RNA v proteosyntéze
Geneticky kéd a priprava aminoacyl-tRNA

Jifi Jonak

V bunce existuji tfi hlavni a tradi¢ni tfidy RNA, které se podileji na biosyntéze
proteind: ribozomalni RNA (rRNA), transferové RNA (tRNA) a messenger RNA
(mRNA, drive také nazyvana informac¢ni RNA, iRNA). O jejich strukture a historii
vyzkumu pojednaval nedavno jiny ¢lanek (Ziva 2007, 3: 98-100). K nim se dnes
fadi nové a stale zajimavéjsi a dualezitéjsi tridy tzv. malych RNA. Jednou z nich
jsou microRNA (miRNA) — nekodujici genové produkty slozené z jednovlakno-
vé ribonukleové kyseliny dlouhé asi 22 nukleotidt, které se u rostlin a zivoc¢icht
(vCetné Cloveéka) vazou na komplementirni isek v mRNA a mohou indukovat
bud jeji destrukci, anebo stericky zablokovat jeji preklad do proteint (translaci).
Cili pasobi jako negativni regulatory genové exprese. Vznikaji posttranskripéni
upravou enzymem nukleazou Dicer z charakteristickych vlasenkovitych usekt
vétsich jednovlaknovych RNA prekurzora. Dalsi tfidou malych RNA jsou siRNA
(short interfering RNA). Velikosti i funkci se podobaji miRNA, ale vznikaji (opét
uc¢inkem Diceru) z hybridu sloZzenych ze dvou antiparalelnich RNA transkripti,
tj. dlouhych dvouvlaknovych molekul RNA at uz endogenniho anebo exogenni-
ho pivodu. Kazda z RNA (az na prekurzory exogennich siRNA) se syntetizuje
podle matrice tvorené jednim, tzv. nekodujicim viaknem DNA (DNA templat),
ato v procesu, ktery se nazyva prepis — transkripce. O problematice RNA a pro-
teosyntézy z evolucniho hlediska bylo jiz v Zivé pojednano v ¢lanku M. Bezdéka

O vzniku zivota II. (2003, 2: 52-506).

Zapojeni RNA do proteosyntézy zacalo
byt zfejmé ke konci 30. let 20. stol. na za-
kladé pokusu T. Casperssona a J. Bracheta.
Oba védci objevili v cytosolu eukaryotic-
kych bunék castice bohaté na RNA a bilko-
viny (ribonukleoproteinové c¢astice) a zjistili,
Ze jejich koncentrace koreluje s rychlosti,
jakou jsou v bunce bilkoviny syntetizovany.
To bylo poprvé, kdy se usoudilo, Ze mezi
RNA a proteosyntézou existuje néjaky
vztah. Brachet navic navrhl, Ze ribonukleo-
proteinové castice, které byly pozdéji po-
jmenovany ribozomy, jsou mistem proteo-
syntézy. To se vSak potvrdilo az v 50. letech,
kdy zapocaly experimenty s radioaktivnimi
aminokyselinami. Kratce po vstfiknuti ra-
dioaktivné znacené aminokyseliny se totiz
vétsina radioaktivity vestavéné do bilkovin
nasla na ribozomech. Tento experiment
také naznacoval, Ze alespon u eukaryot
neni proteosyntéza bezprostredné fizena
DNA, nebot DNA (v jadfe) a ribozomy (na-
chazejici se v cytosolu) jsou v buiice pro-
storové oddéleny.

V r. 1958 se do té doby zcela matné cha-
pané vztahy mezi DNA, RNA a bilkovinami
pokusil usporadat E Crick formulaci tzv.
centralniho dogmatu molekularni
biologie: totiz, ze DNA ridi svou vlastni
replikaci a svou transkripci na RNA a RNA
zase fidi svou translaci do proteinti (Ziva
2007, 3: 98-100). E Jacob a J. Monod pak
cely pochod genové exprese dale specifi-
kovali, kdyz uvedli, Ze strukturilni geny na
DNA se nejdrive prepisuji do komplemen-

tarnich vlaken mRNA a ze molekuly mRNA
se prfechodné spojuji s ribozomy a fidi je,
aby syntetizovaly proteiny.

Bakterie Escherichia coli mize synteti-
zovat odhadem asi 4 300 rtznych bilkovin
(polypeptidi), ale mnozstvi kazdé z nich
v buiice je rtizné. Pred délenim miZe bak-
terie obsahovat az asi 70 000 kopii rtiznych
ribozomalnich proteini (tj. podle poctu ribo-
zomu). Jina slozka proteosyntetického sys-
tému, elongacni faktor EF-Tu tvofi 5-10 %
celkové bilkoviny bunky. Na druhé strané
koncentrace urcitych regulacnich proteint
muize byt velmi nizka — napft. Lac represor,
ktery blokuje expresi z laktézového opero-
nu (lac), pfedstavuje jen asi 0,002 % z cel-
kové bilkoviny. Mnohé enzymy, zvlasté ty,
které se podileji na zakladnich, tzv. house
-keeping funkcich bunky, se syntetizuji
viceméné stale a stejnou rychlosti a nazyva-
ji se konstitutivni. Jiné enzymy, oznacované
jako adaptacni nebo indukovatelné, jsou
syntetizovany az podle okolnosti, tj. zmén
v prostiedi.

Geneticky kod

Proteosyntéza — biosyntéza bilkovin —
predstavuje pochod, pfi kterém se gene-
tickd informace uchovavana a predavana
v fec¢i DNA exprimuje, tj. realizuje formou
bilkovin. Proteosyntéza se také nazyva
translace — pfeklad, nebot predstavuje bio-
chemicky prevod informace z reci nukleo-
vych kyselin do reci bilkovin.
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Obr. 1a Struktura a vzorec aminokyseliny sele-
nocysteinu (Sec, C;H,NO,Se; moleleulovd hmot-
nost ~ 168,05 g/mol). Obr. z archivu autora

Geneticka informace je linearni, je ulo-
Zena ve formé polynukleotidového vlakna
(obvykle) DNA, coz je polymer nukleotidi.
Pfipomenme, Ze pouziva Ctyf pismen —
nukleotidy A, G, C a T (adenin, guanin, cy-
tozin, thymin). Naproti tomu bilkoviny jsou
slozeny jak z biochemického, tak i stereo-
chemického hlediska ze zcela jinych pis-
men nazyvanych aminokyseliny. Pocet téch-
to aminokyselin dnes dosahuje Cisla 22.
Pri tvorbé bilkoviny se rovnéz spojuji, poly-
meruji do linearniho vlakna a da se fici, ze
existuje kolinearita (soubéznost) mezi po-
fadim nukleotidt v DNA a sekvenci ami-
nokyselin v bilkoviné, kterd je touto DNA
kodovana. Prakticky jde tedy pfi translaci
o vytvoreni bilkovinného vlikna podle vlak-
na polynukleotidového. Podle konvence se
polynukleotidové sekvence pisi ve sméru
5'-3" a aminokyselinové sekvence protei-
ni od amino N-konce ke karboxylovému
C-konci, coz odpovida sméram jejich Cteni.

Jak uz odvodili E Jacob a J. Monod, ,pre-
ména“ DNA na bilkovinu neprobiha primo,
ale pres prostrednika, kterym jsou mRNA.
Kazda mRNA je kopii urcitého useku jed-
noho z vlaken DNA zhruba v délce jednoho
nebo vice gend. Tak jako DNA nese tedy
stejnou specifickou zpravu pro vyrobu jed-
né nebo vice bilkovin. Nukleotid T je vSak
v  mRNA nahrazen jinym pyrimidinovym
nukleotidem U a jako cukerna slozka zde
slouzi rib6za a ne deoxyribo6za jako v DNA.
Navic je RNA pfirozen€ jednovliknova.
Tim vSim se vSak RNA stava i mnohem labil-
néjsi nez DNA. Da se snadno a rychle od-
bourat pfirozenymi mechanismy bunky,
kdyz uz se napt. dosahlo pozadované hladi-
ny dané bilkoviny a jeji prebytek by byl
bunice k nicemu anebo by mohl i Skodit
(napt. nadbytek mRNA kodujici protoonko-
geny, viz Clanek na str. 236). Uvadi se, ze
v burice E. coli je pramérny polocas mRNA
asi 2-3 minuty, naopak mRNA kodujici
v eukaryotické buince -globin ma polocas
delsi nez 10 hodin.

Obr. 1b Struktura a vzorec aminokyseliny
pyrrolyzinu (Pyl, C,HyN;O5; molekulovd hmot-
nost ~ 255,32 g/mol). Obr. z archivu autora
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Tab. 1 Geneticky kod — kodovaci pravidla pro 22 aminoRyselin koédovanych ge-
neticky. Jsou uvedeny i mezindrodni jednopismenové zkratky aminokRyselin a pro tri

stop triplety i jejich bistorickd pojmenovdni Amber, Opal a Ochre. Syntéza naprosté
vétsiny bilkovin zacind methioninem, Rtery je kodovdn kodonem AUG (univerzdlni

startovaci signdl), vyjimecné valinem (kodon GUG), pripadné jesté jinou amino-
kyselinou. Z tabulky je dobie patrnd degenerace genetického koédu vyjadiend zejména

proménlivosti ve treti pozici kRodonii

Ala  |A |GCU, GCC, GCA, GCG Phe |F |UUU, UUC

Arg  |R | CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG |Pro |P | CCU, CCC, CCA, CCG
Asn | N | AAU, AAC Ser |S | UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
Asp |D |GAU, GAC Thr |T |ACU, ACC, ACA, ACG
Cys | C |UGU, UGC Tp | W | UGG

Gln | Q |CAA, CAG Tyr |Y |UAU, UAC

Glu |E |GAA, GAG val |V |GUU, GUC, GUA, GUG
Gly |G |GGU, GGC, GGA, GGG Start AUG, (GUG)

His |H |CAU, CAC Stop UAG (Amber)

Tle I | AUU, AUC, AUA Stop UGA (Opal)

Lea |L |CUU, CUC, CUA, CUG, UUA, UUG | Stop UAA (Ochre)

Lys | K |AAA, AAG Pyl O |UAG

Met |M |AUG Sec |U | UGA (+SECIS)

Tab. 2 Pravidla volnéjsibo pdrovdni
G,wobble“) mezi pruni bdzi antikodonii
aminoacyl-tRNA a treti bdzi kodonti
v mRNA

5’ (1.) baze antikodonu | 3’ (3.) bize kodonu
A U
C G
G C.U
U A G
i U, A C

Tab. 3 Priklady zménénébo Rkodovdni
v mitochondriich savci

Kodon O})vykly M’1tochondr1a]m
vyznam vyznam

UGA terminace tryptofan

AUA izoleucin methionin

AGA arginin terminace

AGG arginin terminace

Jaky je Sifrovaci klic neboli kod mezi
¢tyfmi nukleotidy v mRNA a 22 aminokyse-
linami v bilkoviné? Ukazalo se, Ze tento tzv.
geneticky kod je tripismenovy, tj. poradi tfi
nukleotidii — triplet koduje vzdy jedinou
aminokyselinu. Ze Ctyf riznych nukleotidt
v mRNA se tak miZe vytvofit 43 = 64 riz-
nych triplet neboli kodovych slov, kodont
(tab. 1). To je naprosto dostate¢ny pocet ke
specifikaci kazdé z 22 aminokyselin a navic
i k vytvoreni signalu, které urci, odkud ma
v mRNA translace zacit (obvykle od kodo-
nu AUG) a kde ma skoncit (tfi signaly stop
— UAA, UAG a UGA). Predstavuji jakousi
teCku za v€tou, tj. v naSem pripad¢€ za syn-
tetizovanou bilkovinou.

Prifazeni jednotlivych aminokyselin k jed-
notlivym kodontim, tj. rozSifrovani genetic-
kého kodu, se experimentalné podarilo asi
v poloviné 60. let 20. stol. Jak je vidét z tab. 1,
pouze dvé aminokyseliny, a to methionin
a tryptofan, jsou kodovany jen jednim kodo-
nem (AUG, resp. UGG). Pro zbytek amino-
kyselin plati, Ze jsou kodovany dvéma,
tfemi, ¢tyfmi nebo dokonce Sesti kodony.
Kodony pro stejnou aminokyselinu se ozna-
¢uji jako synonyma a obvykle se 1isi ve tie-
tim nukleotidu. Existence vice kodont pro
jednu aminokyselinu znamena, Ze kod je de-
generovany. Na druhé strané je vsak jedno-
znacny, nebot kazdy kodon specifikuje vzdy
jen jednu jedinou aminokyselinu. Genetic-
ky kod je také skoro (viz dale) univerzalni,
nebot se pouziva pro translaci ve vSech orga-
nismech. Tato skutecnost je jednim z nej-
presvédcivejsich dikazii o spole¢ném pred-
ku vsech zivych organismu.

Kodony jdou v mRNA za sebou, bez me-
zer a bez prekryvani v tzv. ¢tecim ramci.
donem, coz je nejcastéji AUG kodujici me-
thionin. Naprosta vétsina nové syntetizo-
vanych bilkovinnych retézca tedy zacina
touto aminokyselinou. Methionin se v3ak
velmi Casto — a to bud jesté pred dokon-
¢enim translace, anebo az po ni, uz z hotové
bilkoviny — odstépuje. Informace v mRNA
se tedy Cte a preklada souvisle po usecich
dlouhych tfi nukleotidy a jejich sled se na-
2006, 5: 198).

Ne vsechna kédova slova pro jednu ami-
nokyselinu jsou vyuzivana v organismu se
stejnou frekvenci. Naopak, n€kterd ze sy-
nonym jsou v genetické informaci skoro
nevyuzivana (anebo jen pro specialni pro-
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teiny), na rozdil od tzv. béznych kodonu.
Pritom Cetnost vyuzivani jednotlivych kodo-
nu je specificka uz pro kazdy jednobunéc-
ny organismus, jiny typicky vybér plati pro
obratlovce a jiny zase napf. pro vyssi rostli-
ny. Mluvime o tzv. kodonovém dialektu.

Kodovani selenocysteinu a pyrrolyzinu
— tloha kontextu mRNA

Ke klasicky geneticky kodovanym 20
aminokyselinam pfibyla pred vice nez 25
lety dalsi, a to 21. aminokyselina selenocys-
tein (Sec, obr. 1a) a pred nékolika lety 22.,
pyrrolyzin (Pyl, obr. 1b). Na rozdil od vSech
predchozich aminokyselin jsou koédovany
triplety, které normalné slouzi jako signaly
pro ukonceni translace. Tak triplet UGA
slouzi pro inkorporaci selenocysteinu a UAG
pro inkorporaci pyrrolyzinu (tab. 1).

Ackoli je selen pfi zvySeni své koncentra-
ce v organismu vysoce toxicky, jeho nedo-
statek zase vede k zavaznym onemocnénim
(kardiomyopatiim). Jde o stopovy prvek,
ktery je ve formé selenocysteinu nezbytnou
slozkou aktivniho mista né€kolika dilezitych
enzymi. Tyto selenoproteiny, jako napf. thio-
redoxin reduktazy, se podileji zejména na
oxido-reduk¢nich reakcich. Jsou pritomny
jak u n€kterych bakterii a archaebakterii, tak
u eukaryot; ani rostliny, ani kvasinky vSak
neum¢ji selenocystein do proteind inkorpo-
rovat.

Naproti tomu vyskyt pyrrolyzinu (Pyl) se
dosud omezuje jen na c¢leny rodiny archae-
bakterii Methanosarcinaceae a na bakterii
Desulfitobacterium hafniense. Zapojeni
Pyl do metabolismu téchto organismu sou-
visi s jejich vyjimecnou schopnosti vyuZzi-
vat metylaminy jako zdroj energie. Cini to
prostfednictvim enzymt metylaminometyl-
transferaz a pro jejich zdarnou syntézu je
nutné, aby se jeden triplet UAG umistény
ve Ctecim ramci jejich mRNA precetl ne
jako terminacni signal, ale jako signal pro
inkorporaci pyrrolyzinu. D. bafniense ko-
duje navic i systém, kterym se do bilkovin
zabudovava selenocystein, a tak tato bakte-
rie predstavuje zatim jediny znamy organis-
mus, ktery pouziva pfi translaci vSech 22
aminokyselin.

K vestavéni obou téchto zvlastnich ami-
nokyselin do bilkovinného fetézce je tedy
nutno pfi translaci jaksi ,predefinovat“ kod
pro dva triplety UGA a UAG. Z terminac¢nich
signalt, které nekoduji zadnou aminokyseli-
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nu, se stavaji aminokyselinové kodony, ¢ili
dochazi jakoby k odchylce od pravidla jed-
noznac¢nosti kodu. Kdyby vsak opravdu
platilo, ze tyto dva terminacni triplety se
v buiice zcela nahodné jednou vyuziji jako
signaly pro ukonceni translace a podruhé
jako signaly pro inkorporaci selenocysteinu
a pyrrolyzinu, znamenalo by to pro kazdou
bunku velké nebezpeci. Ve skutecnosti to
vsak viibec neplati. To, zZe se v pripadé in-
korporace selenocysteinu triplet UGA , pfe-
¢te“ jako kodon pro Sec, vyzaduje zvlastni
zabezpeceni. Jednak specializovany trans-
la¢ni aparat pro tento proces (o ném zde ale
psat nebudu) a pak predevsim musi mRNA
obsahovat zcela novy prvek, totiz specialni
sekvenci SECIS (Selenocysteine Incorpora-
tion Signal), a to bud’ pfimo za UGA, anebo
az v neprekladané oblasti na svém 3’ konci
(3' UTR). SECIS v téchto polohach vytvoii
v mRNA unikatni sekundarni strukturu; ta
je spolu s UGA rozpoznavana jednim z Cle-
nt specialniho transla¢niho aparatu bunky
pro Sec a jenom takto dohromady se z UGA
stane signal pro inkorporaci Sec. Pokud je
tedy v mRNA umistén ve ¢tecim ramci
kodon UGA a struktura SECIS chybi, Cte se
UGA vzdy jen jako terminacni signal.

Zmeéna ve specifité tripletu UGA je jed-
nim z mnoha pfipadd, jak sama RNA,
v tomto pripadé mRNA, muze zabezpecit
zavazny regula¢ni krok. Urcitym kontextem
muze ovlivnit uc¢innost terminace, navodit
jiné kodovani, zménit kod. Nevystupuje
jako pasivni rigidni molekula, ale aktivné se
podili na usmérnéni funkci.

Jak se zajisti, Ze se dalsi terminacni triplet
UAG zméni na kodon pro pyrrolyzin, neni
dosud tplné objasnéno. Zadny specialni
RNA motiv podobny SECIS nebyl v pripadé
Pyl nalezen. Zda se, Ze se tato aminokyseli-
na dostala do genetického kodu u Metha-
nosarcinaceae teprve ,nedavno“. Zabezpe-
¢eni proti zneuziti UAG proto mozna nejsou
jesté tak dokonala jako u Sec, anebo nebyla
dosud objevena. Zneuziti UAG je ale jisté
omezeno uz tim, ze: 1) triplet UAG se vysky-
tuje v mRNA téchto archaebakterii vyznam-
né méné casto (0,05 %) nez UAA (1,8 %)
nebo UGA (1,2 %) a 2) maji-li byt UAG tri-
plety Cteny jako stop signaly, pak jsou témér
bezprostfedné nasledovany jesté dalsim ter-
minacnim tripletem UAA nebo UGA. To ma
za nasledek vyrazné zmensSeni pravdépo-
dobnosti nechténého prelozeni UAG na Pyl
a tim i negativnich dusledku, které by to
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mohlo mit pro integritu proteoma (soubor
vSech bilkovin builky/organismu) rodiny
Methanosarcinaceae.

Transferové RNA a ¢teni kodonu;
aminoacyl-tRNA syntetazy

Vybér jednotlivych aminokyselin kodo-
ny neprobiha pfimo, ale pomoci velké rodi-
ny ,dvoujazy¢nych“ adaptorovych molekul
tRNA. Vlakno téchto molekul, slozené asi
z 80 nukleotidi, se svinuje tak, Ze se zhruba
v puli obrati, obé ptilky se na sebe preruso-
vané, v ramci vzajemné komplementarity
prilozi a vytvofi utvar podobny obricené-
mu L (obr. 2, 3). Na konci del$iho ramene
L, tj. v misté svého zpatecniho ohybu,
vytvari vlakno RNA vlasenku se smyckou
s tripletovou nesparovanou sekvenci, ktera
se nazyva antikodon. To je nastroj ke ¢teni
kodont. Kratsi rameno L tvofi 5" a 3’ konec
vlakna tRNA. 3’ konec kon¢i nesparovanou
sekvenci -CCA, kam se na A pripojuje ami-
nokyselina. Proto se toto rameno nazyva
akceptorové. Pritom plati, ze antikodon kaz-
dé tRNA je komplementarni jen s takovym
kodonem v mRNA, ktery koduje aminokyse-
linu, jejiz kodon umi antikodon této tRNA
rozpoznat.

Vlakna aminoacyl-tRNA a mRNA probi-
haji pfi vzajemném setkavani pri translaci
antiparaleln€, podobné jako vlakna v dvou-
Sroubovici DNA (obr. 2). Postupnou inter-
akci mezi antikodony jednotlivych amino-
acyl-tRNA a kodony v mRNA dochazi ke
¢teni mRNA po jednotlivych kodonech (ve
sméru 5'-3") a prekladu téchto kodont na
aminokyseliny. Jedna po druhé jsou pfitom
z aminoacyl-tRNA pripojovany do rostouci
bilkoviny (viz dale). Tak se zabezpecuje ko-
linearita mezi genetickou informaci a po-
radim aminokyselin v bilkovin€, které zase
jednoznacné urcuje vlastnosti bilkovin,
a tak vysledny fenotyp organismu.

Kazda tRNA nese specifickou aminokyse-
linu a ma specificky antikodon. Z hlediska
poctu aminokyselin by tedy k translaci sta-
cilo 22 raznych tRNA, ale z hlediska poctu
ruznych tripletu, které se maji prekladat, by
pfi pozadavku, ze antikodon se muze speci-
ficky vazat jen s jednim kodonem, bylo
zapotiebi 63 raznych tRNA. AvSak béhem
evoluce se vytvoril urcity kompromis rea-
gujici na degeneraci genetického kodu. Pro
prenos jedné aminokyseliny obvykle slouZi
vice nez jedna tRNA (v zavislosti na poctu
synonymnich kodon®). Naopak degene-
rované kodony se casto ¢tou jedinou tRNA.
Plati zde pravidla tzv. hypotézy ,wobble*,
kterou vyslovil E Crick v r. 1966 (tab. 2).
Podle ni mohou platit mezi nukleotidem ve
3. (degenerované) pozici kodonu v mRNA
a nukleotidem v 1. pozici antikodonu tRNA
méné rigorézni pravidla vzajemného paro-
vani nez mezi prvnimi dvéma nukleotidy
kodonu a 2. a 3. nukleotidem antikodonu.
Prvnim nukleotidem v antikodonu, tj. na
jeho 5’ konci, byva casto inozinova kyselina
(D, tzv. minoritni nukleotid odvozeny od
hypoxantinu, ktery se mutize parovat s U, A
nebo C. Transferova RNA prenasejici leucin
s antikodonem 5’ IAG tak muZe Cist tfi leu-
cinové kodony: 5" CUU, CUC i CUA. Uracil
v prvni pozici antikodonu se podle ,wob-
ble“ muze spojovat nejen s rigoréznim A,
ale i s G; nékdy vsak musi byt toto U pro
interakci s G modifikované atd. Guanin
v prvni pozici antikodonu se miize parovat
nejen s C, ale i U. Pfi platnosti pravidel
,wobble“ by tedy stacilo asi 33 ruznych
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Obr. 2 Vievo: Schematické zndzornéni pdro-
vini kodonu v mRNA s antikodonem v amino-
acyl-tRNA. GCA je kodon pro alanin. Je éten
antikodonem 5 UGC v alanyl-tRNA. Je jasné
patrny antiparalelni priibéh vliken mRNA
a tRNA. Aminoacyl-tRNA je zndzornéna ve
Jormé své sekunddrni struktury. Obr. vpravo
ukazuje, jak se schematicky zndzoriuje tRNA
ve své tercidrni strukture. Podle www.langa-

ra.be.ca kreslila T. Chylovd, upraveno

molekul tRNA k dekédovani vSech tripleti
(kromé terminacniho UAA). Takovému poc-
tu se blizi situace u nékterych bakterii,
avSak bunky vysSich organismti maji obvy-
kle 50 nebo vice druhti tRNA, zifejmé k po-
jisténi vysoké specificity dekodovaciho pro-
cesu. Naopak v mitochondriich plati pro
parovani kodont s antikodony jesté volné;jsi
pravidla ,wobble“, a tak napf. nemodifiko-
vané U v 1. pozici antikodonu ,ma dovole-
no“ se parovat — v pripadé synonymnich
kodont — se vSemi Ctyfmi zakladnimi nu-
kleotidy A, G, C i U. Pak proteosynteticky
systém mitochondrii (na rozdil od situace
v cytosolu) vystaci, pfipocteme-li k tomu
i zmény v kodovani nékterych aminokyse-
lin (tab. 3), s velmi uspornym poctem 22
raznych tRNA. Vedle tuspory v poctu mole-
kul tRNA nabizi fenomén degenerace gene-
tického kodu i dalsi vyhodu. Dojde-li ve 3.
pozici degenerovanych kodond k mutaci,
tedy zaméné jedné baze za jinou, nemusi
to vzdy znamenat, jak je z tab. 1 zfejmé,
zménu ve vybéru aminokyseliny. Jde pak
o tzv. tichou mutaci, bez dusledka pro ami-
nokyselinové sloZeni bilkoviny a tim i jejich
vlastnosti.

Z toho, co bylo uvedeno je zfejmé, Ze
pripojeni spravné aminokyseliny na mole-
kulu tRNA je stéZejnim krokem pro zabez-
peceni vérnosti translace. Aminoacylovana
tRNA, to je s navazanou aminokyselinou,
uz totiz pfi ¢teni mRNA nijak nekontroluje,
zda nesena aminokyselina je ¢i neni tou,
kterou pravé cteny kodon koduje. Zde se,
za aktivni acasti ribozomu, jen dikladné
provéfuje komplementarita mezi kodonem
a antikodonem (viz dale).

Ukol vytvafet spravné aminoacyl-tRNA
(aa-tRNA) pripadl celé jedné rodin€ enzy-
mu zvanych aminoacyl-tRNA syntetazy.
Kazda z nich je vybavena schopnosti vybrat
a aktivovat jedinou aminokyselinu z 20-22
moznych, najit pro ni odpovidajici tRNA
z né€kolika desitek rtiznych a vybranou ami-
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Obr. 3 Model tercidrni struktury tRNA.
Oranzové je zndzornén 3 konec —CCA, akcep-
torové rameno je fialové, antikodon erné, anti-
kodonové rameno modrfe. Struktura je repro-
dukovina s laskavym svolenim N. R. Vosse

nokyselinu kovalentné pfipojit esterickou
vazbou na 2' ¢i 3’ -OH skupinu ribozy 3’
koncového adenylatového zbytku moleku-
ly tRNA (obr. 2). Kazdy z enzymt je pfitom
schopen zabezpecit tvorbu spravné amino-
acyl-tRNA s presnosti 10* az 10°, neboli
teprve v jednom pripadé z 10-100 tisic
dojde k chybné aminoacylaci tRNA. Vysoka
presnost je zde velmi dulezita, nebot pravé
tento pochod je vlastné hlavni stereoche-
mickou reakci translace, pri ném se realizu-
je vztah mezi kodonem a aminokyselinou
vyjadfeny v genetickém kodu. Amino-
acyl-tRNA syntetazy (AaRS) tedy poskytuji
molekularni zakladnu pro spojeni genoty-
pu s fenotypem. [Pozn. Syntetazy lze rozdélit
do dvou nepfibuznych tfid, a to podle topolo-
gie jejich vazebného mista pro molekulu ATP
a pfipojeni aminokyseliny na 2’ ¢i 3" OH sku-
pinu ribozy. V podstaté plati, ze pro kazdou
aminokyselinu pracuje v bunce jedna AaRS
z tfidy 1 nebo 2. Celkem tedy muize v buice
byt maximalné 22 syntetiz, obvykle ale jen
20. Na druhé strané také plati, ze kazda ze syn-
tetaz dovede rozpoznat vsechny tRNA, které
tuto aminokyselinu prenaseji. Takovym tRNA
fikame izoakceptorové].

Sec-tRNA a Pyl-tRNA maji své antikodo-
ny (UCA a CUA) komplementarni terminac-
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Obr. 4 Editaini schopnosti nékterjch amino-
acyl-tRNA syntetdz. Izoleucyl-tRNA syntetdza
(t7ida 1) v komplexu s tRNA pro izoleucin. Vy-
bér néketerych aminokyselin syntetdzon must byt
zabezpelen zvldstnimi mechanismy. Takovym
prikladem je izoleucin. Na enzym se vdze do
vazebné (dsti jeho katalytického mista — du-
tiny, kterd md izoleucinovy tvar. Je tak do-
statecné mald, aby se do ni nemohly vdzat vétst
aminokyseliny jako methionin nebo fenylalanin
a také natolik hydrofobni, aby se do ni nemobly
vdzat aminokyseliny s poldrnim vedlejsim re-
tézcem. Na drubé strané vsak nelze zabrdnit,
aby se do dutiny dostala trochu mensi ami-
nokyselina valin, kterd md postranni fetézec
kratsi o —CH,— miistek. K tomu dochdzi
v poméru 1:150. To vak uz predstavuje prilis
vysokou miru chybovdni a musi nastoupit ko-
rekini — editacni krok, ktery je zabezpelen
existenct drubého aktivniho, tzv. editacniho
mista v syntetdze. Izoleucin kovalentné spojeny
s tRNA se do tohoto mista nedostane, ale chybny,
menst misacylovany valin ano. Je v tomto misté
viak z tRNA odstépen a tRNA se znovu pripravi
pro prijetd izoleucinu. Editatnim mechanismem
se tak troveri chybovini sniZ{ na pripustnou
mez. Jindy md editaéni misto i schopnost
rozstépit ug chybny intermedidt aminoacylace
— aminoacyl-adenylit. Tedy provést korekci
jesté pred tim, nez se. chybnd aminokyselina
navize na tRNA. Cervené tRNA, izoleu-
cyl-tRNA syntetdza ostatni barvy. Upraveno
podle mgl.scripps.edu

nim tripletim UGA a UAG, a to jim umoz-
nuje ,Cist“ tyto triplety jako kodony pro
Sec a Pyl. V busikach se vSak obcas najdou
i dalsi tRNA, které umozni precteni termi-
nac¢niho signalu jako signalu pro néjakou
aminokyselinu. Obvykle je to vysledek za-
chranné adaptacni reakce bakterialniho spo-
lecenstvi na nezadouci vznik terminac¢niho
tripletu (napf. bodovou mutaci) v mRNA,
kde se tak zptisobi pred¢asné ukonceni syn-
tetizovaného proteinu, ktery se tim obvy-
kle stane nefunkc¢ni. Bylo prokazano, ze po-
tlaceni takové zavady muze nastat, kdyz
dojde k dal$i mutaci, tentokrat vSak v anti-
kodonu néjaké tRNA, ktera umozni ,pre-
cteni“ faleSného terminacniho tripletu.

www.avcr.cz/ziva

Translace pak pokracuje az k obvyklému
termina¢nimu signalu. Tato druha mutace
se nazyva supresorova a transferové RNA,
které ji nesou a uméji tak ,precist* termi-
nacni triplety, se nazyvaji supresory. Napft.
bodovou mutaci v kodonu pro glutamin
(CAG) vznikne ve ¢tecim ramci mRNA ter-
minacni triplet UAG a tim dojde k produkci
jen zkracené formy bilkoviny. Dojde-li nyni
k druhé mutaci, a to v antikodonu tRNA
prenasejici tyrozin, a jeji antikodon se
zméni z GUA na CUA, potom zménény anti-
kodon umozni ,precist‘ terminacni triplet
UAG jako kodon pro tyrozin. Vytvoii se pro-
tein Casto funkéné téméf normilni, pokud
nevadi nahrazeni ptivodniho glutaminu tyro-
zinem. V bufce samoziejmé musi byt pri-
tomna jesté dalsi tRNA pro tyrozin, kterou se
zachova cteni tyrozinovych kodonid. Na
druhé strané€ zabezpeceni normalni termina-
ce syntézy peptidu na termina¢nim tripletu
UAG je pojisténo obvykle pritomnosti jesté
dalsiho terminac¢niho tripletu za UAG ve stej-
ném cCtecim ramci (podobné€ jako u Pyl
a i tim, Ze supresorova tyrozyl-tRNA se nevy-
skytuje ve vysoké koncentraci. Do tfidy su-
presorovych tRNA funk¢né patii i Sec-tRNA
a Pyl-tRNA. Ty vsak maji svijj antikodon uz
prirozené komplementarni s jednim z termi-
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nacnich tripleti a nepotrebuji tudiz Zadnou
dal$i mutaci.

Fenomén supresorové tRNA také ukazu-
je néco ze zplisobt, jaké oblasti v tRNA roz-
poznava tyrozyl-tRNA syntetiza. V tomto
pripadé k nim rozhodné nepatii antikodo-
nova oblast, nebot k tvorbé tyrozyl-tRNA
dochazi bez ohledu na slozeni antikodonu,
jeho mutace z GUA na CUA tyrozylaci ne-
ovliviluje. To je jisté prekvapujici, nebot
transferové RNA pro jednotlivé aminokyse-
liny se vzdy musi lisit v antikodonu, a o této
oblasti by se tedy dalo prirozené soudit, Ze
by méla byt u syntetaz prvni v radé pii
urcovani specificity tRNA. Je nutno po-
znamenat, Ze v mnoha pripadech opravdu
patfi antikodonové oblasti tRNA mezi za-
kladni identifika¢ni prvky pro syntetazy,
ale jak je vidét z popsaného pripadu, neni
tomu tak vzdy. Jinym prikladem je tRNA
pro alanin u bakterie E. coli. Jeji rozpozna-
ni a aminoacylace plné zavisi na pritom-
nosti charakteristického paru bazi G3-U70
v akceptorovém rameni tRNA. Zméni-li se,
tRNA ztrati schopnost interagovat s ala-
nyl-tRNA syntetazou. Obvykle je vSak roz-
poznani dané tRNA syntetazou zavislé na
vice identifikacnich prvcich v tRNA.

Rozpoznani jednotlivych aminokyselin
syntetazami a jejich vzijemné odliSeni je
s tRNA jde totiZ o malé molekuly, z nichz
nékteré se od sebe casto lisi jen nepatrné,
napft. jedinou -CH;, -OH nebo -CH,- sku-
pinou. Rozpoznavani jednotlivych amino-
kyselin syntetazami proto probihda dvou-
stupnové a v kazdém stupni se rozhoduje,
zda se formujici se komplex mezi amino-
kyselinou a syntetazou zachova anebo roz-
padne. VyZzaduje se energie ve formé ATP.
Valyl-, fenylalanyl- a izoleucyl-tRNA synte-
tazy maji navic schopnost vytvofené amino-
acyl-tRNA deacylovat, pokud byly chybné
acylovany pribuznymi aminokyselinami, tj.
threoninem, tyrozinem nebo valinem. Pro-
ces se nazyva ,proof-reading“, nebo-li edi-
tace (obr. 4).

Nase putovani pfipravnymi fizemi a teo-
rii translace bude v dalsi kapitole nasledo-
vano pohledy do jeji ribozomalni faze.
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