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ZiVota

‘aneb prebioticka evoluce

Viadimir Kopecky J

Fyzikalnit Gstav Univerzity Karlovy v Praze
Oddeleni fyziky biomolekul
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= genova hypot bozymy, koenzymy, mozna afinita k protenoidtim (1986)
Koemstenceﬁtemu a nukiesvyeh kyselin
] hypercykly teoreticky modell autoreplikujicich se systémdl, Eigen (1960)
Uplne jinyizekiad

anorganicke jily = silikatové shluky, moznost katalyzy, Cairns-Smith (1980)
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Vznlk i

= Ami moholizacit fym——
\% za aktivace

vodnych roztok \
pritemnosti Ko} dnl

(Fe,Ni)S (Faememones )

(Fe,ND)S hydrolyza mocoviny ™ (Fends - /r =
miize byt evolucnim
pretjchudcem enzymu Ni-

[
1

g o- e

vznik zivota s primitivaim
(Fe,Ni)S metabolismem

N

ureazy wl Nosmcommesnco, o
Podporuje chemoautotrofif @\NCJ o Yo

RO mcHR O o

o F

amonokysellny, C)s rie N art;oa oy{ peptldu D) série ammokysehn tj. peptid, E)

racemické derivaty hydantoinu, F) derivaty mocoviny

C. Huber et ce 301 (20

6 egor VERGEl postuluje zakony: genetiky
1 niagen— jeden enzym” (George Beadle & Edward Tatum)
1958= cis_E[ick formullje Wstrednitdogma molekularni biologie

1961 — am\nokyseﬂﬁy Specifikoyvany: tripismennymi kodony (Sidney
Brener & E fick & George Gamow)

1961 — rozlusnl prvaihe kodu UUU (M. Nirenberg & H. Matthaei)
1966 — finalnitreAlisteni’ genetického kodu

Translace

filvzniku Zivota
BvaZivich organismech

je Opecny plyn,

katalyzuje reakee vedoucr ke

Vzniku polypepiidtivel

vodnych ro; h

Reakee probihd za pokojové wo N
teploty s vyteznostits0 % V.

fadu minut az hodin ‘”"‘““‘““{
Pritomnost kovovych iontti (ve

formé metlosulfid(),

oxidacnich (0,) a alkylacnich

(K5Fe(CN)) cinidel dramaticky.

urychluje reakci a zvysuje jeji

Gcinnost

o

5 ’4' &,Ammcamd

al., Science 306 (2004)



32-mier or-helix (coiled-coill)
po' cinovému Zipu;
autokatalyzZujeVenodnem

prostredi vznikisvetisiobrazu
slozenim 1531

) el 17 meru
(elektrofilaifiaEEnD)

R — 5

ArCONH—RMKQLEEKVYELLSKVA CLEVEVARLKKLVGE—conH,

T\ Nucleophilic fragment:

A\ b
'Tn Lo \. FAFPSS e Ve g

D. H. Lee et al., Nature

TOteInyApI vzniku Zivota
Rl sel=lelicy

Sehématicld zadzormén
chir,‘ sifen raolilecricn eyl

HomochiralnfipEptiEyAT™ a T jsou
produkovény@ltokatalyzou
Heterochiralaii(TL afTiP) peptidy:
vznikajil nekatalyzevanou kondenzaci
nukleofilnihe (N) a elektrofilniho (E)
peptidu

Teplatem Fizena ligace
homochiralnich fragmentti vede k
aplifikaci homochiralni p kt&i
obecné

A. Sagatelian et al., Nature 409 (2

Protein
Ghiralh

rivzniku zivota
Ktivita

Forrnovarn coilad-coil
St oclgeyeziic Teiog oxinsion

=

FIPLE raiendrf (V:a'lsy A -
Prikeia| disproporce
ukazuje, zeVaiikicoiled-
coil helikalnifstrtiktury: je
prisné chiroselektivii
Stejné mechanismy. vedly,
ke vzniku homochiralniho
Zivota na Zemi

THU-S-§-T (TH=S),, (T-S), TOR-SH, TH-SH
Ts), (1005
TU-5-§-T®

(S

Retention time.

A. Sagatelian et al., Nature 40

Ha—CLEVEVARLKKLVGE —conw,

[ Projidi)
¥ Yo -
SEIo; Kuijici peptid
Ele] iifragment atakuje prostrednictvim
thio terul—COSBnterminalni SH-
amine skupinuinukieofilniho fragmentu
Vznikne cysteinlthioester intermediat, ktery
se premeniinantermoedynamicky’
faverizevanou peptideyoul vazbu a spoji oba
fragmenty;
Katalytickd cesta miize probihat:
n A) prostrednictvim ternarniho komplexu
= B), C) za vzniku binarnich komplext (nizka
vytéznost, problémy s agregaci)
= D) pfimou interakei obou fragmentti, coz je v
porovnani s autokatalyzu proces s malou
vytéznosti

i vzniku zivota

Autocatalytic channels

Non-autocatalytic channel

ProLeiny privzniku zivota

Ghiraln

u Stqueﬁ formovAn! oraeull
v 72)/islosil nlz) Eelge
Produkeerhomoehiralnich
produktt (JEEaNeP) — plna
koleckaya Reterochiralnich
produktt (T2 TP —
prazdna kolecka) je ukazana
jako funkee casu pro roztok
obsahujicit 100/ uM
koncentraci N\, NP, EP a E-
Spodni krivka (trojuhelniky,

ftiVita

Product formation (M)

T«

krizky, resp.) je kontrola v
pritomnosti 3M GndHCI

Protein
Peptid
Rostral PR Je torena

20 40 60 80
Time (minutes)

A. Sagatelian et al., Nature 409 (2001) 797-801.

Fivzniku Zivota
Kleovekyseliny (PNA)

p N-(2- \g:k_ag/i ;1“§,,_
amlrmq)gylcinem (A=e)) 4 4

AEG miizelShadnoahradit

nestabilpifelikny V Lf kf

I
‘Y ‘\H\/_\\_&
Al T

PNA'seValzitha DNA formujice

dvoj- i trojsteuibovice;
ribuzne Watsen-Crickove
elixu

PNA mohou byt prektirzorem

svéta RNA

PNA maiji terapeutické vyuziti

v antisense strategii a

genetické diagnostice

a

A

n

PNA
b o @




i vzniku zivota

. , 4
Reptid Kleoveérkyseliny (PNA)
u V PINA 'e‘gproti RINA
na Ikostral Z hibozy
a fosfatu N- (Zramlnoethyl)
alycinem (AEG) ™
Baze nukl chi kyselin
jsou pripejeny ki AEG
pomoci karboxylove
skupiny’
Syntéza PNA musil probihat

odlisné od proteinti a F—

acetic ack!

nukleovych kyselin (ale s
podobnymi stupni reaker)

K. E. Nelson at al., Proc. Natl. Acad. Sci. Us

rivzniku zivota

ikieove Kyseliny (PNA)

n Vznik pyrimidin-N-karboxylové
kyseliny z kyseliny hydantoinové
a kyanoacetaldehydu

m Vznik purin-N°-karboxylové
kyseliny z HCN a glycinu

K. E. Nelson at al., Proc. Natl.

r'N leove kyseliny

| St kt@leovych‘kysel in

wO5EES objz\; SRy
tson,
Cric lovaicena
spolu's Ml Wilkinsnem
1962, podil path i kA
Frankl|nove)‘
1958 — A
SemikonzZeVevill
replikace BNA
(Messelson,, Stahl)
DNA a RNA jsou
polymorfni molekuly;
= PravotoCiva A, B
Levotociva Z
Vlasenkova
Triplex
G-kvadruplex

cmu.-w-

'e <]
Pepud

—
I Rzl vadoudf e vzl

ethylendlam (probiha za
teplot 80-1001°C, v/ rédech
desitek hod.). Jakerbocni
produkt vznika kyanogen.

filvzniku Zivota
Ikleeye Kyseliny (PNA)

Ethylendiamin mtize dale
reagovat standardni
Steckerovou reakci za
vzniku AEG

i vzniku zivota
prot-einy'\'/znik DNA?

je rbonukieotidy,
ibonukleotidy, —
potrebatvorbys
deoxyribonukiestidiie
Tvorby, semneliEastni RNA, ale
pouze enzym fivonukieotid
reduktaza (RNR);
Ukazuje se, ze RNR je ve vsech
organizmech vysoce
konzervovana (podafilo se
prokazat pro vzdalené tridy A)
RNR I a B) RNR III)
Proteiny musely byt minimalne
soucasti svéta RNA a predchazet
vzniku DNA

Pnospnme o. Phosphale o.

—Gvy

pnospnswu [Base] Phaspnalea [Base]

S. J. Freeland at al., Science 286 (1999) 690-692.

PINDRIEGYE kyselmy

Repllk@A .

DNApolymeraseon o New Okazaki fragment
lagging strand (ust

finishing an Okazaki __
fragment)

Single-strand

A protein __

Lagging-strand
template

DNA-binding

DNA polymerase
on leading strand

DNA helicase’
Primosome.

Topoisomerase
/" DNA primase

Next Okazaki fragment Parental DNA helix

will start here




ANA DNAfpratein
——= world

world
Prebiotic synihs ANA as genstic storage
assembly of s with RN sed

metabolic

DNA as genetic storage
with protein catalysts.

Formation Stable Prebiotic RNA First DNA/ Diversification

of Earth hydrosphere chemistry world world protein life
T

T
45 42 4.2-40

Casova skala udalostinairanné Zemi. Udano v Gy pred soucasnosti. :
Vyznaceni udalosti'je priblizné a RNA svét je treba posunout hloubéji do N ‘
4 . Sophisticated ~ Regeneration of ‘fos
minulosti. nucleic scid  supplies (for example
feplatan  oymteas of sciveted
nucictde boidng blocks

mor nucleotides?)

Characteristics ~<effreplicaring
nucieic acids

Ribozyme Polymerase,
Igese

Nucleotde phosphoribosyl
activities tansferase

G. F. Joyce, Nature 418 (2002) 214-221.

Adenine, guanine

Pyrophosphate: Diaminopurine
Polyphosphate Hypoxanthine
Alkylphosphate Q Xanthine
2 Isoguanine
N6-substituted purines
C8-substituted purines

D Ribo  furanose

pyranose

Arabino

Tetroses
Hexoses

Cytosine, uracil

Diaminopyrimidine
Dihydrouracil
Orotic acid

Branched sugars C5-substituted pyrimidines.

Zmét’ molekul jez byly k dispozici pro tvorbu RNA svéta. Rozdilné barvy
udavaji Ctyri zakladni komponenty potfebné pro tvorbu RNA. Seznam
moznych analogti je udan pod zakladni slozkou. Analogy Ize prakticky
libovolné kombinovat do funkénich celkd, sic!

Mozni kandidati na predchtidece RNA v ranné historii Zemé. a) threosova
nukleova kyselina, b) peptidova nukleova kyselina, c) analog nukleové
kyseliny odvozeny od glycerolu, d) pyranosyl RNA. B — znaci

nukleotidovou bazi.

G. F. Joyce, Nature 418 (2002) 214-221. G. F. Joyce, Nature 418 (2002) 214-221.

CATALYST NUCLEOTIDES
FA

CATALYST NONCATALYST

mineralng R e =
P ENSLEE (atalyzovana < B OE primé
Saq 1/ polymerizace kopirovani
—_—

NUCLEQTIDE  RIBOSE
AND

u| Vzhledem stabilite; ribosy je/vhodné nahradit
_apF. pyranosu (6)ci furanosu (5)
u TINAaijine cukermgmodifikace vykazuji podobné

el

RNA|

GUANINE X

N\
CYTOSINE URACIL oddéleni
- vldken

hybridizacni Viast jako RNA Ci DNA a vytvari s

nimi il heterodiplexy (Viz. teploty téni udané v

tabulce), Vetsinou majivetsi strukturni flexibilitu DNA| &
26

253 |NGBR B9
cowr|[vows|oows

I
8
g
3
&
5
2

DUPLEX
3-Ag-2
Az Tes

19PIPPTR9S

TEEIEIITEE
>00200c00c

= AfTAATATLAT A - 22 CATALYST
4AaTATATA,] MULTIPLE COPIES OF CATALYST
AND ITS COMPLEMENT

vldkna se oddéluji

a opakované se kopiruji

NASCENT - COMPLEMENT

ToAT,ATAT3A, - 2'
"A;TA;TATAST, - 3'

3603 00E00¢

katalyticka RNA
kopiruje vlakna

(L)-o-THREO-furanosyk-(3'2)-oligonucieotides (TNA')

K.-U. Schéning et al., Science 290 (2000) 1347-1351 S L. E. Orgel, Sci. Am., No. 10 (1994) 53-61.




' SVEL R

_Kdof je me:

u RNAYmolekulama kiicove
po W centralnim
degmatilmolekularn
biologie »

RNA's katMckou funkef
Se nazyva e
Ribozymy: vytvarely:
primitivni‘svet ziveta
Existovaly RNA organismy,
ale evolucni stopy: byly jiz

zahlazeny — vzpominka Na  struktura vidsenkového ribozymu. DileZité
RNA svét ale zstala... nukleotidy G¢astnici se sestfihu jsou
2zvyraznény. (Protein je kokrystalizovan.)

C

3. A. Doudna & T. R. Czech, Nature 4

F SVEL RN

CoIVS mIRNA?

n R 1)) stale inforsmzcal,

el g
kata o furliel (gLl
rozdil od DNA) S

Syntezytelomer=
telomerovefRNA

Prenosul geneticke
informace — mRNA

Prenosu  aminoekyselin —

tRNA

Syntézy bilkovin — rRNA

Hydrolyzy prekurzord RNA
— RNase P

Samosestfihu intrond

Group | Group II

 SVEt RN oy

\idel g d .

AT OmesICeeh (INebelova
cefénﬁ) objevil
SaNMOSESHZNOSEINLIONG! U

prvekarietiahy)
termophyle rc?gg 1982 5
Ul skupiny Telsestiih Stem i
katalyzovan Gl

Ul skupiny: Il Je sestiih
veden pres A 2 Stemi
hydroxylovou skupinu
RNA katalyzovany
samosestrih skupiny IT

ﬁrovadl napr tzv.
ammerhead ribozym ©

RSVEE R

EVollic Zymlil— polymeraz

I RiDozyeny lze vyyijet usnsleiiaViie)
| PFeéze jsoulzagmy pro ribozym ligazu tridy I

= Fazea) je ~1'20€er, pracujici rychlosti' 100 reakci/min

n Faze ¢) jes er, ktery: pripoji 14 nukleotidd za 24 hod., s
presnestitoy2%

Presnost kopiievani musi byt lepsi nez 1/délka sekvence, tj.

pro 100:mer 99%, pro 40-mer 97,5% - takové ribozymi

nejsou dosud znamy...

Pouze mala| cast variant RNA ma katalytickou funkci!

= Pro RNA o délce 100 nukleotid& vychaZ| 410 moznych sekvenci —
seskupem vSech takovych RNA ma hmotnost ca. 1013x vétsi nez
Zemé...

= Pro RNA o délce 40 nukleotidd vychazi hmotnost ca. 40 kg

G. F. Joyce, Nature 418 (2002) 214-221.

J. A Doudna & T. R h, Nature 418 (2002) 222-228.

= polymeraz

In vitro evoluce ribozymu RNA polymel . @) ribozym katalyzuje templatem
Fizené pripojeni 3’-konce RNA primeru k 5’-konci ribozymu, b) katalyzuje
pripojeni pppN na 3’-konec RNA primeru (urychleni ~109x), c) katalyzuje
pripojeni 14 NTP k externimu RNA templatu.

G. F. Joyce, Nature 418 (2002) 214-221

HO~CHy"GH-CHO
4

SVEt RN
Vetab funkee

Hypotetické' GEstaRIN KA Zovane
SVt I
a? all Ondenzace,

g yceraldehydu a’gI‘koIaldehydu
vedouci'k riose

b) prenos; kalﬂﬁh‘loylu z kanbamoy!
fosfatu na aspartat alcyklizace
formujici pyrimidin

¢) pentamerizace'HEN za vniku purinu
d) vytvoreni nukleesidu

e) fosforylace (mineralni zdroj)
nukleosidu na nukleotid

f) aktivace nukleotidu NTP

g) pfipojeni nukleotidu na 3-konec
RNA primeru

h) prodiuZovani RNA (NDP je
recyklovano v kroku e)
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cky kod_Je kdyz...

i o o
junkee vegrbolor o rotein
ANGestRIN ATl ZoVane syntézy " e Protein o velikosti 4?0kDa je
syntetizovan za ca.

a) aktivace aminokyseliny formovani sekund...

aminoacyl-nukiectitianhydridu

b) prenosia Vane aminokyseliny na 2’ (3)-

konec tRNA (@minekyselina mize snadno

migrovat mezi GbEma pozicemi)

c) prenospeptidu vedouci k formovani

dipeptidu. Dve aminoacyl-tRNA jsou blizko u

sebe vazany na komplementarnim tmplatu

d) postupné opakovani cyklu vede k

formovani polypeptidu H Pravdépodobnost

inkorporace chybné &

aminokyseliny je 10 na

G. F. Joyce, Nature 41¢ kodon...

cky kod je kdyz... EENEtICkY kod je kdyz...
BrightRINAT __1Staﬁd a62r20l aminokyselin?

u 21 a 'nokysehnou g selenucysisl (prltomna od Archae po savce)
u Zzﬂwehnou JE pyolYERE(Z I 2002 vysk

polarni

hydrofobnf

aromatické

chykodije kdys... Geneticky kd i kdy...

& | Jegen Kodtmverzalni?

v | c | A | 6 | g o

| Sta dardnl’ kodNSevelmitrozsireny, ale ne zcela univerzalni!

G yakodimitochondrif a nekterych nalevnikd se lisi
(Chjevane zaklade Sekvenacnich studii DNA v roce 1981)

u\V/ nalevnicichispetifikujitkodony UAA a UAG kyselinu
glutamoyseilainikoliv. Stop

i v s s

Standardni kod
Savéi

Pekafské kvasinky
Neurospora crassa
Drosophila

Prvoci

Rostliny




| Geneticky, kod je kdys... L Geneticky, kod je kdys...

__1Vznfik Jlgenetickeho kodu jlgenetickeho kodu
[T Ghcose

Aminoacyl-tRNASyathetasy
(aaRSs) se podili nalpripojent
aminokyselinieltRNA (délise
na I — bile a I'trdu - Sede)
Viyvoj keduie zavis\ina

= Biosyntetické draze

aminokyseliny

= Relativnim obsahu GC v kodonu

= Prislusnosti k tfidé aaRSs
Prvni kod obsahoval Ala, Gly,
Ser, Asp, Glu, (Val) dlilezité pri
tvorbé B-sheetu

NEeNEticky kod je kdyz... NEBNEticky kod je kdyz...
Vel chehio kodu e chehio kodu

5 Pryoinitkod STAGE 4 STAGE 5
obsd lize S 3 ] ] ]
INAN' sekvencilais v
aminokyseliny; d
deilezité prilfixaci
amoniakd

= Sipky oznacuji
biosyntetické drahy;

= AF; znaci
priimérnou
prenosovou energii,
tj. miru
hydrofobicity

B. K. Davis, Prog. Biophys. Mol. Biol. 72 (1999) 157-243. B. K. Davis, Prog. Biophys. Mol. Biol. 72 (1999)

| Geneticky kod je kdy?... Geneticky kod je kdys...

e Cheio kodu Vo) clehio kodu

STAGE 6 STAGE 7 | Prvetnitked byI postupné STAGES 9 - 14
A ‘ A ] dopliieYaRN ZaVislostilng A
s|ozZitosti Syntezy alpotiebnych
Vlastnostech
Pibyly: basitke aminokyseliny

u Jako poslednitbyly’doplneny:
aminokyseliny’ s aromatickym
postrannim retézeem
Sipky oznacuji biosyntetické
drahy
AF; znadi primérnou
prenosovou energii, tj. miru
hydrofobicity

B. K. Davis, Prog. Biophys. Mol. Biol. 72 (199



kod je kdyz...
ckého kodu

Archaea, Eukarya

B. K.Davis, Prog. Biophys. Mol. Biol. 72 (1999) 157-243.

| JeikodiABIEn ptlﬁhalne7

u Na 'klaagteorle Informace
(d%akceptor =0}
PUF in=1) ze

yhimidi
ukst:\zatI Ze v%—T 2 =G
optimalni gﬂ Edem na

informacn

Nahrada U za T je v. DNA
nezbytna
= C prechazi v Uldeaminaci, tato

zmeéna je nerozlisitelna
= Tedy RNA musela predchazet
DNA

cytosine

D. Bradley, Scienc

Shortregion of
DNA double helhx

Beads on a sting’
form of chromatin

30-nm clvomatin
fibre of packed

Section of
chromosome inan
extended form

DNA (1700 bp) o urcité
sekvenci je schopna
spontanniho slozeni do
oktameru s prlimérem
22 nm

W. Shih et al. Nature

7 (2004) 618-621

] jiGiijistousekvencilje
prirazena novaaminokyselina

= Inkorporyj ifikace pro
biotechnolGgie v bakteriich i
eukaryetechi (napf. o-methyl-
Tyr, p-benzoyl=Phe, p-iodo-Tyr)

n Modifikeyany geneticky’ kod

= Ke kédu Jsou prirazeny. nové
vza]emne komplementarni
baze

m Pocet pismen se tak rozsifi a
dale je mozno pokracovat via
expandovany geneticky kod

1. Hirao et al. Nature Biotech. 2

kruhu navic

Baze silzach

vlastnosti

Expandovana DNAjE
mnohem stabilngjsitnez
DNA , klasicka"™

Hybrid i ¢ista forma
expandovane DNA je
pIné funkent

Neexistuje zadné znamé
omezeni na uzitf
expandované DNA

Nepfirozené parovani x-y a x-s, a
v disledku stérického branéni
nerozpoznavana spojeni x-T a s-T

2) 177-182. J. W. Chin et al. Science 301 (2

H. Liu et al. Science 302 (2003

0 nezname
valftakjednoduchy fenom

 Phlmernyiproteint ma 2000 |
Pocetk . o%ﬁr@j h .
amino yse e .

Zhruba 1075

Vesmir mail astic
Rychla chemicky, reakce trva
1 femtosekundu (L6715 s)
Pocet vsech myslitelnych
parovych sriazek od velkeého
tresku 31e 108 1080x 103 =

Vesmlr by potfeboval 1067
Zivotdl aby stvoril vsechny.
kombinace tohoto proteinu
Vesmir se neopakuje — je

nergodicky...




