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ANOTACE

Prace popisuje nejen historii vyzkumu a samotné viastnosti genetickeho kodu,
ale hlavné odchylky od standardniho genetického kodu a teorie tykajici se jejich
vzniku. Nejvétsi pozornost je vénovana zméné vyznamu CUG kodonu u patogenni
kvasinky Candida albicans, coZ je jedna z nejvyraznéjSich odchylek v jaderném
genomu. Zaroveri se zabyva transformaci proteomu, kterou zpusobuje zména
fenotypu. Tato schopnost muze mit totiz viiv i na patogenitu a odolnost této kvasinky

vUci stresu.

KLICOVA SLOVA

CUG kodon, Candida albicans, odchylka, Ser-tRNAcac, geneticky kod.



ANNOTATION

The thesis describes the history of research and properties of genetic code, as
well as the deviations from standard genetic code and the theories concerning their
origin. Most attention is dedicated to the change in the CUG codon translation in
Candida albicans, the most significant deviation in nuclear genome. It also deals with
the transformation of proteome, which causes a change in phenotype. This property

may influence pathogenicity and stress resistence of this yeast.
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Uvod

Dlouho se mélo za to, Zze geneticky koéd je univerzalni. Tuto mySlenku
podporovala napfiklad i teorie Francise Cricka, ktera fikala, Ze geneticky kod je
,Zmrazen® tudiz se nemuze vyvijet. Jakakoliv zména by podle tehdejSich teorii méla
pro buriku fatalni nasledky. Z toho davodu bylo velkym pfekvapenim, kdyz v roce 1992
Osawa et. al zvefejnil ¢lanek, ve kterém publikoval objevené zmény. Tyto odchylky
byly dvojiho typu — mitochondrialni anebo jaderné. PfiCemz jaderné nebyly az tak
Casté. Z toho divodu se zacalo zkoumat, jakym zplsobem tyto odchylky vznikaji a co
je zpUsobuje. Jednim z organism0d, u kterého byly objeveny zmény v jaderném
genomu, které zpusobovaly zmény v translaci CUG kodonu, je rod Candida. Diky této
zméné nebyl zminovany kodon prekladan jako leucin, ale mnohem &astéji jako serin.
Nasledné vyzkumy dospély k zavéru, Ze tuto zménu zplsobuje nejspiSe specialni ser-
tRNAcac, ktera se oproti standardni leu-tRNAcac liSi v nékolika bodech, které jsou
v této praci také popsany (Osawa et al., 1992).

Cilem mé prace je reSerSe veskerych publikovanych materialt tykajicich se
vlastnosti genetického kédu a problematiky jeho odchylek s bliz§im zaméfenim na

nestandardni predklad tripletu CUG u C. albicans.
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1 VLASTNOSTI GENETICKEHO KODU

Pro pochopeni, pro€ je pro nas geneticky kod tak dualezity, je tfeba si vysvétlit
jeho roli v pfenosu genetické informace. Struktura DNA, kterou v roce 1953 objevili
Watson a Crick, Fika, Ze jeji vlastnosti umoziuji replikaci, ktera spocCiva v parovani
komplementarnich bazi a kédovani genetické informace pomoci urCeni poradi téchto
bazi. DNA podléha transkripci, coz je prepis genetické informace do molekuly RNA.
Ve vétsiné pfipadd se jedna o pfepis pouze jednoho genu, ten nasledné slouzi
k vyrobé jednoho specifického proteinu. ProtoZe se jedna o enzymaticky proces,
pusobi zde enzym RNA polymeraza, rozeznavajici promotor v molekule DNA. Ten
nam oznacuje zacCatek transkripce. Po rozvazani vodikovych mustki dojde
k nasyntetizovani RNA vlakna dle komplementarity bazi. Nové vznikla RNA je poté na
ribozomech pomoci translace pfeloZzena do primarni struktury proteinu.

A pravé toto kodovani se fidi urCitymi pravidly, ktera se souhrnné nazyvaji
geneticky kéd. Ten ma nékolik zakladnich vlastnosti. Jednou z nich je tripletovy neboli
tfipismenny kodon. Vysvétlenim, pro€ kodon neni pouze dvoupismenny je mala
variabilita. Protoze DNA obsahuje 4 druhy dusikatych bazi (adenin, guanin, cytosin a
thymin), dostali bychom pouze 16 variant (4%). Tato moznost ovSem neni
pravdépodobna, protoze potfebujeme rozlisit 21 aminokyselin. Proto, se objevil nazor,
Ze kodon bude tripletovy. Tim padem je k dispozici 64 kodonl (43), pficemZ pouze

Tabulka 1.1 — Geneticky kod (Prevzato z http://www.genetika-
biologie.cz/images/TABULKA.GIF; 2.4.2017)

U c A G
U uuu

fenylalanin|UCU | serin UAU| tyrosin | UGU| cystein
UuC | fenylalanin| UCC | serin UAC| tyrosin | UGC| cystein
UUA| leucin |UCA| serin |UAA stop UGA| stop
UUG| leucin |[UCG| serin |UAG stop UGG | tryptofan
C|CUU| leucin |CCU| prolin |CAU| histidin |CGU| arginin
Ccuc| leucin |[CCC| prolin |CAC| histidin [CGC | arginin
CUA| leucin |CCA| prolin |CAA| glutamin | CGA| arginin
CUG| leucin |CCG| prolin |CAG| glutamin |CGG| arginin
A |AUU| izoleucin | ACU| treonin | AAU| asparagin | AGU serin
AUC| izoleucin | ACC| treonin | AAC | asparagin | AGC| serin
AUA | izoleucin | ACA| treonin | AAA lysin AGA | arginin
AUG| metionin |ACG| treonin |AAG lysin AGG| arginin
G |GUU valin GCU| alanin | GAU kys. GGU| glycin
GuC valin GCC| alanin | GAC|asparagova| GGC| glyein
GUA valin GCA| alanin | GAA kys. GGA| glycin
GUG| wvalin GCG| alanin | GAG| glutamova |GGG| glycin
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61 jich je schopno kédovat aminokyselinu. Z toho ovSem vyplyva, Ze kéd musi byt
degenerovany (jedna aminokyselina mize byt kddovana vice kodony), jak ukazuje
tabulka 1.1.

Proto jsou kodony fazeny do koddénovych rodin (kodony kédujici stejnou
aminokyselinu). DalSi z mnoha vlastnosti je i to, Ze je univerzalni. To znamena, ze
vétSina kodonl ma stejny smysl ve vSech zivych soustavach. Moje prace se zabyva
problematikou vzniku odchylek od tohoto univerzalu, a zda je mozné jejich vznik

néjakym zplasobem ovlivnit (Pray, 2008; Yanovsky, 2007; Ralston et al.,2008).

1.1 VLIV GENETICKEHO KODU NA PROTEOSYNTEZU

Jak bylo fe€eno vySe, kodonl kddujicich aminokyseliny je 61 a zbylé tfi jsou
pouzity jako stopkodony. Dulezity je ale i kodon AUG, ktery nejen koéduje
aminokyselinu methionin, ale ma roli coby iniciacni neboli start kodon (opak
stopkodonu). A pravé tento kodon ribozom rozezna jako poc€atek kodujici sekvence a
je schopen pravé odtud zahdjit translaci. Aby k tomuto kroku mohlo dojit, je tfeba
pfepsat genetickou informaci z deoxyribonukleové kyseliny DNA do kyseliny
ribonukleové RNA. Tento proces se nazyva transkripce a probiha v jadfe. Dochazi tu
k rozpleteni viakna DNA za pomoci enzymu helikazy. Nasledné diky RNA-polymeraze
dochazi k samotnému pfepisu a zaroven zaméné thyminu za uracil. Timto zpadsobem
dostaneme mRNA, ta se nasledné pfesouva do cytoplasmy, kde se navaze na
ribozom. V ribozomu se tRNA s navazanou prislusnou aminokyselinou spoji pomoci
antikodonu s mRNA. Po pfipojeni dal§i tRNA, dochazi ke spojeni dvou aminokyselin
pomoci peptidické vazby. Touto cestou vznika primarni struktura proteinu do doby, nez
ribozom rozezna jeden ze stop kodonu (UAA, UAG, UGA), kdy koncCi syntéza bilkoviny
(Nirenberg et al., 1964, Alberts et al., 2002).
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2 HISTORIE VYZKUMU

Vroce 1856 Johann Gregor Mendel vypozoroval, Ze dédi¢né znaky se
neziskavaji pfimo, ale ve formé tzv. elementl. Tyto elementy dnes chapeme pod
pojmem gen. AcCkoliv ve své dobé& nebyl Mendel dostateCné ocenén, dnes vime, Ze
polozil zakladni kamen pro genetiku a objasnil zakladni vztahy v dédi¢nosti.

Za objevitele DNA je povazovan Svycarsky lékar a pfirodovédec Friedrich
Miescher. Jeho hlavnim cilem bylo objasnit zakladni stavebni kameny Zivota. Z toho
dlvodu se sousttedil na rizné typy proteina, které tvofi leukocyty a to proto, Ze proteiny
byly povazovany za nejslibnéjsi cil, co se pochopeni fungovani bunky ty¢e. Miescher
zZjistil, Ze zakladem bunécné cytoplasmy jsou opravdu proteiny, spole¢né s lipidy.
Problém ovSem nastal, kdyz se je pokous$el klasifikovat. Rozmanitost bilkovin totiz
prekonala jeho tehdejSi moznosti, co se vybaveni a analytickych metod tyce. | pfesto,
se mu vSak podafilo vySetfovanim proteinid objevit vté dob& neznamou latku
s neo¢ekavanymi vlastnostmi. Ty byly oproti proteinim velmi rozdilné. Kvuli vyskytu
Vv jadru buniky, nazval tuto latku ,nuklein®. Tento termin se zachoval dodnes (Dahm,
2005).

DalSim vyznamnym meznikem bylo objasnéni a pochopeni, jak se geneticka
informace pfenasi a co tento pfenos zprostfedkovava. V roce 1944 tym védcu —
Oswald Avery, Colin MacLeod a Maclyn McCarty pfisli s experimentem, pfi kterém
ziskali prvni dikaz o roli DNA v pfenosu genetické informace. O necelych 10 let
pozdéji se udal objev, ktery byl ocenén Nobelovou cenou. Na zakladé dat, které ziskali
Franklinova a Wilkins, se podafilo Jamesi Watsonovi a Francisi Crickovi navrhnout
sekundarni strukturu molekuly DNA (Watson et al.,1953).

Jak dnes vime, jednalo se o dva antiparalelni fetézce slozené z cukru (2-deoxy-

D-riboza), fosfatu a dusikaté baze. Tuto strukturu muzete vidét na obrazku 2.1.
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Obrazek 2.1 - Sekundarni struktura molekuly DNA (pfevzato a upraveno
https://www.mechanobio.info/topics/genome-regulation/dna-structure/ 2.4.2017)

DalSim dulezitym krokem pro pochopeni, jak sekvence nukleotidld koduji
aminokyseliny, bylo prolomeni genetického kddu. Moznost, ze se jedna o systém 1:1
(edna baze odpovida jedné aminokyselin€) byl nepravdépodobny, protoze
aminokyselin podilejicich se na stavbé proteinl je 20, kdezto nukleotidy jsou pouze
Ctyfi.

Proto pfiSel v 50. letech 20. stoleni George Gamow s teorii, ze zakladem je
zifejmé trojice nukleotidd (Nanjundiah, 2004). Ackoliv nemél pfesné predstavy o tom,
jak by se kéd Cetl (jednou z jeho mySlenek bylo i to, Ze by se triplety prekryvaly, coz
bylo pozdéji vyvraceno) jeho teorii potvrdil Marshall Nirenberg. Ten se svym tymem
objevil prvni triplet (kodon TTT kddujici fenylalanin) neboli sekvenci kédujici jednu
z aminokyselin, které jsou zakladnim stavebnim kamenem proteinl (Nirenberg, 2004).
Trvalo pouhych pét let, nez rozlustil cely geneticky kod.

Vyznamnym krokem bylo vyvinuti nové technologie pro sekvenovani DNA. To
se podafilo v 70. letech 20. stoleti Walteru Gilbertovi a Fredericku Sangerovi. Dané
metody umoznily &teni sekvence celych gent v délce 1 000 az 30 000 part bazi.
Gilbert a Sanger pracovali samostatné, ale oba vyuzili nedavno objevenych enzymd,
coz vedlo ke zlepSeni gelové elektroforézy. Touto metodou se zobrazuje poradi
nukleotidu. Gilbert, ktery spolupracoval s Allanem M. Maxemem vymysleli metodu, kdy
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se nasobila, délila a peclivé fragmentovala DNA. Sangerova metoda odhalovala
nukleotidovou sekvenci pomoci jednovlaknové DNA. Vysledny vzorek se rozdélil do
Ctyf Casti, ke kterym se pfidala jedna z bazi. Za zminény objev dostali v roce 1980
sdilenou Nobelovu cenu v oboru chemie (Hutchison, 2007).

Béhem nasledujicich desitek let mohli védci diky vyvoji techniky prejit
k sekvenovani az miliond pard bazi. Vfijnu 1990 zacdina projekt zaméfeny na
mapovani lidského genomu — HUGO (Human genome project). Do né&j jsou zapojeny
pfiblizné 2 000 védcl z mnoha zemi. Jednim z nich je i J. Craig Venter. Ten jesté
v dobé&, kdy byl zaméstnancem National institutes of Health (NIH) pfedved| novou
metodu, ktera mohla urychlit objev genu. Jednalo se o kratké fragmenty DNA
oznacované jako expresni sekvencni znacky (EST), diky kterym bylo mozné gen najit
a prozkoumat jeho funkci. Protoze nebyl spokojeny s rychlosti, jakou se pfi mapovani
genomu postupovalo, a zaroven byl velmi omezen rozpocétem, rozhodl se zalozit
spole¢nost Celera genomics, ktera byla financovana ze soukromych zdroju. To mélo
za nasledek, Ze zapocalo soutéZeni mezi HUGO a Celera genomics. O nékolik let
pozdéji, tedy dne 26.Cervna 2000 predstupuje pfed novinafe americky prezident Bill
Clinton a oznamuje, ze lidsky genom byl zmapovan. Jedna se ovSem pouze o
sekvenovani hrubého genomu, kdy bylo sekvenovano pouze 85 % celého genomu.
Prvni osekvenovany genom byl zvefejnén v unoru 2001 v Casopise Nature. Tyto
vysledky pochazely z HUGO. Celera genomics své vysledky zvefejnila pouze o den
pozdéji. Dnesni ¢teni DNA je rychlejsi, snadnéjsi a levnéjsi, nez bylo tenkrat. Mozna i
proto zname kompletni genom nékolika stovek lidi, bakterii, vird ale i dulezitych
zemeédeélskych plodin nebo hospodarskych zvifat a muzeme tak genomy mezi sebou
porovnavat a také vyuzivat genetiky i v mediciné (Dahm, 2005, Nirenberg,2004,
Lepshutz 1994, The International SNP Map Working Group,2001).
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3 TEORIE VZNIKU ODCHYLEK

Dlouho panovala myslenka, Ze geneticky kod je shodny pro vSechny organismy.
Diky rozvoji techniky se ovSem béhem poslednich tficeti let odkryla cela fada zmén
v pfekladu nékterych kodénu, a to nejen bakterii, ale i mitochondriich eukaryot. Tato
zjiSténi vyvratila teorii naprosté univerzalnosti kodu. Dalo by se fici, ze zakladnimi
pfriCinami pro vyvoj genetického kodu bylo nizsi vyuziti koddnd, minimalizovani
genomu nebo vymizeni tRNA. O dané divody se opiraji tfi zakladni teorie vysvétlujici
vznik odchylek (Miranda et al., 2006, Bezerra, et al., 2015, Koonin et al., 2009).

3.1 TEORIE ZACHYCENIi KODONU

Teorie zachyceni kodonu fika, ze diky AT nebo GC tlaku (jedna se o zménu
pomeéru AT/GC, ke kterému dochazi z divodu stabilizace nebo jako nasledek oprav
mutaci DNA), vymizi nékteré kodony z kodujici sekvence. To ma za nasledek ztratu
funkénosti a nasledné odstranéni pfislusné tRNA. Dané kodony se ovSem nasledkem
genetického driftu mohou znovu objevit. Geneticky drift je proces, kdy dochazi
k nedplnému nahodnému predani genu zjedné generace na druhou. V malych
populacich diky tomu odchazi ke zménam Cetnosti alel.

Znovu objevenym kodonim tak chybi tRNA. Diky mutacim v jiné tRNA, je
mozno dosadit pivodnimu kodonu jinou aminokyselinu. Zminénou teorii potvrzuje
vymizeni kodonu CGG u bakterie Mycoplasma capricolum (jednalo se o zvySeni tlaku
AT), a kodonl AGA a AUA u Microccocus luteus — v tomto pfipadé se zvySoval tlak
GC (Bezerra, 2015, Koonin, 2009, Osawa, 1992).

ztrata nevyuzité tRNA
AT/CG tlak zplasobujici

: volny kodon

ztratu kodonu y

plvodni tRNA nova tRNA
# codons } B o

tplna ztrata kodonu postupne ZVS(§0VénI'
poctu kodonu na novych

pozicich

Obrazek 3.1 — Princip zachyceni kodonu (pfevzato a upraveno
dle Muhlhausen, 2016)
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3.2 TEORIE DVOJZNACNEHO MEZIPRODUKTU

DalSi teorie pfedpoklada, Zze zména kodovani je pfes mezistupen, a to z toho
divodu, Ze kodon je nejednoznacné rozeznavam dvéma druhy tRNA — odpovidajici i
mutovanou. To umoznuje vybér vyhodnéjsi tRNA a ziskani vhodnéjsSi aminokyseliny.
Mize se zdat, Ze tento zplsob by mohl mit pro organismus fatalni nasledky. AvSak
tuto teorii potvrzuje nejen rod Candida, u kterého je viditelna zaména v kodonu CUG,
0 némzZ bude pozdéji fecC.

DalSim pfikladem je Escherichia coli, ktera vyuziva UGA jako kodon pro

selenocystein, ale i jako stopkodon (Bezerra, 2015, Koonin, 2009).
3.3 HYPOTEZA RACIONALIZACE GENOMU

Posledni hypotéza ma za to, Ze vlastnosti translacniho procesu i jeho
organizace jsou ovlivnény evoluénim tlakem, ktery je zaméfen na genomické rysy
(velikost, slozeni a strukturu), nikoliv na translaci jako takovou. Zmény kodonu jsou
v tomto pfipadé Fizeny tak, aby se minimalizovaly translaéni pochody a doSlo tak ke
zvySeni hospodarnosti celého procesu. Pravé tato teorie nejlépe vysvétluje zmény

v genomu mitochondrii (Anderson, 1995, Muahlhausen 2016).
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4 NALEZENE ODCHYLKY

Veskeré nalezené odchylky vznikaly bud v mitochondrialnim genomu, nebo
genomu jaderném. Jak ukazuje tabulka 5.1, v pfipadé mitochondrialniho genomu se
jednalo o zménu funkéniho tripletu na nesmysiny (a naopak), Castéji nez u jaderného.
Tim je mysleno ,odebrani“ kodovani daného tripletu. Stejné tak zaména pfislusné
aminokyseliny za jinou, tuto situaci muzeme vidét v poslednim sloupci. Je tu popsano,
u kterého tripletu doslo k zaméné, a jaka je vysledna aminokyselina. Oproti tomu
v jaderném genomu dochazelo spiSe k zaméné stopkodonu za triplet kodujici

aminokyselinu (Bezzera 2015, Osawa 1992).

Tabulka 4.1 — Rozdily mezi zménami v mitochondrialnim a jaderném genomu.
Pismeno ,R* znaci, ze na této pozici muze byt jakakoliv baze, a i tak se vyznam
nezmeéni. ,X“ znaci vyfazeni tripletu, to znamena, Ze dale neni pfifazen k pfislusné
aminokyseliné (upraveno dle Bezzera et al.,2015)

zafazeny vyfazeny STOP - AMK AMK — STOP AMK — AMK

SerAGG — Lys
1eAUA — Met
AGA—Gly Eii_’ irp AgAGA — Ser
— —
Mitochondrialni genom AGA — Ser "° X T selUCA — Stop ArgAGG — Ser
serAGR — x  UAG — Leu
AGR — Stop AUG — Al LysAAA — Asn
—
a AigAGA — Gly
ArgAGG — Gly

AgAGA — x  UGA — Trp
Jaderny genom ItAUA — x  UGA — Cys LeuCUG — Ser
AgCGG — x  UAR — Ghn

4.1 ZMENY V MITOCHONDRIALNIM GENETICKEM KODU

Pro upfesnéni by mélo byt feCeno, Ze mitochondrie se mohou rozdélit na dvé
kategorie — rostlinné a nerostlinné. Déleni je na zakladé vyuZiti kodu. Zatimco rostlinné
mitochondrie vyuzivaji standardniho genetického kodu, oproti tomu nerostlinné
vyuzivaji napfiklad kodon UGA jako tryptofan (standardné se jedna o stopkodon), ale
vyskytuji se tu i jiné zmény.

Prvni zménou zifejmé byl jiz zmifovany UGA kodon, jak je vidét na obrazku 4.1.
Tato odchylka nastala v nerostlinnych mitochondriich po osamostatnéni z rostlinnych.
Pokud bychom se zaméfili na linii hub, je u kvasinek viditelna zména v kodonu AUA
z izoleucinu na methionin (tato zména je viditelna i u zZivocisné linie), a u tripletu CUN

(N = jiny nukleotid), kde je zaména threoninu za leucin (Osawa 1992, Knight 2001).
21



4.1.1 Organismy se zménou v mitochondrialnim kédu

NejCastéjSi zaménou ve smyslu zmény stop kodonu na aminokyselinu je
dekoddovani UGA jako tryptofanu, a to diky Trp-tRNAuca. Tato zména je napfiklad u
nékterych Mériavek, nebo kmenu Euglenozoans, pfesnéji u fadu krasnoocek. DalSi
zménou je napfiklad UAA jako tyrosin. Tuto odchylku Ize nalézt u Radopholus similis,
coz je parazit na rostlinach. Parazituje zejména na bananovnicich, citrusovnicich, ale
i kdvovnicich.

Pfipady, kdy dochazi k zaméné aminokyselin, jsou CastéjsSi. Napfiklad
mitochondrie kvasinek Saccharomyces nebo Nakaseomyces dekoduji kodony CUN (N
= A,G,C,T) jako treonin. ZpUsobuje to absence Leu-tRNAuac a zména struktury Thr-
tRNAuacG, coz umozni rozeznani vSech Ctyr nukleotidli na tfeti kodonové pozici. DalSimi
triplety, které ¢asto méni svou identitu, jsou AGA a AGG. Zakladni aminokyselinou
téchto kodonu je arginin, ovéem v pfipadé rodu Drosophila se triplet AGA dekdduje
pomoci Ser-tRNAGuc, tudiZ vystupuje jako serin. Oba tyto kodony nejCastéji vyuzivaji

zmeénu na jiz zminovany serin nebo glycin (Bezerra, 2015).

4.2 ZMENY V JADERNEM GENETICKEM KODU

Jak je z tabulky 4.1 ziejmé, v jaderném genetickém kodu dochazi hlavné ke
zménam ze stopkodonu na aminokyselinu. Jako pfiklad takovych organismu Ize uvést
Green algae, tady dochazi ke zméné ze UAN ze stop kodonu na glutamin. Stop kodon
UGA jako tryptofan je rozeznavan napfiklad u bakterie Bacillus subtilis. NejpoCetné;si
zména tripletu jako u fas, ale i ze stop kodonu UGA na cystein.

Vyjimku tvofi triplet CUG, ktery za standardnich podminek nalezi aminokyseliné
leucinu. Jak ovéem bylo zjisténo, v kvasinkach rodu Candida a u vétSiny hub kmene
Ascomycetes se Castéji vyskytuje jako serin. Tomuto tématu jsou vénovany nasledujici

kapitoly.
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Obrazek 4.1 — Mapa odchylek od standardniho genetického kodu (pfevzato z Knight et

al., 2001)
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5 ROD CANDIDA

Candida je jednim zrodd oportunné patogennich kvasinek (je patogenni
v pfipadé oslabeni organismu nebo poskozeni obrannych mechanisma). Tvofi ovalné
blastospory, s pucicimi novymi burikami, ze kterych mize vzniknout pseudohyfa. Ta
muze dosahovat délky i nékolika desitek mikrond. Vzhledem k jejich schopnosti tvofit
biofilm, je mizeme povazovat za nebezpecné fakultativni patogeny (Schindler, 2009).

Prvni publikovana zminka o zméné kédovani u rodu Candida byla v roce 1989,
kdy Yoshiyuki Kawaguchi a jeho tym objevili zménu u C. cylindracea a to diky
sekvencni analyze genu lipazy |, kde byl triplet CUG pfidélen jako kodon serinu. Tato
teorie byla pozdéji potvrzena dalSimi experimenty (Kawaguchi, 1989, Ohama, 1993).
V souvislosti s touto zménou byla identifikovana tRNA s antikodonovou sekvenci CAG
— Ser-tRNAcac. To ovSem neni jedina specificka vlastnost. Tou dalSi je guanosin

jednoznacné v pozici 33 — G33 (tuto pozici standardné zaujima uracil).

Obrazek 5.1 — Candida albicans. Mikroskopicky pohled pfi zvétSeni 400x,
po inkubaci pfi 37°C, 24 h v YPD mediu
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5.1 PATOGENITA U C. ALBICANS

Candida albicans je druh, typicky se vyskytujici ve stfevni a ustni mikroflore,
ktery za fyziologickych podminek hostiteli neSkodi. V pfipadé, Ze dojde k oslabeni
imunity nebo nerovnovaze systému, dojde k nadmérnému premnozeni a onemocnéni

kandid6ze.

5.1.1 Faktory virulence

Mezi hlavni faktory virulence patfi adheze, at uz z burice hostitele nebo
k povrchu materiald — kanyly, katétry, protézy. Hlavnim adhezinem C. albicans je
mananprotein, Ten na povrchu bunky utvofi fibrilarni vrstvu, ktera souzi i jako ochrana
pfed fagocytézou. DalSi faktor virulence, ktery blizce souvisi s patogenitou, je
schopnost tvofit hyfy. Je to zplsobeno tim, Ze podlouhla forma ma lepSi schopnost
pFichyceni k burice a Iépe proliferuje (mnozi se). Vlaknita forma, ktera prorusta do tkani

je poté povaZzovana za invazivni, odolnéjSi a parazitickou formu (Bednar, 1996).

5.1.2 Vlivzmény fenotypu na patogenitu

P¥i blizSim zkoumani C. albicans bylo zjisténo, Zze ma schopnost stfidat fenotypy
(phenotype switching), tato vlastnost se projevuje i v patogenité. Vyzkum casti DNA,
zvané WO-1 prokazal dva fenotypy, jez se liSily zbarvenim a tvarem kolonii. Jeden
z nich se projevoval jako hladka bila kolonie, druhy jako $eda kolonie vyrustajici
vrasCité. U dalSi ¢asti — 3153A bylo objeveno nejméné sedm typl, které se také
jednotlivé lisily vzhledem a fyziologii bunék. Zaroven v této ¢asti byl objeven gen SIR2
(silent information regulator), ktery je nejspiSe zodpovédny za pFepinani fenotypa.
Tento gen byl jako prvni objeven u Saccharomyces cerevisiae, u které odpovida za
utlum exprese okolnich genl. U kvasinek, tedy i u C. albicans se tento gen nachazi
v okoli genl, které odpovidaji za rozmnozovani. Opomenout nelze ani regulator
transkripce, molekulu zna¢enou jako Efg1p, ktera se také podili na stfidani fenotypt
pomoci rychlé exprese. Genova exprese je proces, pfi kterém se informace, ktera je
uloZena v genu pfevadi na bunécnou strukturu nebo funkci. V tomto pfipadé dochazi

k rychlé zméné z Sedého na bily fenotyp (Bedna¥, 1996, Butler, 2009, Gomes 2007).
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6 Ser-tRNAcac

Pfifazeni standardné leucinového kodonu CUG k serinu, se objevilo jiz pfed 150
miliony let. ProtoZe jsou biochemicky tyto aminokyseliny velmi rozdilné (serin je
polarni, leucin hydrofobni), da se pfedpokladat, Ze tato zaména probiha zménou
v translacnich pochodech.

Jak bylo zjisténo, triplet CUG je tedy prekladan pomoci ser-tRNAcac. Zajimaveé
ovSem je, Ze tuto tRNA je schopna az ve 3 % pfipadl rozeznat i leucin-tRNA-
syntetaza. (Suzuki,1997)

6.1 STRUKTURA A FUNKCE SER-TRNA

Struktura tRNA ma charakteristicky tvar podobny jetelovému listu. Sklada se
z péti ramen — akceptorove, D-rameno, TyC rameno, antikodonové a variabilni. Tato

struktura je na obrazku Cislo 6.1.

Ser-tRNA 3’-OH (Sec)
A
p=
p
. G
5c ¢
G C
ccC
AC
CG
GU
G C T rameno
G C v
GG U A
D rameno | cccc
v G GGGG C
P UCUAUUC p o €
G AGAUGAG , .. U u
U GCG "
cu A c A
CG v &
GC v G G
GC C g U
AU -
C A G 1
U G variabilni kli¢ka

antikodonova klicka
U C A

3} e A G Uﬁ?l‘ﬂRNr\

Obrazek 6.1 — Sekundarni struktura ser-tRNA (Bezzera et al., 2015)
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Akceptorové rameno se sklada ze sedmi paru bazi a je zakon&eno sekvenci
CCA. Ta je umisténa na 3' konci, a pravé sem se diky tRNA-syntetaze vaze pfislusna
aminokyselina.

D-rameno funguje jako rozpoznavaci misto pro aminoacyl-tRNA-syntetazu,
ktera umozni navazani dané aminokyseliny na akceptorové rameno. Dohromady
obsahuje Ctyfi pary bazi. MlzZe se stat, Ze nékteré baze chybi.

T-rameno ma ve stopce pét part bazi a slouzi jako specificka oblast, kterou
rozeznava ribozom, coZz ma na nasledek vznik komplexu tRNA-ribozom.

Antikodonové rameno ma ve stopce pét paru bazi a v samotné klicce sedm
bazi, které se ovSem neparuji. Z téchto sedmi jsou tfi pfifazeny antikodonu — jedna se
o nukleotidy 34, 35 a 36, pficemz kodon se pfiklada v opaéném sméru, takze prvni
pismeno je pfifazeno k nukleotidu 36. Na pozici 33 se nachazi pyrimidinova baze —
uracil a pozici 37 purinova baze — guanin.

Posledni zminéné je rameno variabilni, které je odliSné hlavné svoji délkou. Ta
muze byt 5-21 nukleotidul, a pravé podle tohoto poctu se déli do dvou tfid:

. tfida — délka ramena je do 10 nukleotidu
. tfida — délka ramena je delSi nez 10 nukleotidd
Ser-tRNA a leu-tRNA se fadi do druhé tfidy (Perreau,1999, Smith 1989).
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6.2 ODLISNOSTI SER-TRNAcac

Hlavni odliSnosti struktury Ser-tRNAcac se vyskytuji v antikodonové kli¢ce.

VSechny zmény jsou viditelné na obrazku 6.2.

I:’-OH (Ser + Leu)
¢
© €&— nukleotid 73

identifikaéni prvek serinu

C m'A
p S AL U cgucc é
Gm e GCAGG
ac*CCG m<C C
n <C .
G GGC . G ¥
A m;G S
D oA AU l( C
AU 'G C
GC G G v
GC C
Ay

Nucleotid 33

3 C—— G U C—.S’mRNA

Obrazek 6.2 — Sekundarni a terciarni struktura Ser-tRNAcac (pfevzato a upraveno
podle Miranda et al.,2006)

6.2.1 Guanin namisto uracilu na pozici 33

Prvnim rozdilem je, Ze na pozici 33 se nachazi purinova baze guanin namisto
uracilu, ktery se na této pozici vyskytuje ve v8ech ostatnich tRNA Tato zména je
dulezita pro opétovni pfifazeni CUG kodonu k serinu. Za standardnich podminek totiz
uracil napomaha spravnému tvaru antikodonové smycCky a tim ovliviiuje spojeni
kodonu a antikodonu. Pfi zdméné na guanin dojde k zméné tvaru klicky, ktera je
zpusobena velikosti baze. Tim se snizi dekédovaci u€innost tRNA a to umozni burice
zpracovani serinového tripletu CUG. Tuto situaci doklada obrazek 6.2.

Pfedpoklad, pro€ k této zméné doslo je ten, Ze se minimalizuji Skodlivé ucinky,
které by mohla mit zména kodonu na Zivou bunfku. Tuto tezi podporuje i zjisténi, ze
ser-tRNAcac s guanosinem na pozici 33 neni toxicka, a to v pfipadé, Ze je
exprimovana z kvasinek pfibuznych Saccharomyces cerevisiae. Na obrazku 6.3 pod

timto odstavcem je na pozici 37 guanosin, ktery je oznaCen pomoci m1G37
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methyltransferazy z Escherchia coli. Tato metoda byla pouzita ve studii Perreau et al.
1999, pro sledovani a potvrzeni nestandardni struktury v pfipadé G33 namisto U33
(Santos 1993, Santos 1995, 1996, 1997, Bezerra, 2015, Perreau, 1999).

A B

33

Obrazek 6.3 — Popis zmény konfigurace. Pfi umisténi guaninu na pozici 33
namisto uracilu. Oznacenim m'G je myslen 1-methyl-guanosin. Oznac¢enim
LeuRS znamena leucinova tRNA syntetaza.(Pfevzato a upraveno

Z Suzuki,1997)
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6.2.2 Uracil na pozici 44 namisto guaninu

Ve vySe uvedeném odstavci byla zminéna studie, pfi které byla vyuZita
Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans a to z toho davodu, ze tyto dva druhy
maji podobné vyuzZivani kodond a protoZze serinova a leucinova tRNA
z Sacchardomyces cerevisiae jsou dobfe charakterizované. VySetfovala se tedy ser-
tRNAcac z C.albicans a ser-tRNAica a leu-tRNAmscaa (0znacenim m5C je mysleno 5-
methylcytosin) z S. cerevisiae. PFi porovnani téchto vzorkd se zjistilo, Ze v8echny
vzorky obsahuji na pozici 44 uracil, namisto guaninu, ktery se v této pozici standardné
vyskytuje. NejvétSim rozdilem, mezi jednotlivymi ser-tRNA byl netypicky ohyb, ktery
se vyskytuje v ser-tRNAcac. Nasledkem zmény tohoto usporadani je nejspi$ snizeni

ucinnosti parovani mezi antikodonem a kodonem (Perreau et al.,1999).

6.2.3 Ser-tRNAcac jako chiméricka molekula

Cilem aminoacyl-tRNA-syntetazy je navazat aminokyselinu na jeji odpovidajici
tRNA. Z toho vyplyva, Ze celkovy pocet je roven poc¢tu aminokyselin — 20. Béhem let
byl mechanismus, jakym aminoacyl-tRNA-syntetaza rozeznava pfislusné tRNA
zkouman jak in vitro, tak in vivo. PUvodné se pracovalo s tRNA ziskané z E. coli,
postupem Casu se zaCala vyuZzivat S. cerevisiae. Princip, jakym syntetazy reaguiji
s tRNA je, Zze na ni pfimo nasedaji, jak je vidét na obrazku 6.2. Studie z roku 1997
(Suzuki et.al,1997) oviem zjistila, Ze ser-tRNAcac obsahuje ve své struktufe motiv,
ktery je schopen rozeznat ser-tRNA-syntetdzu ale i leu-tRNA-syntetazu.
Determinantou pro serinovou syntetazu je guanin na pozici 73. Na tomto misté se
standardné nachazi adenin. Determinanta pro leucin-tRNA-syntetazu se stale nachazi
na ml1G37. Pravé tento jev dokazuje, Zze se jedna o potencionalné chimérickou
molekulu, ktera je schopna rozeznat pravé dvé aminokyseliny. A to z97 % je
aminoacylovana serinem a v pouhych 3 % leucinem. Tuto tezi potvrzuje i zjisténi, ze
pokud se zaméni nukleotid m1G na pozici 37 za adenin, dochazi ke kompletni

aminoacylaci serinem (Suzuki, 1997, Suzuki, 1997, Yokogawa, 1992).
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7 CASOVE ROZMEZi ZMEN KODOVANI

Jak bylo jiz fe€eno, rody Candida albicans a Saccharomyces cerevisiae si jsou
velmi podobné. Analyza pomoci molekularni fylogeneze ukazuje, Ze tyto rody od sebe
byly oddéleny pfed 178 + 19 miliony let. Tyto studie také prokazaly, Ze dekdédovani
CUG jako serinu je pfiblizné 171 £ 27 milionu let staré (oproti tomu ser-tRNAcac vznikla
nejméné pred 272 + 25 miliony let). Z toho se da soudit, ze CUG kodon byl pro
predchidce kvasinek jednoznaény a to po dobu pfiblizné 100 milionu let. Toto tvrzeni
muze podpofit i fakt, Zze nejednoznacnost tripletu CUG zpusobila ztratu pfiblizné
26 000 — 30 000 CUG kodonu, které se u predka C.albicans vyskytovaly a silné
ovliviiovaly pouziti ostatnich kodonu z rodiny CUN. Béhem této studie bylo také
zZjisténo, ze nejen Candida albicans ale také ostatni organismy jsou vybaveny tak, aby
byli schopné tolerovat negativni vliv, ktery ma poskozeni proteomu zplsobené
pfefazenim identity kodonu.

Studie z roku 2006 tvrdi, Ze proteom kvasinek byl, co se asového méfitka tyce,
velmi nestabilni. To naznacuje, Ze dvojznacnost mohla byt pro organismus vyhodna.
Podporuje to i skuteCnost, Ze nedodrzeni pfednosti dekdédovani neznamenalo pro dany

organismus smrt (Miranda, 2006).
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8 PROTEOM

Po precteni dédicnych informaci bylo tfeba odhalit funkci bilkovin, které télo
vyrabi, podle informaci uloZenych v genech. Zatimco geny zuUstavaji témér stale
stejné, bilkoviny se neustale méni — vékem, umisténim ale i stresem. Z toho duvodu
vzniklo nové védecké odvétvi, zabyvajici se bilkovinami jednotlivych

organismu - proteomika.

Proteom neboli soubor vS8ech proteint urcitého systému. Tim jsou mySleny
organely, buriky, pletiva atd. Zaroven se sem fadi i vSechny post-translacni stavy
proteinl — po translaci maze byt protein pfitomen ve vice funk&né odliSnych formach.
Proteom se dynamicky méni v prabéhu celého bunééného cyklu, vyvoje nebo reakce
na zménu v metabolismu. Ovliviiuje ho napfiklad fyziologicky stav bunky, teplota nebo

stres.

8.1 VLIV DVOJi IDENTITY CUG KODONU NA PROTEOM

8.1.1 Narust velikosti proteomu

Dulezitou charakteristikou proteomu Candida albicans je, Zze malé rozdily
v zaClenéni leucinu, maji velky vliv na expanzi a rozmanitost proteomu. Je to
zpUsobeno tim, Ze v haploidnim (to znamena, Ze v burice je jedna alela daného druhu)
stavu se vyskytuje triplet CUG primérné tfikrat na jeden gen (frekvence je 1 az 38
CUG), zaroven nebylo identifikovano zadné ovlivnéni CUG kodonu. To naznacuje, ze
serin a leucin jsou vkladany na CUG pozici nahodné. Z toho divodu je celkovy pocet
proteinu, které mohou byt degenerovany roven 2n (n = celkovy pocet CUG na gen).
To ma za nasledek, ze velikost proteomu C.albicans exponencialné narusta s poétem

tripletu CUG na pfislusném genu (Gomes et al., 2007).

8.1.2 Rozmanitost fenotypu

V pfedchozich kapitolach byl vysvétlen vliv zmény fenotypu na patogenitu.
Vzhledem ktomu, Ze nejednoznanost CUG kodonu méla za nasledek vyrazné
morfologické variace, byla provedena studie, kdy byl integrovan kontrolni plazmid
pUA12 a plazmid pUA15 do genomu C.albicans. Tento plazmid byl ziskan ze

Saccharomyces cerevisiae, ktera obsahuje gen pouze pro leu-tRNAcac. Vysledkem
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mélo byt zjisténi, zda nahodna integrace plazmidu pUA12 a pUA15 by mohla byt
zodpovédna za pozorované fenotypy. Z duvodu toho, Ze klony, které udrzovaly
integrované plazmidy, obsahovaly gen URA3 ktery v kvasinkach usnadriuje rust na
mediich diky obnové aktivity ODCazy. To je enzym katalyzujici reakci pfi syntéze
pyrimidinovych ribonukleotidl. Tento po pfidani kyseliny 5-fluorourové, prfevede danou
kyselinu na toxickou slouceninu, ktera zplUsobi buné&nou smrt. Z toho ddvodu, Ize
usoudit, zda by ztrata plazmidu méla za nasledek vymizeni fenotypové rozmanitosti.
Zjisténi, Ze neschopnost plazmidu pUA12 vyvolat fenotypovou variaci potvrdilo, Ze
nejednoznacnost koédovani CUG je skuteCnym generatorem fenotypové diverzity
(Gomes, 2007).

== w re

U eukaryot je na iniciacni tRNA s navazanym methioninem pfipojena mala
ribozomalni podjednotka. Toto spojeni probiha za asistence nékolika proteini —
iniciaCnich faktor(. Po jejim navazani se mala podjednotka vaze na 5° konec mRNA,
ktery rozezna podle &epi¢ky na konci. Cepickou je myslena struktura na konci mRNA,
kdy je pfes fadu tfi fosfati navazan 7-methylguanosin. Jeji funkci je chranit fetézec
pfed rozkladem buné&Cnymi enzymy a zaroven usnadnit transport mRNA a spustit
translaci (Alberts, 1998).

Candida albicans je jediny znamy eukaryoticky organismus, ktery je schopen
prezit defekt v zakonéeni mRNA. To znaci jedinecné vlastnosti proteinu elF4E, ktery
je zodpovédny za navazani na Cepi¢ku RNA. Pfi jednom z experimentl byly zavedeny
expresni vektory 4E116-Leu a 4E116-Ser ziskané z C.albicans do kmenl
Saccharomyces cerevisiae. Dlvodem byla snaha zjistit, zda je Ca4E protein
zodpovédny za neobvyklé vlastnosti bunék kandidy. Vysledkem bylo zjiSténi, Zze Zzadna
z variant Ca4E proteinu neni schopna v nahradnim organismu zachranit jeho rast.
Z toho vyplyva, Ze bud kandidy vyuzivaji jiny mechanismus translacni iniciace mRNA,
nebo pozitivni vliv jinych iniciaCnich faktoru, které se v C.albicans vyskytuji (Feketova,
2010).
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9 METODY VYUZIVANE V DETEKCI ODCHYLEK

Jak bylo feCeno vySe, bez odpovidajicich instrumentalnich metod, bychom
v dnesni dobé nebyli tak daleko co se vyzkumu genetického kodu a bilkovin celkové
tyCe. Jesté predtim, nez se tyto metody vyuziji, je tfeba samotnou DNA vyizolovat

z materialu, ktery je k dispozici.

9.1 IZOLACE DNA

V tomto procesu se DNA ziskava pomoci chemickych a fyzikalnich metod. Jak
bylo Fe¢eno, poprvé byla DNA vyizolovana Svycarem Miescherem jiz v roce 1869,
v dnesni dobé se jedna o témér rutinni techniku. Materialem vhodny pro izolaci mohou
byt napfiklad jednotlivé burky, tkané nebo i télni tekutiny (Dahm, 2008).

Vétsinou je hlavnim pfedmétem zajmu DNA ukryvajici se v urCité bunécné
organele, proto je nutno tyto organely odseparovat. K samotnému uvolnéni bunééného
obsahu se potom pouzivaji detergenty, které maji za ukol rozrusit membrany. Tyto
detergenty mohou byt iontové povahy — nejcastéji dodecilsulfat, nebo soli ZluCovych
kyselin. Namisto vyuziti detergentd se mohou pouzit fyzikalni pfipadné chemicko-
fyzikalni metody. Pfikladem je rozruSovani membran ultrazvukem (Anzenbacher,
Kovar, 1986).

Dalsim krokem se odstrani prfebytec¢né bunéény obsah z roztoku, to se provadi
denaturaci. Diky podobnosti RNA a DNA, ziska se vétSinou smés téchto dvou latek,
coz je nezadouci. Kvuli nestalosti RNA neni jeji odstranéni nijak slozité a provadi se
pridanim enzymu ribonukleazy (RNazy), ktera rozstépi RNA na smés oligonukleotidd,
aniz by znehodnotila nebo poskodila DNA. Oproti tomu DNA se $tépi pomoci nukleazy
(DNazy), ta hydrolyzuje fosfodiesterovou vazbu nukleové kyseliny a tim ji rozklada na
mensi fragmenty. Specifickym druhem jsou restrikéni endonukleazy, které Stépi DNA
na urcitych pozicich, tzv. restrikEnich mistech. Po ziskani takto Cisté a roz§tépené DNA
je mozné s ni dale pracovat riznymi zpusoby (Alberts et al.,1997).
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9.2 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

PCR neboli polymerase chain reaction je metoda, ktera se vyuziva na
amplifikaci neboli zmnozZeni specifického Useku in vitro. Usek, ktery chceme zmnozit
je ohrani¢en fragmenty DNA o délce pfiblizné 20—25 nukleotidl neboli primery. Ty diky

principu komplementarity nasedaji pravé na konce vybraného useku. Aby mohlo
Vyizolovana DNA

94°C - 98°C
Syntéza DNA Denaturace

5

G
"Ny /IR | | 3¢

55°C -70°C
68°C -72°C

Obrazek 9.1 - Princip PCR (pfevzato a upraveno z
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cloning/cloning-
learning-center/invitrogen-school-of-molecular-biology/pcr-education/pcr-
reagents-enzymes/pcr-cycling-considerations.html)

k tomuto nasednuti dojit, je tfeba DNA denaturovat. Tim se rozvolni dvouSroubovice a
vznikne vlakno, na které mohou primery nasednout. Od téchto primeru probiha
samotna syntéza DNA podobnym principem jako pfi replikaci v burice. Tyto tfi kroky
jsou viditelné na obrazku 9.1. Takto zmnoZeny usek DNA se poté da vyuzit k analyze
gend, diagnostice infekénich onemocnéni, identifikaci osob nebo sekvenovani DNA, o

kteréem bude feC v jedné z nasledujicich kapitol (Garibyan et al., 2013).
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9.3 Elektroforeticka separace

Elektroforéza je déj, pfi kterém se oddéluji rizné velké molekuly DNA. Vyuziva
se tu rozdilné pohyblivosti jednotlivych fragmentl v elektrickém poli. Molekuly se
pohybuji ke kladnému pélu. Je to zpusobeno tim, Zze nukleova kyselina ma diky
fosfatim zaporny naboj a pfi proudéni elektrického proudu je unasena k anodé.
Rychlost, jakou se fragmenty pohybuji je ovlivnéna jejich velikosti, konformaci ale i
koncentraci gelu nebo napétim, které je vkladano na aparaturu. Obvykle plati, Ze kratSi
se pohybuji rychleji. Nej¢astéji je pouzivana gelova elektroforéza, pfi které probiha
separace Vv agarézovém, nebo polyakrylamidovém gelu. V pfipadé pouziti
agarozového gelu,
jedna se spiSe o horizontalni elektroforézu, tato metoda se pouziva pro fragmenty
v délce 10 — 60 000 bp (base pair = pary bazi). Oproti tomu polyakrylamid se pouziva
Castéji u vertikalni. Vyhodou tohoto gelu oproti agarozovému je, Zze je ma vysokou
rozliSovaci schopnost. Je to zplsobeno tim, ze se pouziva pro kratSi fragmenty (6—
1000 bp), s tim souvisi i vysoka Cistota DNA, ktera je v tomto gelu izolovana. Proto
muUze byt nasledné pouzita i pro velmi citlivé molekularné-biologické techniky.
Nevyhodou ovSem je pracnéjSi pfiprava gelu a nebezpecéni kontaminace pracovnika,

protoze akrylamid je vysoce toxicka latka.

Obrazek 9.2 — Zaznam z horizontalni elektroforézy. Ve sloupci oznateném
M je primer, 1-4 jsou pozitivni kontroly a 5-8 negativni kontroly (dosud
nepublikovany obrazek Mgr.Pavliny Majtnerové)
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V praxi to vypada tak, ze po pfipravé a dokonalém zatuhnuti gelu se ke katodé
nanesou do jamek vzorky, které se porovnavaji s komercné vyrobenym markerem o
specifické délce. Na obrazku 9.2 je marker na pozici M o délce 155-970 bp, pozice 1-4
jsou pozitivni kontroly, kdy produkt odpovida 159 bp. Oproti tomu jamky 5-8 jsou
negativni kontroly, které neobsahuji testovanou DNA. Na daném obrazku se jedna o

zaznam elektroforézy Candida albicans.

9.4 SEKVENOVANI DNA

O tomto tématu byla zminka jiz v kapitole o historii vyzkumu, nyni bych chtéla
priblizit, jaké jsou zpusoby, k Eemu pfesné slouzi a jaké je vyuziti. Sekvenovani slouzi
ke stanoveni pofadi nukleotidd v molekule DNA. Dodnes nejCastéji pouzivanou je
metoda Sangerova neboli enzymova. Ov8em s podtupem doby, se objevily i nové,
modernéjsi metody, kterymi Ize DNA osekvenvat. Prikladem takoveé je metoda zvana

llumina.

9.4.1 Sangerova metoda

Tato metoda byla zakladem i pro projekt HUGO. Principem této techniky je
sekvenace pomoci detekce konce prodluzujiciho se viakna DNA. Sekvenace probihala
ve Ctyfech oddélenych zkumavkach, s rozdilnou reakcni smési. Ty obsahovaly
primery, templat, DNA polymerazu, fluorescenéné znaceny dNTP, coz je
deoxynukleotid slouzici k ukon&eni DNA vilakna. Hlavni rozdil téchto smési byl ddNTP
(=dideoxynukleotid), ten byl charakteristicky pro kazdou bazi — ddGTP pro guanozin,
ddATP — adenin, ddCTP — cytosin, ddTTP — thymin. Tyto nukleotidy slouzily
k ukonceni fetézce, €¢imz vznikaly fragmenty DNA. Tyto fragmenty byly podrobeny
elektroforéze a po ozareni vznikl obraz, ze kterého bylo mozné odvodit sekvence DNA.
Oproti tomu, jak ji Sanger zavedl je nyni modifikovana, aby bylo provedeni mozné
vjedné zkumavce. To je zpusobeno fluorescenénim znacenim jednotlivych
dideoxynukleotidd, tak, aby mél kazdy jinou barvu. Produkty je tak mozno nasledné

analyzovat kapilarni elektroforézou. Schéma celé sekvenace je na obrazku 9.3.
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fetézec ktery chceme sekvenovat

A

& ) ).y A \ @ * \@ @ 5’ \p "@
primer pro replikaci M&f i%ww
Ctyfi reakéni smési lisici se
dideoxynukleotidem

L separace
replikacni elektroforézou
produkty

Ty 0 2 P
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separaci G VT

Obrazek 9.3 — Schéma sekvenace Sangerovou metodou
(pfevzato z https://universe-review.ca/R11-16-

DNAsequencing.htm)

9.4.2 Maxam-Gilbertova metoda (M&G)

Priblizné ve stejné dobé pfisli se svou metodou i Allan Maxam a Walter Gilbert.
Jejich metoda se nékdy oznacduje jako ,chemické sekvenovani“. Je to z toho divodu,
Ze vzorek obsahuje kratkou sekvenci, ktera je na svém 5° konci oznacena fosforem
2P, Ta je diky pouzitym enzymim rozdélena na fragmenty, které jsou vystaveny
chemickému pusobeni. Fragmenty se nasledné podrobi elektroforéze, a pravé tady
pfichazi na fadu fosfor, kterym byla sekvence oznacena. Po ukonceni elektroforézy je
totiz gel vystaven y-zareni, a to zplsobi zesvétleni téch &asti, které byly oznaceny
pomoci 32P (Maxam, Gilbert, 1977).
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9.4.3 Systém lllumina

Tato metoda patfi mezi novéjSi, byla vyvinuta v roce 2006 firmou Solexa a
pozdéji odkoupena spolecnosti lllumina. Sekvenovani je zalozeno na rozbiti DNA na
kratké fragmenty, tzv. vytvofeni knihovny. Tim je mysSleno pfichyceni jednotlivych
fragmentl jednim koncem na povrch destiCky. Toto pfichyceni je umoznéno diky
navazanym adaptorim, které se pomoci kovalentni vazby na povrch navazi. Tyto
adaptory jsou na fragment pfipojeny pfed adenin, ktery je pomoci polymerazy napojen
na 3‘ konec fragmentu. Po pfidani specifického enzymu dojde k ohnuti fragmentu do
tvaru mostu. Naslednou amplifikaci neboli zmozenim, vznikaji dva fetézce s jednim
volnym a jednim ukotvenym koncem. Tento proces je na obrazku 9.4. Po denaturaci

se fragmenty srovnaji a usporadaji do shlukl o vysoké hustoté.

Nasledné se urci jejich sekvence a pomoci poCitaCoveho programu se nasledné
spoji podle navzajem presahujicich Usekd. Na jednotlivé fragmenty se navazi
sekvenacni primery. Ty jsou obsazeny ve smési s DNA polymerazou a nukleotidy,
které jsou fluorescencné znaceny. Tyto nukleotidy zpusobuji vratné ukonceni
prodluzujiciho fetézce DNA. Tim je zajisténo prodlouzeni fetézce o jednu bazi. Tento
proces se neustale opakuje, dokud neni zachycen obraz celé sekvence. Délka Ctenych
usekl je 30-40bp, za dobu 4 dnl je ale systém schopen vyprodukovat pfiblizné
1500Mbp a to s pfesnosti 99,9% (Ansorge, 2009, lllumina,2001).

Obrazek 9.4 — Ohnuti fragmentu do tvaru mostu a nasledna amplifikace
(pfevzato a upraveno z http://bitesizebio.com/13546/sequencing-by-
synthesis-explaining-the-illumina-sequencing-technology/)
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9.4.4 Vyuziti sekvenovani

Vysledny sekvenogram lze vyuzit pro studium fylogenetiky. Ta se zabyva
fylogenezi neboli vyvojem urcitého organismu. DalSim odvétvim, kde se da
sekvenovani uplatnit je napfiklad medicina. Presnéji diagnostika chorob a Casné
odhaleni, zda je jedinec nachylny k ur€itym nemocem (rakovina, kardiovaskularni
onemocnéni atd.). Své uplatnéni nalezlo ale i ve forenznich védach, kriminalistice

nebo zemédélstvi (tvorba geneticky modifikovanych plodin).
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10 ZAVER

Cilem mé bakalarské prace bylo objasnit vznik odchylek od standardniho
genetického kédu, s bliz§im zaméfenim na zménu u rodu Candida.

V Uvodu jsem se snazila objasnit historii vyzkumu a dulezitost samotného
genetického kodu. DalSim krokem bylo vysvétleni, kde v bunice mohou odchylky
vznikat, respektive jakym zpusobem. Poté jsem se zaméfila hlavné na kodon CUG,
ktery je u Candida albicans pfekladan jako serin namisto leucinu.

Béhem studia této problematiky jsem zjistila, Ze tuto zménu zpUsobuje
pfitomnost Ser-tRNAcac, namisto standardni leucinové tRNA a Ze tato zména ma vliv
i na patogenitu. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o oportunné patogenni kvasinku, mohlo
by toto zjisténi napomaoci pfi diagnostice a nasledné I1éCbé pfi onemocnéni kandidézou.

Nabizi se proto dalSi mozny postup. Pokud bychom zjistili, ¢im je ovlivnhéna
zména koédovani — jestli se jedna o fyzikalni zmény, zmény pfi souZiti s jinymi
organismy a podobné — dalo by se prekladani ovlivnit a tim by se mohlo zabranit

vyskytu vice patogennich organismu.
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