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Pro¢ ma DNA tii terminacni triplety
a jen jeden iniciac¢ni?

Michal Krizek, Pavel Kvizek, Praha

Struéné z historie kédovani DNA

Pfedchozi znamenity ¢lanek Lucie Karné [6] nés inspiroval k malému dovétku. Kdyz
byla v roce 1953 objevena struktura DNA (viz [11]), za¢aly prvotni pokusy o uréeni ge-
netického kédu. Slavného fyzika ruského piivodu, George Gamowa, uchvatila myslenka,
ze k vysvétleni druhové rozmanitosti a fungovani gen by mohla byt pouzita kombina-
torika a teorie ¢isel. Jako jeden z prvnich si uvédomil, Ze 20 druhti aminokyselin, z nichz
se skladaji bilkoviny, nemiize byt kédovano dvojicemi nukleotidi, protoze existuje jen
16 = 4 x 4 riznych dvojic nukleotidl ze ¢tyiprvkové abecedy {A, C, G, T}, kde
A je adenin, C cytosin, G guanin a T je thymin. Proto vymyslel, jak tento nedostatek
obejit. Gamow v praci [5] z roku 1954 navrhl tzv. pfekryvny degenerovany kéd, v némz
se sice uvazuji jen dvojice nukleotidi, ale prislusnd aminokyselina je prifazena az po
precteni prvniho nukleotidu z dalsi dvojice (napf. AC GA ...). Je zfejmé, Ze takovy
kéd (angl. partial overlapping code) by predepisoval velice pfisné podminky na fazeni
jednotlivych aminokyselin. Pozdéji se ukazalo, Ze tudy cesta nevede.
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Geneticky kdéd se pokousel rozlustit i fyzik Francis H.C. Crick, spoluobjevitel
struktury DNA (viz [11]), po némz je také pojmenovino Crickovo centrdlni dogma
molekuldrni genetiky: C, DNA — RNA — protein, kde jednotlivé sipky postupné
znamenaji replikaci, transkripci a translaci.!) Crickovu genialitu mtizeme ilustrovat
na tzv. kddech bez ¢drky. Crick spravné predpokladal, ze danou aminokyselinu kéduje
trojice nukleotidt, kterych je ze ¢tyrprvkové abecedy celkem 64 = 4 x 4 x 4. Dobfe
védél, ze tyto triplety (kodony) nejsou nikterak oddéleny, tj. neni jasné, kde dand
trojice za¢ind a odkud se mé vlastné zacit ¢ist geneticka informace. Crick spolecné se
svymi spolupracovniky vymysleli roku 1957 nésledujici kéd (viz [3]).

Predpokladali, ze trojice AAA, CCC, GGG a TTT nic nekdéduji a Ze na zbyljch 60
trojicich je zavedeno 20 ttid ekvivalence. Trojice nukleotidi povazovali za ekvivalentni,
pokud cyklickd permutace prevadéla jednu trojici na druhou, napi. AAC, ACA a CAA
jsou t¥i ekvivalentni trojice, s nimiz uz zadna jina trojice ekvivalentni neni. Tim dostali
vzajemné jednoznacné zobrazeni mezi 20 aminokyselinami a 20 tfidami ekvivalence.
Tento kéd mél navic tu vyhodu, Ze Fetézec

...AAC AAC AAC GAC GAC TAC ...
by kédoval stejny protein jako fetézec
...AA CAACAACGACGACTAC...,

ktery vznikne cyklickou permutaci kazdého tripletu a pritom je potradi nukleotidd
v obou Fetézcich stejné. V tomto konkrétnim (umélém) piipadé by tedy nezélezelo na
tom, od kterého nukleotidu z dané trojice se ¢te genetickd informace (proto kéd bez
¢arky).

V roce 1961 vsak M. W. Nirenberg a J.H. Matthaei [8] objevili, Ze triplet TTT
kéduje aminokyselinu fenylalanin. Protoze triplet TTT byl v Crickové kédu bez ¢arky
vyloucen, ukazal se tento kéd také nespravny. O pét let pozdéji pak Marshall Nirenberg
stanovil definitivni podobu genetického kédu — viz tabulku v pfedchozim ¢lanku [6],
v niz je tfeba zaménit U za T (srov. téz [2], [7], [9])-

Smeér ¢teni genetické informace

Jeden konec vldkna dvojsroubovice DNA se oznacuje 5’ a jeho druhy konec 3’ podle
oéislovani uhlikovych atomti cukru deoxyribézy (viz obr. 1 vlevo). Komplementarni
vldkno je umisténé obréacené, takze jeho 5 konec se nachézi u 3’ konce prvniho
vlékna.?)

Orientace vladkna je lokalné uréena jeho nesymetrickou mikrostrukturou. Na obr. 1
si vS§imnéte, jak je napf. napojena fosfatova skupina PO4 na cukr deoxyribézu. Jinymi

1y V prapuvodnich buikach fungovalo jednodussi schéma: C, RNA — protein a jesté
predtim mozné jen C, RNA, coz zatim nebylo potvrzeno.

2) Na samém konci 5’ kazdého vldkna DNA se nékolikrat za sebou opakuje posloupnost
GGGATT a podobné na opac¢ném konci 3’ se opakuje komplementarni sekvence CCCTAA,
kde TAA je terminacni triplet (viz tabulku genetického kédu). Tyto konce se nazjyvaji
telomery a pii kazdém déleni se zkracuji.
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Obr. 1. Schematické znazornéni struktury dvojsroubovice DNA: velké ¢erné puntiky oznacuji
atomy uhliku, malé puntiky atomy vodiku, plnou ¢arou jsou znadzornény pevné chemické
kovalentni vazby a pferusovanou carou vodikové mistky, které predstavuji pomérné slabou
vazbu mezi vodikem a elektronovymi orbitaly sousedniho atomu kysliku O ¢i dusiku N. Na
obou okrajich je pevna kostra z cukernych fosfata, kterd chréani genetickou informaci pred
poskozenim. V ni se stfida fosfatova skupina PO4 s cukrem deoxyribdzou.

slovy, smér ¢teni je na kazdém vlakné v okoli libovolného nukleotidu jednoznac¢né
urcen, coz okamzité rozpozné enzym RNA-polymeréza, ktery syntetizuje RNA. Pfitom
geny?) jsou rozmistény na obou vldknech a informaci na nich je tieba vidy ¢&ist jen
ve sméru 5 — 3’ (srov. [1, s. 186]). Levé krajni vldkno na obr. 1 se tedy ¢te smérem
dolti a pravé krajni vlakno smérem nahoru.

Pfi translaci se dvojsroubovice DNA rozvoliiuje pomoci enzymu RNA-polymerazy,
kterych je mnoho druhii a v kazdé butice je jich obrovské mnozstvi. Cast vldkna
obsahujici gen se nazyva angl. sense. Jednotliviym nukleotidiim se na druhém vldkné
(angl. anti-sense) ptifazuji komplementarni bdze RNA (viz napf. [7, s. 211]). Enzym
RNA-polymeraza se tak po komplementarnim vlakné vlastné pohybuje ve sméru
3’ — 5’. Syntetizovand RNA mé tak stejné potadi nukleotidd jako vldkno sense na
DNA jen s tim rozdilem, Ze thymin T je zaménén za uracil U.

Odkud vlastné zaéina ¢teni genetické informace, kdyZ jednotlivé triplety
na DNA nejsou nikterak oddéleny?

Zacnéme malym piikladem. Uvazujme sekvenci bazi
...AGCGUUACCAU...

a polozme si otdzku, jakému Fetézci aminokyselin odpovida? Podle tabulky z [6] to
miiZze byt:

3) Gen je tsek DNA, ktery se piepisuje do RNA a poté do proteinu. Geny byvaji nékdy
prerusovany nekédujicimi sekvencemi, které RNA dokaze ,sestiihat®.
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...+ serin + valin + treonin + (AU) nebo
(A) + alanin + leucin + prolin + (U) nebo
(AG) + arginin + tyrosin + histidin + ...,

coz jsou zcela odlisné trojice aminokyselin. Ktery fetézec se tedy ma syntetizovat?
Geneticky kéd DNA ma jediny inicia¢ni triplet AT G, ktery urcuje poc¢atek syntézy a
zéroven kéduje aminokyselinu metionin. Na jednofetézcové molekule RNA tento triplet
odpovidd AUG, protoze thymin je nahrazen uracilem. Kazdy proteinovy fetézec tak
nejprve za¢ind aminokyselinou metioninem,*) nebot je kédovan iniciaénim tripletem
AUG. Po ném na fetézci RNA nésleduje pomérné dlouha sekvence definujici samotnou
bilkovinu, kterd mé v typickém piipadé tisice kodoni a neobsahuje (kromé svého
konce) zadny termina¢ni kodon UAA, UAG ¢& UGA (viz tabulku genetického kédu).
ProtozZe jednotlivé triplety nejsou na vlakné DNA nikterak oddéleny, muze se RNA-
polymeraza nespravné napojit na trojici posunutou o jeden nukleotid vpravo ¢i vlevo,
napf. na tuéné oznacenou trojici GAT GAA, coz by vedlo k nespravné syntéze
RNA. K nespravné syntéze dochazi i pii skluzu synchronizace. P¥iroda vSak se proti
tomu ochranila tim, Ze vyvinula hned t¥i termina¢ni (zastavovaci) triplety. Syntézu
nespravné syntetizované RNA pak brzy ukonéi pravé jeden ze tii terminacnich tripleta
posunuty o jeden nukleotid.
Priklad. Uvazujme nésledujici gen kédujici jeden z proteinovych fetézct tvoricich
hemoglobin.?) Pro ptehlednost oddé&lujeme jednotlivé triplety mezerami, které na
skute¢ném vldkné DNA nejsou. Vidime, Ze poc¢atecni triplet ATG odpovida metioninu.
Probihé-li ¢teni genu normalné, zastavi se u posledniho terminac¢niho tripletu TAA.
Malymi pismeny jsou oznacCeny dalsi triplety, které uz do tohoto genu nepatfi.

ATG GTG CAC CIG ACT CCT GTG GAG AAG TCT GCC GTT ACT
GCC CTG TGG GGC AAG GTG AAC GTG GAT GAA GTT GGT GGT
GAG GCC CTG GGC AGG CTG CTG GTG GTC TAC CCT TGG ACC
CAG AGG TTC TTT GAG TCC TTT GGG GAT CTG TCC ACT CCT
GAT GCA GTT ATG GGC AAC CCT AAG GTG AAG GCT CAT GGC
AAG AAA GTG CTC GGT GCC TTT AGT GAT GGC CTG GCT CAC
CTG GAC AAC CTC AAG GGC ACC TTT GCC ACA CTG AGT GAG
CTG CAC TGT GAC AAG CTG CAC GTG GAT CCT GAG AAC TTC
AGG CTC CTG GGC AAC GTG CTG GTC TGT GTG CTG GCC CAT
CAC TTT GGC AAA GAA TTC ACC CCA CCA GTG CAG GCT GCC
TAT CAG AAA GTG GTG GCT GGT GTG GCT AAT GCC CTG GCC
CAC AAG TAT CAC TAA gct cgc ttt ctt gect gtc caa ttt
cta tta aag ...

4) Pocate¢ni aminokyselina metionin pak byva obvykle z proteinu odstranéna specifickou
proteazou.

5) Hemoglobin je sloZen z nékolika linearnich proteinovych fetézci, které se sbali do slozité
trojrozmérné struktury s nejnizsi energii. Je obsazen v ¢ervenych krvinkach, coz jsou zvlastni
burky, které nemaji jadro.
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Vsimnéte si, Ze posunutd inicia¢ni trojice s mezerou A TG se v tomto fetézci vitbec
nevyskytuje, zatimco trojice s mezerou AT G (vyznacend tuéné) se v ném vyskytuje
pétkrat. Pokud se za¢ne nespravné ¢ist geneticka informace od posunutého inicia¢niho
tripletu AT G nebo dojde ke skluzu synchronizace o 1 nukleotid vpravo, pak syntézu
brzy ukonéi néktery ze tii posunutych terminacnich triplett TA A, TA G nebo
TG A (jsou podtrzeny). Mohou tak vznikat jen kratké nefunkéni fetézce RNA, které se
b&hem nékolika minut®) samovolné rozpadaji (viz [1, s. 223]). Buiiky tak nesyntetizuji
nezadouci proteiny a Setti si energii. Terminacnich tripletd posunutych o 1 nukleotid
vlevo je dokonce 11.

To, Ze existuje jen jeden inicia¢ni kodon ATG, mé také jistou evoluéni vyhodu,
protoze se minimalizuje pocet mist, odkud se ¢te informace, i kdyz tfeba chybné.
Pov&imnéte si déle, Ze cyklickou permutaci inicia¢niho tripletu ATG dostaneme ter-
minacni triplet TGA. Je to jen ndhoda? Domnivame se, Ze neni, protoze to opét ma
malou vyhodu. Pfedpokladejme, Zze zacneme ¢ist od tuéné vyznaceného posunutého
inicia¢niho tripletu

...xxA TGA ...

Za terminac¢nimi triplety (v tomto pifpadé TGA) je vétsinou spise ndhodna”) sekvence
nukleotid@ nez néjaky gen. V ni brzy dospéjeme k néjakému terminacnimu tripletu,
i kdyz budeme ¢ist posunuti o jeden nukleotid.

Je mozné, ze v davné minulosti byly v genetickém kédu jen dva terminacni triplety
UAA a UAG. U jedné t¥idy archebakterii totiz neni triplet UGA terminacni, ale ké-
duje dalsi jedenadvacatou aminokyselinu — selenocystein. Zvyseni po¢tu termina¢nich
tripletil v pribéhu evoluce mohlo zlep$it i¢innost syntézy proteini, nebot v priméru
dochéazelo k dfivéjsimu zastaveni chybné syntézy nez jen pro dva terminacni triplety.

U eukaryontni DNA pfiroda vyvinula jesté dalsi mechanizmus, ktery rozpozna
tvofena prevazné bazemi T a A (tzv. prométor TATA-box). V tomto misté zacne
enzym RNA-polymeraza postupné dvojsroubovici DNA rozevirat a hledat kodon ATG
smérem ke konci 3.

Deset otazek a odpovédi na zavér

1. Jaky je rozdil mezi uracilem a thyminem? Uracil C;H,O3Ny a thymin
CsHgOoNy maji témér shodnou chemickou strukturu. Jediny rozdil je v tom, Ze
jeden vodik v uracilu je na Sestithelnikovém benzenovém jadru v thyminu nahrazen
metylovou skupinou CHj (na obr. 1 vlevo nahofe). Rovnéz rozdil mezi cukrem ribézou
a deoxyribdzou je maly. Jeden vodik vazany na uhlik cukru deoxyribézy v poloze 2’
(na obr. 1 vlevo) je u ribézy nahrazen hydroxylovou skupinou OH.

%) Naproti tomu stfedni doba zivota funkéni DNA je nékolik mésict.
7) Je tfeba ale jesté vzit v ivahu skuteCnost, Ze bazi A a T miiZe mit DNA méné nez bazi
C & G. Napf. u jedné t¥idy bakterii je jen 13 % bazi A a 37 % bazi C.
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2. Jak je propojen cytosin s guaninem? V puvodnim ¢ldnku Watsona a Cricka
[11] je par bézi guaninu a cytosinu propojen jen dvéma vodikovymi mistky. Pozdéji
Linus Pauling prokazal existenci jesté tfetiho mustku (na obr. 1 je to ten horni mezi G
a C). Vodikovy mistek je chemickd vazba vytvofend atomem vodiku vétSinou vazanym
kovalentné se silné elektronegativnim atomem N ¢i O a elektrostaticky vazanym
s druhym takovym atomem.

Mezi A a T jsou jen dva vodikové mustky, protoze dolni atom kysliku na thyminu
na obr. 1 je pfilis vzdalen od nejblizs§iho atomu vodiku na adeninu. Vazba A = T je
tak slabsi nez C = G. RNA polymeraza proto snadno rozvoliiuje prométor TATA-box.

3. Jak se z genetické informace vytvareji bilkoviny? K piepisu RNA do
posloupnosti aminokyselin doch4zi v ribozémech,®) kterych miize byt v butice az
milion. Kazda organickd kyselina ma charakteristickou skupinu COOH a kazda ami-
nokyselina navic obsahuje skupinu NH,. Obé skupiny jsou chemicky navazany na
spole¢ny atom uhliku. Slouc¢enim skupiny COOH z jedné aminokyseliny a skupiny
NH; z druhé aminokyseliny vznika kovalentni peptidova vazba —CO-NH- a uvoliuje
se pfitom voda, viz [1]. Tak se postupné syntetizuje proteinovy fetézec. Bilkoviny jsou
postaveny pouze z tzv. L-forem aminokyselin. Jejich zrcadlové obrazy (D-formy) se
pri stavbé zivych organizmu neuplatnuji.

4. Co je jadérko v jadre bunky? Jadérko je tmavsi misto v jad¥e buriky. Neni to
néjaka zvlastni organela, ale misto, kde pravé probiha prepis DNA do tzv. ribozoma&lni
RNA a vznikaji tam nové ribozémy. Proto jadérek v jedné buiice mizZeme pozorovat
i nékolik najednou a jindy zase zadné.

5. Kolik bunék ma lidské télo? Jadro kazdé lidské buiikky méa primér okolo 5 ym.
Ptedpokladejme, 7e n&jaka osoba ma hmotnost 65 kg, tj. ma objem cca 0.065 m>. Pak
pro pocet bunék n v jejim téle plati

n- 20.0000053 < 0.065.

Odtud plyne zaruéeny horni odhad n < 10'°. Skuteény pocet bunék je vsak zhruba
o dva Ffady mensi (srov. [4, s. 30]), protoze kromé jadra m4 butika jesté dalsi organely,
cytoplazmu, bunécné stény atd. a mnozstvi tekutin a rtznych organizmi je i mimo
bunky.

Celkova délka DNA ulozend v jadie jedné buiiky je pfiblizné 2 metry. Na tecku na
konci této véty by se tedy veslo nékolik km vldken DNA. Zauzlované molekuly DNA
umi rozmotavat bilkovina topoizomeraza.

6. Jaka je rychlost déleni bunék? Tim, Ze biochemické reakce probihaji na
mikrotirovni a paralelné, je kopirovani DNA velice rychlé. Za idedlnich podminek se
bunka rozdéli na 2 dcefiné bunky za 20 minut, tj. probéhnou 4 zakladni faze déleni:
profaze, metafaze, anafaze, telofaze, po nichz nasleduje interfaze. Z jedné bunky tak
za hodinu vznikne 8 novych a za 10 hodin jich bude vice nez miliarda.

8) K fetézeni aminokyselin dochéazelo i pfi dopadu komet a asteroidii na Zemi, jak dokazuji
laboratorni pokusy za vysokych tlaka a teplot.
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7. Pro¢ prekrizeni chromozomu nerespektuje hranice jednotlivych gena?
Pfi specidlnim déleni bunék (tzv. meioze), kdy se tvofi vajicka a spermie, dochdzi
k prekiiZeni chromozdmi, a tim novému usporfadani genti. Priblizné 95 % informace,
kterd je obsazena v DNA, se kédovani netcastni, i kdyz v davnych dobach néjaky
vyznam mohla mit. K piekiizeni chromozémii tak vétsinou dochézi mimo geny.?)
Pokud ptresto dojde k prekiiZzeni uvnitt néjakého genu (navic bez ohledu na triplety),
jedna se vlastné o mutaci, kterd miize ve zcela vyjimeénych pripadech vést i k vylepseni
néjaké vlastnosti.

8. Co je epigenetika? Epigenetika se zabyva regulaci funkce gend. Dosahuje se
toho metylaci cytosinu, ¢imz vzniké metylcytosin, ktery zablokuje funkci pfislusného
genu. PovSimnéte si, Ze iniciaéni (ani zddny terminacni) kodon neobsahuje cytosin.
RNA-polymeraza vSak ¢te genetickou informaci z komplementarniho vldkna a jeho
tedy, aby se na tento jediny cytosin navazala metylova skupina a syntéza RNA nemiiZe
zacit. Jako piiklad si uvedme nésledujici pokus. Jedna skupina mysi z jednoho vrhu
byla krmena stravou velice bohatou na metylové skupiny, zatimco druhé skupina byla
krmena stravou na metylové skupiny chudou. Obé€ skupiny pak mély odlisné zbarvenou
srst.

Tento pokus ukazuje, ze vnéjsi vzhled a dalsi vlastnosti nejsou jednoznacné dany
jen genetickou vybavou, ale zZe je lze regulovat pomoci metylovych skupin. Proto
jednovajeénd dvojcata zijici ve zcela odlisnych podminkich po fadu let se mohou
vzhledové dosti lisit, protoze u nich dochéazi k rozdilné expresi jednotlivych genii.
Navic se metylace nékterych genti dédi. Vice o epigenetice a jeji historii se muzete
doéist v neddvno vyslé knizce [10].

9. Jaka je pravdépodobnost vzniku Zivota? PfestoZe ve vesmiru je velké
mnozstvi organickych latek (napf. v mezihvézdném prostoru byla detekovana charak-
teristickd spektra aminokyseliny glycinu) a v meteoritech dopadajicich na Zemi byly
objeveny dalsi slozité molekuly véetné nukleotidi, je pravdépodobnost vzniku néjaké
samoreplikujici molekuly velice malé. Pfinutit totiz néjakou organickou molekulu, aby
alespoil vytvarela své kopie, neni viibec snadné. Nejmensi zndmé viry (i pocitacové)
nesou cca 1000 bitd informace. Jsou znamy piiklady ukazujici, ze kdyz se z virového
genomu vystipne gen G anebo G’, muze virus prezit a mnozit se. Kdyz se ale odstrani
oba geny G i G’, virus nema moznost se replikovat. Existuje tedy jisté minimalni
mnozstvi bitd, které jesté umoznuje samoreplikaci. Takova posloupnost 0 a 1 ale jisté
neni ndhodna a nalézt ji vyzaduje projit okolo 210 moznosti.

Tuto zévaznou skuteénost ale mnohé optimistické pfedpovédi (nap¥. Fermiho pa-
radox) vibec neberou v tGvahu. Rovnéz ve zndmé Drakeové rovnici pro vypocet
poctu civilizaci v nasi Galaxii, s nimiz by bylo mozno komunikovat, se uvazuje, ze
pravdépodobnost vzniku zivota za pfiznivych podminek je témér 1.

Z4dn4 tplné sama se replikujici molekula zatim nebyla objevena (coZ je mozna
dobie). Pfiroda na Zemi ale experimentovala s enormnim mnoZstvim organickych

%) V DNA existuji tseky obsahujici az 100000 part bazi, které se do RNA vibec
nepfrepisuji.
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molekul okolo jedné miliardy let v obrovské biochemické laboratofi na celém zemském
povrchu (cca piil miliardy km?), v rfiznych puklinach, ve vodé atp. A tak patrné
z puvodni prebiotické polévky vznikl na jediném misté na Zemi zivot, pokud nebyl
zanesen odjinud.

10. Co je prion? Prion je slozitd bilkovina (zndmé z nemoci $ilenych krav), kterd
neobsahuje nukleové kyseliny ani jimi neni kédovana. Rozmnozuje se tim, ze méni
podobné bilkoviny v néjakém organizmu na sebe sama. Neni vylouc¢eno, ze podobné
bilkoviny staly na poc¢atku Zivota na na$i planeté, jesté nez vznikla RNA. Za objev
prioni ziskal Stanley B. Prusinger Nobelovu cenu v roce 1997.

Podékovani. Autofi dékuji RNDr. Lucii Karné, Ph.D., doc. RNDr. Frantisku Ka-
trnogkovi, CSc., a Bc. Romanu Pipkovi za inspirujici diskuse. Clanek byl podpoien
vyzkumnym zémérem MSM 0021620806 a grantem IAA 100190803 GA AV CR.
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