkovine zosyntetizuje sa mRNA
a z nej udinkom revertdzy sa ziska cDNA, ktord sa komplementdrne dosynteti-
zuje, & napokon ako dvojretazcovy fragment DNA sa naviaZe na plazmid.

Takto sa pcdarilo zosyntetizoval gén pre interferon. G4n pozostédval zo
70 segmentov a obsshoval 500 parov bédz. Segmenty pri syntéze spdjali ligdzou.

Umelo zosyntetizovany gén sa podarilo vniest do baktérii, ktoré produkovali
tiito bielkovinu /interferon/.

? Vzhladom k faktu, Ze interferon Jje druhove 8pecificky, nembZfe byt uni-
E verzdlnou ochranou, ako sa prv predpokladalo. Do interferonu sa totiZ vklada-
% 1li neoprédvnend nddeje pri liedeni rakoviny. Faktom je, Ze Jje Géinny pri nie-

! ktorych infek&nych ochoreniach.

Takisto da podarilo do baktérii{ i kvasiniek vniest gén pre ludsky inzu-
F-11n. Pri_inzuline je dal%i problém, %e sa syntetizuje ako tzv. proinzulin,
A% vy3tiepenim strednej ¢asti molekuly tejto bielkoviny /&ast C/ sa stéva

proinzulin funké&nou bielkovinou. Tieto uUpravy nedokséZe robit prokaryontné
bunka.

Preto pri génovych manipulédcidch Je velmi ddleZité detailné poznanie mo:
lekulérnych 3truktur a procesov, lebo len na tomto zédklade moZno dosiahnut
pokrok a podrobit tieto procesy do tej miery, aby sluZili &loveku.

16.4 ZAVERECNA POZNANMKA

VZeobecne moZno povedat, Ze sulasné obdobie moZno charakterizovat ako
doteraz najbiurlive j3ie obdobie rozvoja molekulérnej genetiky. Interdiscipli-
nérne metody préée /biochemické, biofyzikdlne a i./ boli zdkladom pre vznik
novych technik v molekulédrnej genetike /hybridizdcia nukleovych kyselin, da=-

lej metody na urdenie primérnej 3truktiry bielkovin a nukleovych kyselin -
sekvenovanie a i./.

Medzi najdfleZite j3ie mil'niky treba uviest objav spétnej transkripcie
pomocou enzymu sp#tnej transkriptdzy /revertdzy/, ktory objasnil infekciu
onkovirusov spitnou transkripciou RNA ~-» DNA /r. 1970 Temin a Baltimore/.

V tom istom roku molekuldrna genetika bola obohatenéd o dalsii UZazny ob-
jav - objav sekvendne Zpecifickych restriktdz /Smith, 1970/. Ich uplatnenie
pre fyzikélne mapovanie DNA /Nathans/ ako aj pre obJjasnenie restrikéne-modi-
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Mikadayell systémos /Arber/ mé nenahraditelny vyznam nielen pre molekuldrnu
senaliku, ale pre penetiku vBbec. Na zdklade uvedenych objavov sa mohle pri-
stUupit ku kon¥trukcii bunkovych hybridomov /Millstein, K8hler, 1975/, ktoré
su schopne produkevat monoklonélne protiléatky.

Ak sme povedali, Ze v sudfasnosti sme svedkami burlivého rozvo ja moleku-
Lirne | bioldgie a naimé molekuléarne,) genetiky, musime tu zddraznit, Ze je to
obdobie, ktoré otvorilo cestu k objusneniu 3truktiry a expresie prokaryotic-
kven o najm¥ eukaryotickyeh génov., Dalej bola objasnend posttranskripdénsd a
soattranslacna Uprava primérnych produktov transkripeie a translécie,

¥

4uwbjgav prvoradého vyznamu musime povaZovat aj objav mozaikove) 8truk-
Liti'y sukaryolickych génov, kitoré sa skladajui z informadnych dsekov /exonov/
a4 neinforwadnych Usekov /intronov/s Treba tu zd0raznit, Ze pri zostrihu
‘aplicing/ mbZe sa zmenit pbvodné poradie genetickych informéeif - pévodnych
sxanov Skazetovd gény/ .

Vemene ] vyznaany bol dfkaz o existencii s Apecidlnych vlastnostiach pri-
dirne ;o struktdry trenspozonov, inzerdnych elementov /pritomnych v plazmidoch
cuknryotickych bunkéch/, ktoré zodpovedaji za moZnu nestabilitu genetic-

Coho weterialu., Belo dokézané, Ze aj onkovirusy maju vlastnosti transpozcnov,

Muiromsdenie poznatkov o vektorovych molekuldch umoZnilo v sudasnosti
srbpope T pre génové manipuldcie dostatodne velky arzendl vektorovych mole-
b ONA ako ad plazmidy, virusy a fAdgy. Vypracovali sa a stdle sa zdokonalu-
1t fechollky len dpravy in vitro, pomocou ktoryeh je moZné prekrodit medzidru-
aove ovariary, vytvirst nové génové kombindecie a ich prostrednictvom ziskat

dedriine zmenend novd organizmy.

48 vrchol poznatkov sulasného obdobia, ktoré sa oznaduje za éru génovych
menipulacii, rekombindcie DNA, ¢i génového inZinierstva, moZno povaZovat auto-
nal lzovand prograwovu syntézu eukaryotického génu.

fente raki otvéra moZnosti kon¥trukcie takych génov, ktoré sa v prirode
nevpskyouju, fred Tudstvom sa tu otvdrajd nové horizonty. Perspektiva Slove-
ki - fvorcu a konstruktéra novych organizmov v38ak oprévnene vyvoldva aj obas
‘v, ¢i uhicbne, ako pri jadrovej energii, nedfjde k zneuZitiu poznatkov su-
Gasney penetlky. Preto sa vedei na celom svete musia usilovat, aby veda aj
v @voge) prakticke] aplikdcii sluZila len pokroku a rozkvetu Yudstva na ce-
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17. BEVOLUCIA NUKLEOVYCH KYSELIN A BIELKOVIN

17.1 VEEOBECNA CHARAKTERISTIKA EVOLUCIE A ZIVEHO SYSTEMU

Pod pojmom evolucia rozumieme dlhodoby proces vzniku a vyvoja Zivych
sy st émov,

Za Zivy systém povaZujeme takdi Jednotku, ktord ma schopnost autorepro-
dukcie a vymeny létok a energie /metabolizmus/. V3etky 2Zivé systémy obsahu ju
nukleové kyseliny a bielkoviny, Nukleové kyseliny sa vyznafuju tym, Ze su
schopné autoreprodukcie, t.Jj. na zéklade vlastnej geneticke] informacie su
schopné vytvédrat identické kopie. Nukleové kyseliny sa v8ak dokazu nielen
autoreplikovat, ale informéciu zakodovani v sekvencii nukleotidov a,) odovada-
vat. Prenos genetickej informécie vyustuje v syntézu bielkovin /proteocsynté-
zu/. Bielkoviny ako katalyzétory /enzymy/ zuZastfnujui sa na v3etkych déleZi~
tych syntetizadnyeh procesoch /autoreprodukcia, protecsyntéza a i./ 1 na cel-
kovom metabolizme Zivého systému.

7ivy systém m& schopnost vymeny létok a energie s okolitym prostredim,
a preto hovorime, Ze je to otvoreny systém. Charakteristika Zivého systému
mus{ zahrfovat aj tuto vlastnost, preto komplexné charakteristika Zivého sya-
tému bude nasledovné:

Zivy systém je otvoreny nukleoproteinovy systém, ktory sa vyznafuje autc
reprodukciou, metabolizmom /vymenou létok a energif/, individudlinym vyvinom
a _druhovym vyvo jom.

V procese evolucie nadobudali 3ivé systémy aj daldie vlastnosti /napr.
autoreguladny mechanizmus/, tieto v#ak nepatria k zdkladnym atribitom Zivyeh
syatémov,

Ak chépeme teda %2ivy systém ako systém schopny autoreprodukcie a metabo
lizmu, potom tieto vlastnosti sui zdkladnymi znakmi Jivota, t.Jj. biologicke]
formy pohybu hmoly.

7ivy systém mé svoju kvalitu a Struktiru a zdroveil 8pecifické interakel
medzi zlo¥kami systému. Vzhladom k tomu, Ze sa nejedna o statické rozloZenie
nrvkov v systéme /nukleové kyseliny a bielkoviny/ hovorime, %e Btruktuira Zi-
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vého systému je dynamickd. Struktury Zivych systémov, tak ako ich pozmdme
dnes, sa vyvijJali postupne v procese, ktory sa nazyva evoliicia, Evolicia %i-
vych systémov mé& dve hlavné etapy a rozdeluje sa na:

chemickd eveldciu a
biologickd evolueiu.

7.2 CHEMICKA ETAPA EVOLUCIE

Pod poJmom chemickd etapa evolicie rozumieme proces vzniku zloZitych mo-
lekul z atomov cez Jednoduché anorganické a organické molekuly. Vyvrcholenim
tohto procesu Je vznik prvotnych informadnych molekil a ich usporiadanie do
protobientov. .Z informadnych molekil s velkou pravdepodobnostou najskdr vznik-
la RNA a az neskdr DNA. Vzdjomnd zdvislost a koordinovand syntéza DNA, RNA s
blelkovin vznikla aZ v neskorSom 3td4diu evolicie.

Chemickd etapa evolucie zahriuje teda tieto etapy:

- vznik informadnych molekul /aminokyselin, nukleotidov a kondenzad&nych &ini-
diel ako a&j vznik informadnych makromolekul z aminokyselin a nukleotidov
za spolup8sobenia kondenzadnych &inidiel/,

= prechod od prvotnych informadnych makromolekul k protobiontom /prvobunky/.

17.2.1 VZNIK INFORMACNYCH MAKROMOLEKUL

17.2,1.1 Vznik aminokyselin a nukleotidov

Zakladnou zlufeninou, z ktorej sa syntetizujui organické zludeniny, Jje
kyanovodik, MdZe vzniknuit tymito reakciami:

ECH4+N2—-————&EHCN+3H2

COo + HH3 ——3 HCN + HQD

Uvedené reakcie mohli byt iniciované teplom zo sopednej &innosti, ultra-
fialovym zlarenim 2o Slnka alebo elektrickymi vybojmi, ktoré zapridifovali
atmosferické burkové blesky. |

4 kyanovodika ako vychodiskovej molekuly v podmienkach, ktoré simulujui
primitivne abiolické prostredie, vznikajui latky /kyanoacetylén, kyanamid a

nitrily/, ktoré boli prekurzormi zdkladnych stavebnych kamefiov Zivej hmoty
/obr, 62 a 63/.




Obr. 62 Schéma vzniku dusf{katych bdz z kyanovodika /HCN/
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Obr, 63 Schéma vzniku polypeptidu 2z kyanovod{ka /HCN/

17.2.1.2 Vznik kondenzadnych #inidiel

Latky s kondenzaénymi vlastnostami /napr. dicyklohexylkarbodilimid/ vani-

kell sidasne so vznikom aminokyselin, nukleotidov a inych Jednoduchych orgn-




nickyeh latok. Existencia kondenzaénych ¢inidiel bola nutnou podmienkou pre
kondengdelu awinokyselin a nukleotidov a vznik polymérnych zludenin z uvede-
ayeh monosmdroy vo forme blelkovin a nukleovyeh kyseline Pri kondenzécii vzni-
kall kovalentné vizby /pridom sa vyluovala voda/, medzi aminokyselinami zsa
Lvorby prvotnych bielkovin /proteinoidov/ a medzi nukleotidmi za tvorby prvot-
nych nukleovych kyselin /s najvadSou pravdepodobnostou RNA/. Funkcia konden-
wadnych ¢inldiel gvodiva v odnimani vody z reacgujicich molekiil,

Ay apdsob vzniku polymérov /napr. polypeptidov/ vyZadoval vysoki teplo-

p A} reai gt - DT
Ll |.!|:-.-" = R<1¥, 'I':..-I"}

Vv evaldell oba gpdsoby bolli moZnd,

Polyméry mohll vznikndt tieZ na povrchu niektorych minerdlov, napr., mont-
noeilionita, kKtory umoinuje kondenzadné reakcie. Tvoria sa tak dlhé polypepti-
bv v aminokyseldn vo vysokom vytaZku,

Ne Jpravidepodobne J31 je v3ak priebeh kondenzadnych reakci{ za dlasti poly-
(ualabov & ich esterov, ktoré predstavuji najddleZitejfie biologické konden-
sadine t1nidla, Vznlk polyfosfétov za abiotickych podmienck je pomerne jedno-
duehy proces. Polyfosféaty hrajd z bilologického hladiska velmi déleZitd udlohu.
Hewpu i velmi pomaly 8 vodou a su termodynamicky nestabilnd, Vytvérajd sa za
wiaernyveh podmienok: zahriatim ortofosfédtu s modovinou s HH4+.

Polyfosfdty mdZeme povaZovat za predchodcov ATP. Udinkom polyfosfétov

plebs 1ebh

1oty esterov vznikall peptidy, polynukleotidy, ale aj ATP z adeninu, ri-

naosy & foafatu,

1 r

.f"E.i.xmyxnik nukleovych kyselin

Prve oligonukleotidy a polynukleotidy ako sme uZ uviedli, sa vytvarali
ca o pritomnostl kondenzednych ¢inidiel, Pelyfosfdaty pdsobia napriklad tak, Ze
0 zmesl nukleozidov a polyfosfatov /zahriatim alebo oZiarenim ultrafialoyym
svetlon/ vytvori sa zmes nukleotidov. Za pritomnosti kondenza&nyceh &inidiel
/polyfoafdtov/ sa pri 50 °c - 65 °¢ tvoria oligonukleotidy. V danom pripade
polytostaty pGsobia ako kondenzadné &inidld i ako donory fosfatovych skupin.

T'reba este zddraznit, Ze komplementdrne pérovanie bdz ako ho pozndme
dnes /A=-T, C-G a A-U/ sa aj v najjednoduch3ich systémoch odohrdva sponténne,
g to tak pri volnych bézach, ako aj pri nukleozidoch &1 nuklieotidoch. Tento
fakt podporuje nédzor, Ze Jjednoduché polynukleotidy mohli sluZit ako matrica
pre neenzymovd syntézu komplementdrneho polynukleotidu za pritomnosti konden-
vaénéhe ¢inidla, Je zaujimavé, Ze napr. pri polyribonukleotidoch sa uplatiio-
vala vizba 2 =~ 5 a nie 3° - 5°. Selekcia vHdzby 3° - 5" pre oba typy nukleo-
vich kyselin sa odohrala neskér, pravdepodobne aZ vtedy, ked na tvorbe tejto
vazby sa zadall zulasthovat enzymy.

-



17.2.1.4 Vznik prvotngych bielkovin /proteinoidov/

Polypeptidom podobné polyméry nazyvame proteinoidy.. Proteinoidy vznika-
i z aminokyselin pri zahrievanif, pf6isobenim elektrickych vybojov alebo &in-
noatou kondenzadnych latok /napr. polyfosfétovych esterov/. Prvotnéd polypep-
tidy neobsahovali vietkyech 20 aminokyselin ako sulasné protefny, ale len 18,

V bielkovindch biologickych sustav ga nachddzaji takmer vyhradne L-smi-
nokyseliny. Podla suiasnych ndzor~v tento typ aminokyselin bol vybrany nshcd-
ne /rovnako to mohli byt aj D-aminokyseliny/. Z hladiska Struktiury bielkovirn
v&ak bolo nutné, aby to bola rovnaké forma. Striedanie D- a L-formy nedowvolii-
je vytvorit stabilny alfa - helix bielkovin., Ako vieme, stérické usporiain-

nie substituentov v aminokyselindch je d6leZité pre Btruktdiru a v konednych
d6aledkoech aj funkeciu bielkoviny.

17.2.1.5 Zaverednd pozndmka

Zhriiujic vy3%ie uvedendé, mdZeme povedat, Ze v3etky hlavne komponenty
nre zostavenie Zivej hmoty mohli vzniknit Jjednoduchym vyvojom organickych
z1llit%eni{n vplyvom snergie.

Doaial najatari{ organicky materidl sa nafiel v geologickych vratvach
starych 3,5 milidérd rokov v Juinej Afrike. Tieto usadeniny obsahovali: izo-
prenoidy, porfyriny, puriny a pyrimidiny. Je zaujimavé, Ze v uvedenych usa-

denindech sa nadli mikrofosilie s priemerom 0,6 um, ktoré pripominaju dneine
baktérie.

7.3 BIOLOGICKA ETAPA EVOLUC IF

e
o |

Vyvrcholenim chemickej etapy evolucie bol vznik prvotného Zivého syaté-
mu, ktory dnes oznadujeme ako protobiont. Pohyb vyvoja od protobiontov k &¢lo-
veku oznadujeme ako biologick#d evolucia, niekedy tieZ fylogeneticky vyvo].

17.3.1 TEORIA VZNIKU PROTOBIONTOV

Na zdklade dnednych znalost{ protobiont /alebo prabunka/ musel obsahg-
vat prvky potrebné pre reprodukciu /autoreprodukeiu/ a musel v nom prebiehat
jednoduchy metabolizmus.

Podl'a suasnych ndzorov, ktoré nie su jednotné, yznik protobiontov z in-
forma&nych makromolekil /bielkovin a nukleovych kyselin/ mohol vznikmit na
viacerych zdékladoch. BExistuji 3tyri zdkladné teorie vzniku protobiontov:
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- koacervé&towé teoria /Oparinova teodria/,
- mikrosférowé teoria /Foxova teoria/,

-~ génova teﬁriﬂ‘flilleruva teoria/,

- teoria koageryst v koacervite.

e 48 ]-I.‘ Koscervitové teoria
U ——

Autopom tejto teorie je Oparin. Koacervdciou rozumieme rozdelenie ko=~
loidného roztoku ma dve fazy, ktore ss 1i2ia koncentrédciou polyméru, Niekto-
ré koacervédty obsahowvali polynuaklectidy, iné polypeptidy. Néhodnou vzdjomnou
reakciou sa obobacewsali. a.priberali do svojej "kvapky" daldie molekuly, &im
narastali a syyzpatovalli sa Jednoduchym metabolizmom. Takymto spdsobom sa vy-
tvorili aj koacerwvédty obsahujice chlorofyl /zelené farbivo/. Boli to koacervé-
Ly 8 primitivnym fotosyntetickym mechanizmom.

17.3.1.2 Nikrosférové teoria

Mikrosféry vznikaji sponténne; su to samosyntetizujuce 3truktury podob-
né bunkém, VyznaduJd sa dvo jvrstevnou Strukturou, ktord sa podobd prirodze-
nym membrénam. Mikrogféry neobsahuju lipidy, cobsahuju v3ak aminokyseliny s ne-
poléarnymi zvydkami, ktoré imitujd lipidy tak, Ze vytvédrajui bariéru funké&ne
oribuznd s lipidovou membrdnou. D8leZitou vlastnostou tejto prvotnej membré-
ny Je semipermeabilita. Pri mikrosférach hovorime uZ o primitivnych kataly-
tickych aktivitdch, formuJje sa tu vztah medzi proteinoidmi a polynukleotido-
vymi komplexmi, ktory vydstuje do podiatkov genetického kodu.

17.3.1.3 Génov4 teoria

Génové teoria vychédza z predpokladu, Ze prvotné informadné polymérne
wolekuly boli nukleové kyseliny /pravdepodobne RNA/. Tieto nukleové kyseli-
ny sa vyznatovali schopnostou reﬁlikécie, dalej boli schopné kodovat bielko-
viny a mutovat. Této teoria predpokladd, Ze katalyzédtory /vo forme enzymov/
a ohranifujice membrény sa vyvijali neskdr.

Génovéd tedria vychédza z predpokladu, Ze polynukleotidy mdéZu sluZit ako
matrica a] v nepritomnosti enzymov /bielkovin/. Komplementédrny polynukleotid
sa vytvédra pomocou kondenza&ného &inidla. Katalytickd funkciu vykondvaju po-
lyfosféty ako predchodcovia ATP. Dalej sa polynukleotidy vyzna&uji mutabili-
tou. Muta&néd zmena Je zdklad evoliucie.

PodTa Millerovej génove] hypotézy, hlavnym a rozhodujicim predpokladom
pre wvznik Zivota bola syntéza génu za ablotickych podmienok, Tento predpoklad
splfia jedine nukleowd kyselina, lebo ako sme uZ uviedli: mbZe sa replikovat,
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duije bielkoviny a podlieha mutdcidm. Génové teoria viak nevysvetluje vanik

netickdho kodu a zloZitého proteoayntetického aparatu.

17.3.1.84 Teoria komcervétu v koacervate

Tdto teoria vychddza 2 predpokladu, Ze prvotné koacervaty boli len pro-

orom vznikali prvé molekuly nukleovych kyselin, ktoré boli achop-
4 replikovat sa. Ukclo nich sa ako druhotné koacervéty, t.J. koacervaty v
sacervdte zhlukovali molekuly hielkovin, ktoré vznikali za spolupBanbenia
ukleovych kyselin. Primarnu %t ruktuiru tyehto bielkovin urdovali nukleové
Iyaeliny. Druhotny koamcervédt teda mal u? schopnost prenéiat geneticku infor-

4cin a stal ea vychodiskom pre v§vo] prototiontov,
bals{ vyvo]j smeroval K ohranieniu protobiontov membrénami, ktoré s naj-

#¥%ou pravdepodcbnostou boli len jednovretevné, Obsahovali len bielkoviny
e p L}
18 rozdiel od sudasnych trojvrstevnych membrén /lipidy ohraniZené bielkovi-

‘tredim, v kt

invou dvo jvratvou/.
2 dverom treba povedat, Ze primitivny Zivy systém /protobiont/ sa vyzna-
jednoduchym metsbolizmom, ADY sa& v3ak mohol reprodu-

pioval antoreprodukeciou a
| dom. Vo v3eobecnosti musime povedat,

ovat, musel sa vyznatovat genetickym ko

te neexistuje Ziadna teéria, ktord by uspokojivo vysvetlovala venik tejto

)
{Eékladnej-vlaatnnati %ivého systému.
:

S na jv#&sou pravdepodobnostou paralelne vznikali a vyvijali sa nukleové

a na urditom stupni vyvoja prevzall bielkoviny kataly-

kyseliny a bielkoviny,
é na nukleovych kyselinéch /kxodovanie/.

iiiﬂkﬂ funkciu a stali sa zévisl

!
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_ kL1j na absoldtne Drlgatle noveho madelu DHA

. ng ﬂﬂA by- mohla 1epéle plnlﬁ avo,ju danJedlnu funkclu

1izovan4, Uzavreté kruhové mulekuly ) ruvnakou.'

; __%Tﬁ sa ﬁlatlln, Ze mé'toto zaatdpenm nbgz"'-ﬁ'
;5 4 I ’
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Tavotiolivs dvnaﬁplrﬁla. Experlmentélnn dﬂkﬁaa]l, ép v 1Pdnnduchﬂm
nnlynuklnntlduv fDNAf magu retazce pravntnétvé i Yavotodivd aegmen-—

pravo- i
krrﬁtéll

ty. _
' SBS. mf:-dnlltr denhhe Ekﬂ pri #ataﬂnuﬂrlcknvEJ dvmg%nlréla, ide o zo-
gkupenie nukleotidov ako “ékl&dﬂyﬂh stavebnych JEﬂHﬂTlEk do polynukleotido-
vjch refazcﬂv, tak isto je tu nérﬂvaﬂle ‘bAz na prlnrfnp komplementarity, re-

tazce sd antlpa“alelné. andlel je v tum -Ze 8BS model mé tvar sinusove ]
Erl?ky, pri kt G:EJ re*azce maJu ag Tavutuulvd GTlPﬂ*ﬁPlU; Autorg

Pri

a1 nendro-
ale DndﬁvHTu ho sko alternat{v-
ni- konfo mrclu s pravutuélvEJ dvo j&pirdle. Podla ich ndzoru takto usporiada-

cdovzdaval informdcin
ﬁcérskym mcﬁﬂkuldm a prnst“ednictvﬂm rlbﬂnuk191vych kyselin realizovat Fene-~

 t1ckﬁ 1nfnrmﬁc1u v pﬂdﬂhe Eyntézy blPlkD?in, prPdnv“ethym Pn?ymnv.

£ Treba na zavnr eﬁte ﬂuznamenaﬁ ﬁe nejnovdie vyskumy poltvrdzugu, Ze aj
v nativneg DNA sa Hﬂﬂhédaﬂ uréitd fast DNA, ktord mé Yavotodivi orient deing
nazyva sa Z-DNA, ﬂvﬁak ani tieto skutoénosti nevyvrﬁtlll Watson-Crickov mo-
'ﬂel dvagzévltnlcm DNA* gkor poukdzali na fakt, Ze DNA je molekuls, ktorsd ms

gluiltﬁ Etrhk1uru ktmré mdze vykazovat FT aktiirng hctpropﬁnnﬂaﬂ

5.5 TRUCTARNA STRUKTURA DNA

~5:5.1 TERCIARNA ETRUKTORA DNA PROKARYONIOV

z LEPEJ&THGH §truktdrnu DNA pri prokaryontoch Je prlestnrmvé usporiadanie
Eruhurﬂﬂ dvnggplrély Dﬂﬂ chrmmuzamu do. nadéhlrélnvég ﬁtruktury, ktoré nazyva-
HE auperhel1x. Znamené to, Ze knvalentnp uzavreté kruhovd dvojipirdla DNA sa
vldatne Dtnéi okolo seba & tn#hud pravatuﬁlvym Epﬁanbﬁm - DNA pozitfivne super-

énlrallznvané,qalehu Tavotodivym spﬁenbom, kedy_"

stdva negativne superSpira-

Arnou 'étfuktlirnu,' ktoré aa
lﬁké 1zamér?. '

11%13 atupnnm superdpiralizécie predatavugﬁ tnn'.

Dkrem.dvagreﬂazcquJ bunknveg DNA kturé sa nazyva EJ CCC DNA /covalently

clnﬂed c1rcle DNAf nlektnré viruay maJﬂ Jednnréﬂg?cnvu kruhn?d DNA /napr. vi-
== {bx 174/ PﬂdrﬂbnEJﬁle si o HEJ pﬂvlame pri rEpllkécll DHA. Na tomto mies-

-t
S E uredleme, Ze Jednurefazcuvé mulekuly DHA nemagﬁ”pnﬁhﬂpltafne knmplementér—
“f-}bﬂﬁtﬂ?&nle héz a.teda pomer A"

T a.ﬂ qg nif'""

e - §

Zrﬂvnaky Tak. nﬂpr, pri
4,6 % A 15 5 % T 32 6 % G =
% c. Niektoré tmf vrakaryntlcke:r BNA au na nbr, 21.
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