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Abstrakt:

Nekanonické aminokyseliny umoziiuji vkladat nové chemické vlastnosti do proteini, coz je
uzitetné jak pro zkoumani stavajicich proteini, tak i pro design proteinti novych. Syntéza
proteinii obsahujicich nekanonické aminokyseliny se setkava s problémy efektivity translace.
Tato prace se zabyva roli genetického kodu pro kédovani nekanonickych aminokyselin,
proteosyntézou a aminoacylaci tRNA a kone¢n¢ samotnymi nekanonickymi aminokyselinami

a jejich vyuzitim v proteinech vcetné ptiklada.

Kli¢ova slova: nekanonickd aminokyselina, aminoacylace, aminoacyl-tRNA syntetaza, tRNA,

geneticky kod, kodon, anti-kodon

Abstract:

Non-canonical amino acids allow the introduction of new chemical properties into proteins,
which is useful both for studying proteins, and designing proteins. However, the synthesis of
proteins containing non-canonical amino acids faces problems with decreased effectivity of
translation. This thesis examines the role of genetic code for coding non-canonical amino acids,
proteosynthesis and aminoacilation of tRNA and finally the non-canonical amino acids and

their application in proteins while including examples.

Key words: non-canonical amino acid, aminoacylation, aminoacyl-tRNA synthetase, tRNA,

genetic code, codon, anti-codon
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1. Uvod

Proteiny, jakozto jedny ze zakladnich stavebnich blokti a funkénich prvki bunék, jsou
Castym nastrojem nebo produktem v biotechnologiich. Moznost cilen¢ do proteini vlozit
aminokyselinu (dale 1 AK) dle vlastniho névrhu, nejlépe na libovolné misto fetézce, je
mimotadné uzitecnd technika slibujici Siroké spektrum vyuziti, at’ uz pro zkoumani proteint
stavajicich, které jsou dlouhodob¢ studovany, nebo pro navrh proteinti s novymi vlastnostmi.
Aminokyseliny vlastniho navrhu nevyskytujici se pfirozené¢ v organismech dale nazyvam
nekanonické aminokyseliny. Prvni prace predstavujici techniku pro zaclenéni nekanonické
aminokyseliny do proteinu s vyuzitim aminoacyl-tRNA syntetdzy (dale AARS) byla
publikovana v roce 2001 (Wang, 2001). Od té doby bylo pfedstaveno mnoho dalSich
nekanonickych aminokyselin, které byly zaclenény do proteinli. RozSifujici se spektrum
chemickych vlastnosti k dispozici pro vyuziti v proteinech otevira nové moznosti pro dalsi

vyzkum i pro vyvoj novych proteint.

Techniky vlozeni aminokyselin do proteinil jsou neodmyslitelné spojeny s genetickym
kédem a vyZaduji nové volné kodony, které je mozné ziskat bud’ uvolnénim néckterych
stavajicich kodonl z uz pfitomnych 64 (Wang, 2001), ¢i vytvofenim kodonl zcela novych

(Hohsaka, 1996; Magliery, 2001; Fischer, 2020).

V pribéhu proteosyntézy jsou techniky zaclenéni aminokyselin do vznikajicich
proteinti spjaty s enzymy z rodiny aminoacyl-tRNA syntetaz. Upravou konkrétni aminoacyl-
tRNA syntetazy pro rozeznavani nekanonické aminokyseliny, tedy takové, které nepatii mezi
21 aminokyselin bézn¢ se v proteinech vyskytujicich, je mozné navazat tuto nekanonickou
aminokyselinu se specifickymi vlastnostmi na transferové RNA (dale tRNA) nesouci volny
anti-kodon, ktery neodpovidd zadnému koddénu vyuzivanému bunkou. Kodoén odpovidajici
tomuto anti-kodonu je potom vloZen na zamyslené misto do mediatorové RNA (dadle mRNA)
a do translatovaného proteinu se na odpovidajici misto zacleni aminokyselina s poZadovanym

uhlikovym zbytkem (Wang, 2001).

Nekanonické aminokyseliny sriznymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi,
naptiklad nesouci oxoskupinu (Costa, 2018), jsou v proteinech poté vyuzivany pii konstrukci
novych proteint (Drienovska, 2015), pti vyvoji 1é¢iv (Cho, 2011), pro znaceni proteinti (Wang,

2006) a jako vazebna mista pro dal$i modifikace (Lim, 2015).



V této praci se budu veénovat tfem hlavnim oblastem, které se tykaji zaclenéni
nekanonickych aminokyselin do proteind. Zaprvé genetickému kodu, kde predstavim zplisoby
ziskani novych kodonti pro kédovani nekanonickych aminokyselin. Rozebrané metody jsou
nasledujici: potlaceni amber stop kodoénu (Wang, 2001; Lajoie, 2013) a rozsifeni genetického
koédu o dva nukleotidy snovymi bazemi (Fischer, 2020). Druhd zkoumana oblast je
proteosyntéza a aminoacylace tRNA. Zde se také vénuji pfipravé aminoacyl-tRNA syntetaz
specifickych k pfislusSnym nekanonickym aminokyselindm (Xie, 2005; Bryson, 2017). Tteti
oblasti jsou pak samotné nekanonické aminokyseliny a jejich vyuziti v proteinech. Tato prace
uvadi nékolik ptikladd, jak byly nekanonické aminokyseliny, které uz byly vySe uvedeny,
pouzity v riznych oblastech biologie pfi piipravé proteinti. Jedna se o nasledujici aplikace:
pfipravu nového metaloenzymu, kdy vlozend aminokyselina zprostfedkovava vazbu kovového
iontu k proteinu (Drienovskd, 2015), nekanonickou aminokyselinu s fluorescencné aktivnim
aromatickym jadrem pro znaeni proteinli (Wang, 2006), nekanonickou aminokyselinu
obsahujici atom jodu pro studium struktury proteind rentgenovym zafenim (Xie, 2004) a vyuziti
nekanonickych aminokyselin pii vyvoji proteinovych 1é¢iv pro prodlouzeni jejich doby Zivota

(Lim, 2015; Cho, 2011) nebo pro uvolnéni [éCiva v cilové bunce (Costa, 2018).

2. Geneticky kod

Geneticky kod predstavuje pravidla, podle kterych je genetickd informace ulozena
v deoxyribonukleové kyselin€é (dale DNA) piepisovdna pies ribonukleovou kyselinu (dale
RNA) do sledu aminokyselin, tedy proteint. Vyjimku tvoii RNA viry, které genetickou
informaci ukladdaji do RNA. Genetickd informace je v DNA uchovavdna jako potadi
deoxyribonukleotidii v fetézci molekuly DNA. V piirod¢ vyuziva buika k tomuto ucelu Ctyti
deoxyribonukleotidy s bazemi adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin (G) spojené
fosfodiesterovymi vazbami. Baze spolu paruji na zadklad¢ nekovalentnich interakci, pary tvofi
vzdy A/T (nebo A/U v ribonukleotidech) a C/G). Spravné parovéani nukleotidl je nutné pro
pribéh replikace DNA, transkripce i béhem translace, kdy spolu paruji kodon a anti-kodon.

Informace zapsana v DNA je poté pfepsana do RNA. V RNA je misto thyminu pouZit
uracil (U). Informace z RNA je dale vyuZzita v pribéhu proteosyntézy pro spravné zatrazeni
aminokyselin do vznikajiciho peptidu. Geneticky kod je tripletovy, tedy kazdé tii znaky
odpovidaji jedné aminokyseling. Teoreticky je mozné kodovat 4°, tedy 64 aminokyselin,

nicméné geneticky kod je degenerovany a nékteré aminokyseliny jsou kodovany vice kodony,



celkem je takto vyuzitych 61 kodont. Zbyvajici tfi kodony, > UAA?, SUAG? a > UGA? jsou

vyuzity na ukonceni translace — takzvané stop kodony.

Pokud chceme v priabéhu proteosyntézy zaclenit do nové vznikajiciho proteinu nové
nekanonické aminokyseliny, je nutné pro né€ pfipravit unikétni kodon specificky pro konkrétni
nekanonickou aminokyselinu. Jelikoz vSech 64 kodont jiz mé v buiice vyuziti, byly vyvinuty
metody umoziujici vyznam nékterych kodoni zménit ¢i vytvorit kodony zcela nové. Velmi
vyuzivanym piistupem je umlCovani stop kodonti, nejcastéji takzvaného amber stop kodonu
(*UAG?), a nahrazeni jejich vyznamu obvykle nekanonickou aminokyselinou (Manandhar,
2021). Dalsi cestou k rozsiteni genetického kodu je vyvoj modifikovaného ribozomu, ktery
umoznuje pieklad kodont slozenych ze Ctyf nukleotidii (Anderson, 2004), pripadné je také
mozné vytvofit novy par nukleotidli a modifikovat hostitelsky organismus organismu, ktery je
schopen tyto nukleotidy stabiln€ udrzet ve svém genomu a nasledné je vyuZit pro proteosyntézu

(Zhang, 2017Db).

v rv

2.1. RozsSireni genetické abecedy

Pro tspésné rozSifeni genetické abecedy ze Ctyf na vice znakll je nutné, aby uméleé
nukleotidy byly stabilné udrZzované hostitelskym organismem a proSly vSemi kroky
pfedchazejicimi translaci, tedy replikaci a transkripci, a poté plnily uspé$né€ funkci nukleotidi
v interakci kodon/antikodon pii vlastni translaci. Ze snah o pfipravu umélych nukleotidi 1ze
vyzdvihnout pfedev§im tfi sady umélych nukleotidl. Jsou to tzv. Hajimoji DNA vyvinuté
Bennerovym tymem (Yang, 2006), hydrofobni nukleotidy vyvinuté Hiraovym tymem (Lee,
2018) a nukleotidy NaM a TPT3, jez jsou vysledkem prace Romesbergova tymu (Fischer,
2020). Prace prvnich dvou ztéchto tymil se nezaméfuje primarné na funkEnost jimi
vytvofenych nukleotidi v proteosyntéze, ale pfedev§im na piipravu DNA aptamerQ
pouzivanych pro diagnostiku a terapeutické znaceni naptiklad rakovinnych bunék (Kimoto,
2020). V ptipadé NaM a TPT3 nukleotidi byla prozkoumana aplikace in vivo v semi-
syntetickém organismu, upravené bakterie Escherichii coli, vyvinuté specidlné pro vyuziti
téchto umélych nukleotidii (Fischer, 2020). Podrobnéji budou rozebrany ptredevSim umélé

nukleotidy NaM a TPT3.



2.1.1. Hydrofobni nukleotidy NaM a TPT3

Nukleotidy NaM a TPT3 spliuji vySe uvedené podminky udrzeni v hostitelském
organismu béhem replikace transkripce 1 translace. Baze téchto molekul jsou hydrofobni

a paruji pomoci sterickych interakci (Obrazek 1).
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Obrazek 1 Chemické struktury umélych pari bazi nukleotidii dNaM a dTPT3 v retézci DNA Jedna se
o hydrofobni aromaticke molekuly, které paruji pomoci sterickych interakci (Fischer, 2020).

Nukleotidy dNaM a dTPT3 byly uspé$né vyuzity pro produkci proteinu za pouziti
specialné modifikované transferové RNA (tRNA), umoznujici pro€teni kodonu s umélym
nukleotidem (Zhang, 2017a). Um¢lé nukleotidy NaM a TPT3 byly dopraveny do bakterie
Escherichie coli pomoci na expresnim plazmidu lokalizovaného transportérového proteinu
PINTT2, plvodem zrozsivky Phaeodactylum tricornutum (Fischer, 2020). Pérovani
nukleotidd NaM a TPT3 umoziuje jak replikaci, tak i transkripci v organismech obsahujicich
NaM a TPT3 v DNA. Aby se umélé nukleotidy v hostitelském organismu udrZely stabilné
béhem replikace, byl vyuzit clustered regularly interspaced short palindromatic
repeats/CRISPER associated protein 9 (CRISPR/Cas9 systém), cileny pomoci dvou tzv. single-
guide RNA na DNA sekvence vznikajici po nejcastéjSich mutacich vedoucich ke ztraté umélych
nukleotidi (zména dNaM/dTPT3 na dA/dT a bodovd deleéni mutace v mist¢ umélych
nukleotidll). Po rozpoznani sekvence, ktera ztratila umélé nukleotidy, CRISPR/Cas9 systémem,
je tato sekvence rozSt€pena na obou vldknech a nésledné je plazmid, na kterém tato sekvence
byla, zcela degradovan (Zhang, 2017b). Pro udrzeni umélych nukleotidd NaM a TPT3

v chromosomu je mozné vyuzit modifikované buniky s deleci genu recA, ktery se podili



v Escherichii coli na opravach DNA po replikaci, a nadprodukci DNA polymerazy II. Tyto dvé
modifikace dohromady mohou zajistit zachovani vice nez 55 % umélych nukleotidi v genomu

po 137 generacich (Ledbetter, 2018).

Aby bylo mozné prozkoumat schopnost nukleotidi NaM a TPT3 plnit svou roli
v interakci koddn/anti-kodon, byly ptipraveny kodony obsahujici umélé nukleotidy na prvni,
druhé¢ a tieti pozici kodénu a odpovidajici nukleotid na protéjsi pozici v anti-kodonu. Ukazalo
se, ze umélé nukleotidy lokalizované na prvni pozici kodénu nejsou pii translaci prilis efektivni,
ale kodony obsahujici NaM na druhé pozici kodoénu s TPT3 na druhé pozici v anti-kodénu se
prekladaji uspésné. Dale se pak uspésné prekladaji i nékteré kodony s NaM v kodonu samo-
parujici s NaM na odpovidajici pozici v anti-kodonu. Celkem bylo zatim identifikovano sedm
pari  kodén/anti-kodén  vytvorenych s umélymi ribonukleotidy, >GXC*/'GYC?,
YGXT)/PAYCY, SAXCYFPGYTY, YAGXP /P XCTY, SCGXP/FXCGY, >TGX¥ /S XCA*
a>TTX? /P XAAY, (kde X je NaM a Y je TPT3), které jsou dostate¢né selektivni a umoziuji
efektivni translaci nekanonickych aminokyselin (Fischer, 2020). Tyto vysledky naznacuji
moznost vyuziti NaM a TPT3 pro rozsifeni moznych kodénl z 64 na celkem 73. Konkrétné
kombinace kodén/anti-kodén > AXC* /P GYT?, GXT* A AYC? a > AGX* /P XCT? byly dale
testovany ve smyslu vzijemné ortogonality a bylo demonstrovano, ze tyto tfi kodony
s odpovidajicimi ortogonalnimi translacnimi systémy (OTS), neboli tRNA a aminoacyl-tRNA
syntetazovym parem, ktery neinteraguje s ostatnimi tRNA a aminoacyl-tRNA syntetdzami
v buiice, je moZzné vyuZzit pro soucasnou inkorporaci tii nekanonickych aminokyselin do
proteinu in vivo bez vzajemnych interakci mezi sebou zpisobujicich vzijemné zamény
(Fischer, 2020). Vlastnosti OTS jsou blize popsany v kapitole 4.4.3. Jeden z potencidlnich
problémi NaM a TPT3 miZe byt nechténé parovani samo se sebou b&hem replikace
a transkripce, které by zpusobilo nevyhnutelnou ztratu informace a dale jistd destabilizace
helixu DNA obsahujiciho tyto hydrofobni baze, které mezi sebou nemaji vodikové miustky
(Hettinger, 2017). Nicméné, jak bylo jiz vySe uvedeno, informace uchovand v NaM a TPT3 se
v bunikach Escherichie coli drzi s vyuzitim jistych delecnich mutaci a CRISPR/Cas9 systému

po mnoho generaci (Zhang, 2017a; Ledbetter, 2018).

2.2. Amber stop kodon

Amber stop kodon byl prvni kodon vyuzity pro kodovani nekanonické aminokyseliny
in vivo v bakteridlni buiice (Wang, 2001). Tato metoda umoznuje ptesné zaclenéni jedné

nekanonické aminokyseliny do proteinu b&hem proteosyntézy. Nicmén& tRNACYA, ktera amber
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stop kodon dekoduje jako nekanonickou aminokyselinu béhem translace, soutézi
s uvolnovacim faktorem RFI (release factor RF1), jenz vreakci na amber stop kodénu
ukonéuje translaci (Scolnick, 1968). Tato kompetice tRNAYA s RF1 snizuje efektivitu
translace genii obsahujicich amber stop kodon. Jelikoz zvySeni efektivity potlatovani amber
stop kodonu by mohlo vést ke snizeni fitness bakterie, pro zvySeni efektivity translace byl
vytvoten kmen Escherichie coli s vSemi vyskyty amber stop kodonu nahrazenymi ochre stop

kodénem a deleci RF1 z genomu bakterie (Lajoie, 2013).

2.3. Quadrupletové a jiné kodoény

Molekuly tRNA prekladajici quadrupletovy kodon misto standardniho kodonu
tripletového se vyskytuji v pfirod¢ u nékterych kment bakterii jako mechanismus potlacujici
+1 frameshift mutaci na mRNA (Riddle, 1973; Atkins, 1991). Pro zaclenéni aminokyseliny do
proteinu béhem proteosyntézy byla tRNA dekddujici quadrupletovy kodoén vyuzita naptiklad
in vitro v roce 1996 (Hohsaka, 1996). In vivo pak byla tato metoda vyuzita naptiklad v roce
2001, kdy byly zkoumany potencialni quadrupletové kodony. Kodony > AGGA?', SUAGA?,
SCCCU* a “CUAG" byly identifikované jako kodény, které je mozné vyuzit jako volné
kodony pro zaclenéni nekanonickych aminokyselin (Magliery, 2001). Quadrupletovy
anti-kodon molekuly tRNA ma ¢tvrtou bazi na nukleotidu na pozici znacené jako 33,5, jak je
vidét na obrazku 2, coZ zajistuje zachovani tradi¢niho znaceni nukleotidii zbytku molekuly

tRNA.

B4 ¥ 338

33N N 37
BG4y 4 A
34 35
tRNASe(N8)

Obrazek 2 Cislovani bazi akceptorového ramene tRNA dekédujici quadrupletovy kodon. N odpovida
Jakékoliv bazi. Anti-kodon tvori nukleotidy 33,5 az 36, kde baze 33,5 je pridana bdze. Prevzato
z (Magliery, 2001).



Efektivni ptekladani kodont, které rozeznavaji quadrupletové kodony, by potencialné
vedlo k posunu ¢teciho rdmce v mnoha genech a mohlo by siln€ poskodit fitness nositelti
takovych genil. Proto dalsi vyzkum vedl ke zpasobim, jak odstranit letalitu efektivni
implementace této metody. Jedna z téchto metod vyuzila kmen Escherichie coli se vsemi
kopiemi amber stop kodonu nahrazenymi ochre stop kodonem (zminéné v kapitole 2.2)
(Lajoie, 2013) a zkoumala schopnost upravené tRNA piekladat kodony >UAGN* (N = A, U,
C, G) (Wang, 2016). Prace mimo jiné obsahuje piekvapivé vysledky ohledné anti-kodoni.
Viechny tRNA, nehledé na jimi preferen¢né dekddované kodony, mély > UCUA? anti-kodén
(Wang, 2016). Dalsi cestou k oddéleni efektivni translace quadrupletovych kodonii od bézného
chodu bunky je pak vytvofeni ortogonalnich ribosomti a mRNA. Vlozeni ribosomu
nepodilejicich se na spravném chodu buinky v tomto pfipadé umoziuje ribosom mutovat
a zvySovat efektivitu translace quadrupletovych kodént bez toho, aby tyto zmény byly pro
buiitku toxické, ¢i dokonce letalni (Wang, 2007). Timto ptistupem bylo mozné vyuzit az tii
odlisnych gadrupletovych kodént pro zaclenéni rtiznych nekanonickych aminokyselin do

jednoho proteinu (Neumann, 2010; Dunkelmann, 2020).

Jedna ze zajimavych moznosti vyuziti vySe uvedenych pfistupti je také moznost
kontrolovat replikaci virt, ktera byla vyuzita pro upravu viru HIV, ktery se diky mutaci
vkladajici *UAGA?® koddén dekoédovany specialni tRNA nemiize mnozit bez piitomnosti
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mutacim nez ptivodné vyuZivany tripletovy amber stop kodon (Chen, 2018).

2.4. Prirozené aminokyseliny

Struktura proteinu se déli na primérni strukturu, sekundérni strukturu, terciarni strukturu
a kvartérni strukturu. Primarni struktura je tvofena pofadim aminokyselin kondenzovanych do
fetézce, ktery se postupnym prodluzovanim meéni z peptidu na polypeptid a nakonec na protein.
Aminokyseliny jsou molekuly nesouci aminoskupinu a karboxylovou skupinu zaroven. o-
aminokyseliny tvofici proteiny maji zakladni strukturu aminokyseliny, o uhliku a karboxylové
skupiny s postrannim uhlikatym fetézcem navazanym na a uhliku. Pfi syntéze nového proteinu
se vznikajici fetézec prodluzuje kondenzaci spojujici karboxylovou skupinu stavajiciho fetézce
a aminoskupiny noveé piipojované aminokyseliny. Dvacet o-aminokyselin je zakladnimi
stavebnimi kameny proteint v zivych systémech. Kromé téchto dvaceti se v burikdch mohou
vyskytnout jesté dalsi tfi. N-formylmethionin je vyuZzivan v bakteriich pfi iniciaci translace
(Noll, 1972), dale se mizeme setkat se selenocysteinem, ktery je vyuzivan pro sviij redoxni
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potencial v antioxidac¢nich reakcich (Byun, 2011; Tinggi, 2008). V metanogennich bakteriich
a archae se pak vyskytuje pyrolysin (Srinivasan, 2002).

Proteinogenni aminokyseliny jsou ¢lenény podle vlastnosti jejich postranni skupiny.
Podle naboje rozezndvame aminokyseliny neutralni a nabité, kyselé a zésadité. Podle polarity
postranniho fetézce je pak délime na polarni a nepolarni. Déle jsou nékteré aminokyseliny
aromatické. Mezi nenabité s nepolarnim fetézcem se fadi alanin (Ala), valin (Val), leucin (Leu),
izoleucin (Ile), prolin (Pro), phenylalanin, tryptofan (Trp) a methionin (Met). Nenabité
aminokyseliny s poldrnim fetézcem jsou glycin (Gly), serin (Ser), threonin (Thr), tyrosin (Tyr),
asparagin (Asn), glutamin (Gln), cystein (Cys) a selenocystein. Kyselé aminokyseliny jsou
kyselina asparagova (Asp) a kyselina glutamova (Glu), zasadité aminokyseliny jsou arginin
(Arg), lysin (Lys) a histidin (His). Aromatické jadro maji phenylalanin, Trp, Tyr a His.
Struktury aminokyseliny jsou zobrazeny na obrazcich 3 (N-formylmethionin a pyrolysin) a 4

(dvacet zdkladnich aminokyselin a selenocystein).

Obrazek 3: Zleva do prava struktura N-formylmethioninu a pyrolysinu. Obrazky prevzaty
z https://commons.wikimedia.org/wiki/File: (S)-N-Formylmethionine V.1.svg,
https://cs.m.wikipedia.org/wiki/Soubor: Pyrrolysine.svg.
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Obrazek 4: Struktura dvaceti zakladnich proteogennich aminokyselin a selenocysteinu. Prevzato
z http.//www.studiumbiochemie.cz/prirodni_latky bilkoviny.html.

2.5. Nekanonické aminokyseliny a jejich vyuziti

S cilem rozsifeni chemismu proteinti bylo vyvinuto mnoho nekanonickych aminokyselin
s AARS umoznujicimi jejich zaclenéni. Byly vyuzity naptiklad pfi konstrukci novych enzymi
(Drienovska, 2015), cileni 1é¢iv ¢i samotnych 1é¢ivych ucinki (Costa, 2018) a znaceni proteinil

pro vyzkum (Wang, 2006).

Jeden zpiikladi nekanonickych aminokyselin je napiiklad fluorescencni
L-(7-hydroxycourmarin-4-yl) ethylglycin, a-aminokyselina nesouci na svém uhlikatém zbytku
aromatické jadro absorbujici ve vilnové délce zhruba 340 nm s fluoreskujicim maximem ve
vlnové délce 440 nm. Mezi dalsi uZitecné vlastnosti této aminokyseliny patii takeé jeji citlivost
na zmény pH. Tato aminokyselina byla Uspé$né zaclenéna pomoci umlCovani amber
stop kodonu do struktury myoglobinu bez pozorovatelného naruseni stability myoglobinu

a zaroven bylo mozné podle sily fluorescence sledovat naruSeni sbaleni proteinu pii zvySovani
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koncentrace uredzy v roztoku, demonstrujici uzitecnost této nekanonické aminokyseliny pro

studium struktury proteint (Wang, 2006).

Nekteré nekanonické aminokyseliny mohou byt pouzity pro chelataci ionti kovi.
Aminokyselina (2,2¢-bipyridin-5-yl)alanin (BpyAla) vézici pfechodné ionty kovil, jako
napiiklad Fe?"3*, Cu?*, Co*"*" a Ru***, byla za pomoci aminoacyl-tRNA syntetazy pivodné

z Methanococcus jannaschii s tRNACYA

vnesena do proteinu pomoci potlaceni amber
stop kodonu (Xie, 2007). Upravena AARS byla ziskana dvéma koly selekci. Dvé kola selekce
byla nutna, jelikoZ prvni randomizované knihovny negenerovaly zddné AARS schopné navazat
BpyAla. Pro prvni kolo selekci byl tedy zvolen analog BpyAla, biphenylalanin, a AARS
rozeznavajici biphenylalanin pak byla pouzita pro vytvoreni nové randomizované knihovny
AARS, ze které byly nasledné selektovany varianty AARS rozeznavajici BpyAla. U lysozymu
kédovaného bakteriofagem T4 s mutaci i A*?BpyAla byla poté ovéfena schopnost vazat ionty
Cu** pochézejici z CuClz piitomného v médiu. Zatimco v piipadé mutanta A**BpyAla byla pfi
hmotnostni spektroskopii identifikovana dvé hmotnostni maxima, tedy proteiny s navazanym
iontem médi a bez tohoto iontu, v kontrolnim vzorku s mutaci A%?Y bylo identifikovano pouze
jedno hmotnostni maximum, indikujici, Ze kontrolni vzorek nevazal ionty v médiu (Xie, 2007).
Aminokyselina BpyAla byla poté pozdéji vyuzita i pfi vyvoji nového metaloenzymu, konkrétné
upraven¢ho transkripéniho faktoru bakterie Lactococcus lactis, dimeru, na jehoz dimerovém
rozhrani bylo vytvofeno aktivni misto snavdzanymi komplexy vazajicimi ionty médi
(Drienovska, 2015). Inkorporace BpyAla umozZnila v tomto ptipad€ preskoc€it n€kolik kroki
post-transla¢nich uprav, konkrétné konjugaci komplexti schopnych vazat kovové ionty na
cysteinové zbytky, nutnych pro kompletni syntézu nového metaloenzymu. Po ovétfeni tispésné
piipravy vyse uvedeného enzymu byla analyzovana jeho katalyticka funkce, kdy za pfitomnosti
iontu médi novy metaloenzym katalyzoval Friedel-Craftsovu reakci, tedy navazani substituentu
na aromatické jadro, 5-methoxy-1H-indolu s 1-(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)but-2-en-1-onem.
produkt, mezi 18 az 36 %. Nicméné zaroveil byla zaznamenana chirdlni selektivita vedouci
k vétsimu enantiomernimu piebytku produktu mezi 22 az 49 %. Nejlepsi dosazeny vysledek
byla 94% konverze 2-methyl indolu s 1-(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)but-2-en-1-onem na
slouceny opticky aktivni produkt s 83% enantiomernim piebytkem. Zajimavé také je, Ze
i pouha zména umisténi BpyAla mutaci aminokyseliny M®X nebo N'*X misto F**X v proteinu

umoziiuje kontrolovat stereochemické vlastnosti aktivniho mista, kdy mutace M®X a N'9X
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tvortily predev§im (+) variantu enantiomeru, zatimco mutace F**X katalyzovala vice vznik (-)

varianty (Drienovska, 2015).

Nekanonickd aminokyselina p-azido-L-phenylalanin po zacllenéni do monomeru
gluathionin-S-transferdzy, dimeru sklddajicitho se ze dvou identickych podjednotek (Chin,
2002) podle (Maru, 1996; McTigue, 1995) umoznuje po aktivaci UV zafenim kovalentné
propojit interagujici podjednotky. Pfi ovéfovani funk¢nosti této aminokyseliny bylo kovalentné
propojeno v reakci na UV zéfeni 10-30 % glutathionin-S-transferdzy v roztoku, zatimco
v kontrolnim vzorku nativnich proteinii neobsahujicich p-azido-L-phenylalanin nebyla

pozorovana zadna kovalentni interakce (Chin, 2002).

Dalsim ptikladem vyuziti nekanonickych aminokyselin je pfi studiu struktury proteinu
rentgenovymi paprsky zaclenéni tézkého atomu, napiiklad atomu jodu, do proteinu za ticelem
rozptyleni zatfeni, coz predstavuje feseni fazového problému. Oproti jinym metoddm umoznuji
nekanonické aminokyseliny vnést atom jodu do proteinu na specifickou pozici a v presné
definovaném mnozstvi. Pfi studiu struktury lysozymu bakteriofdga T4 rentgenovymi paprsky
rozptyloval jod v zac¢lenéné aminokyselin€ p-iodo-L-phenylalaninu (iodoPhe) namisto cysteinu
¢1 methioninu rentgenové paprsky 1épe a poskytl tak kvalitn¢jsi data (Xie, 2004). Zaroven diky
faktu, ze nekanonické aminokyseliny je mozné do proteint zaclenit na vice pozic, by neméla
byt velikost proteinli limitujicim faktorem. Dale je dileZité, Ze pii zaflenéni iodoPhe do

hydrofobického jadra proteinu nebylo zaznamenéno z4dné naruseni struktury (Xie, 2004).

Pti vyvoji l1éCiv byl p-acetylphenylalanin vyuZit pro navazani polyethylen glykolu (PEG)
(Cho, 2011) a p-azido-L-phenylalanin byl vyuzit pro konjugaci s lidskym albuminem (Lim,
2015) pro maskovani proteinovych 1é€iv a tim prodlouzeni jejich poloCasu rozpadu bez snizeni
jejich bioaktivity.

Velka flexibilita bioortogonalnich reakénich skupin nékterych nekanonickych
aminokyselin byla vyuzita pfi konstrukci polypeptida, které tvoifi nanometrové proteinové
micely slozené z opakujici se sekvence péti aminokyselin, jez byly vyvinuty pro ochranu Ié¢iv
s nizkou molekuldrni hmotnosti. V t€chto peptidech p-acetlyphenylalanin nahradil funkci
chemicky aktivniho lysinového, pfipadné cysteinového zbytku, které ovSem mohly reagovat
zérovenl 1 s doménami proteinti vyuzivanych pro cileni 1écCivé latky. Ketonova skupina
p-acetylphenylalaninu byla vyuzita pro kovalentni navazéni ucinné latky doxorubicinu do

proteinové micely bez hrozby navazani se na chemicky aktivni aminokyseliny proteinovych
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domén pouzivanych pro cileni 1éCiv (Costa, 2018). Dalsi vyhodou vyuziti p-
acetylphenylalaninu je navdzani doxorubicunu pfes oximovou vazbu, kterd se rozpada
v kyselém prostiedi, coz umoznuje uvolnéni doxorubicinu v kyselém prostiedi lysosomut

(Costa, 2018).

3. Prabéh proteosyntézy

Proteosyntézu, tedy proces, pii kterém se fetézi aminokyseliny do proteind, je mozné
nejprve navazany na tRNA. Tento proces se nazyva aminoacylace, ptipadné ,,nabijeni* tRNA,
nebot’ je na tRNA navazana aminokyselina vysoko-energickou vazbou, jejiZ energie je potom

vyuZita v proteosyntéze béhem elongace (Ibba, 2000).

3.1. Aminoacylace

V tomto kroku proteosyntézy probiha parovani aminokyseliny sji odpovidajicim
anti-kodonem. Pro piesnost translace je aminoacylace stejn¢ dilezitd, jako parovani bazi
v ribosomu (Lee, 2006; Nangle, 2002). Aminoacylace se ucastni tRNA, pfislusna
aminokyselina a aminoacyl-tRNA syntetdza, kterd maji za kol prvni dva aktéry spravné
sparovat. AARS rozpozna odpovidajici aminokyselinu, valenéné na ni navaze adenosin
monofosfat (ddle AMP) pomoci energie ziskané odStépenim pyrofosfatu (PPi) z donorové
molekuly adenosin trifosfatu (dale ATP), a poté rozpozna odpovidajici tRNA a presune vazbu
na akceptor stem molekuly (Ibba, 2000; Perona, 2002). Aminoacetylace se sklada ze dvou

reakci a probihd podle niZe uvedenych vztahd.
Aminokyselina + ATP — Aminoacyl-AMP + PPi
Aminoacyl-AMP + tRNA — Aminoacyl-tRNA + AMP

AARS nejprve v buiice vyhleda molekulu ATP, a na ni poté navaze odpovidajici
aminokyselinu. Béhem prvni reakce se uvolituje pyrofosfat. Vznikly adenylat-aminokyselinovy
komplex je poté s pomoci tRNA syntetdzy ptesunut k pozadované tRNA a aminokyselina je
ptenesena z AMP na akceptorovy helix molekuly tRNA. Finalni pozice aminokyseliny na
tRNA je na 3°-OH skupiné posledniho nukleotidu molekuly tRNA na 3° konci (Ibba, 2000;
Banik, 2012).
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Jelikoz aminokyseliny vstupuji do proteosyntézy navdzané na tRNA, kam byly
pfipojeny aminoacyl-tRNA syntetadzami, a v dalSich krocich uz je kontrolovan pouze spravny
anti-kodon tRNA, je mozné nabit tRNA modifikovanou AARS a aminoacylovanou tRNA poté
pouzit pro syntézu proteinti obsahujicich nekanonické AK s vyuzitim proteosyntetického

aparatu bunky.
3.1.1. Opravy chyb pFi aminoacylaci

Vzhledem k faktu, ze kterdkoliv chyba, ktera se v tomto procesu vyskytne, se nasledné
uz bez kontroly objevi v syntetizovanych proteinech (Lee, 2006) (Bacher, 2007), mnoho
aminoacyl-tRNA syntetdz ma i editacni aktivitu, do jisté miry analogickou DNA polymerazové
kontrole replikace (Francklyn, 2008). V ptfipadé, Ze opravnou aktivitu enzym nema,
kompenzuje silnéjsi selekci, aby udrzel chybovost na pro bunku ptijatelné urovni, podobné jako
u AARS, které kontrolni mechanismus maji, tedy fadové pii jedné ze sta tisic aminoacylaci

(Ling, 2009).

4. Klicovi U€astnici proteosyntézy

4.1. Ribozomy

Ribozomy katalyzuji v bunice spojovani aminokyselin do proteina (Hiller, 2011). Jsou
sloZené z ribonukleové kyseliny a proteind. Pfi syntéze proteinli jim mRNA slouZzi jako templat
pro vznikajici protein a tRNA zprostiedkovava piisun stavebniho materidlu (aminokyselin)

a dekdduje informaci nesenou mRNA.

4.2. tRNA/aminoacyl-tRNA syntetazové pary

Kazda tRNA ma svou pfisluSnou aminoacyl-tRNA syntetazu, ktera je zodpoveédna za jeji
aktivaci aminokyselinou, aby se mohla castnit elonga¢ni faze proteosyntézy. Nize jsou oba

¢lenovée téchto parti blize rozebrani 1 vzhledem k jejich vzajemné interakci.

4.3. tRNA

Transferové RNA jsou molekuly wvnésejici aminokyseliny do ribosomu bé&hem
proteosyntézy. Molekuly tRNA maji ve své sekvenci anti-kodony odpovidajici kodoniim na
mRNA. V ribozomu prostifednictvim parovani s mRNA urcuji pofadi aminokyselin tak, jak je

v mRNA zakodovano. Molekula tRNA je jednovldknovd RNA. Toto vlakno na nékolika
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mistech paruje samo se sebou, ¢imz vytvaii smycky. Strukturu RNA Ize hierarchicky popsat
jako primdrni, sekundarni a terciarni. Primarni strukturou se rozumi potadi ribonukleotidi
v fetézci. Sekundarni struktura je definovana predev§im parovanim bazi. Terciarni strukturu
potom tvofi uspotradani v prostoru, stabilizované interakcemi ribozo-fosfatové kostry a dalsimi

faktory.

Pro primarni strukturu tRNA je charakteristickd délka tfetézce 70 az 96 nukleotidi
(Zamudio, 2018; Giegé, 1993). Typické ctyti ribonukleotidy dopliuji baze neobvyklé, jako
napiiklad inosin a dihydrouridin, které maji specifické vlastnosti, uplatiiujici se naptiklad
pfi parovani s kodonem, kdy umoziuji jedné molekule tRNA rozeznat vice kodont urcujicich
odpovidajici aminokyselinu. Inosin hraje vyznamnou roli v parovani bazi v anti-kodonu.
Dihydrouridin je pyrimidinovy nukleosid odvozeny z uracilu, ktery lokdln¢ destabilizuje
strukturu fetézce a tim umoziuje snazsi formovani smycek, ¢i podporuje pohyblivost fetézce
RNA, napftiklad pii nizSich teplotdch (Dalluge, 1996). Sekundarni struktura tRNA tvarem
pfipomind jetelovy list. Sestava z isektl, kde se baze vzajemné paruji, a z useki, které tvori
volné smycky. Obvykle jde o ¢tyfi hlavni ramena ¢i smycky a jednu drobnou variabilni smycku
(Giegé, 1993). Nejblize 5° konci tRNA se nachézi tzv. D smycka, jejiz nazev je odvozen od
dvou dihydrouridinti, které se v ni nachdzi (McCloskey, 1977). Nasleduje anti-kodénové
rameno s anti-kodonovou smyckou a samotnym anti-kodonem, antiparalelni sekvenci ke
kodonu na mRNA. Anti-kodon miiZze obsahovat inosin na posledni pozici, ¢asto oznaCované
pro svou schopnost rozeznat vice bazi jako tzv. wobble pozice. Inosin rozpoznava a paruje se
s cytosinem, adeninem a uracilem (McCloskey, 1977). Dilezita pro identifikaci tRNA béhem
aminoacylace je variabilni smycka, ve struktufe nasleduje za T smyCkou ve sméru k 5.
Variabilni smyc¢ka je specificka pro tRNA a jeji délka ma rozsah od nékolika malo do vice nez
deseti nukletidi. Tato smycka je také zodpoveédna za vétSinu rozdilit v délce fetézce tRNA
(Zamudio, 2018; Giegé, 1993). T smycka, kterou struktura pokracuje, obsahuje ribothymidin
a pseudouridin (McCloskey, 1977). Vyznamnou roli pfi kontaktu tRNA s aminoacyl-tRNA
syntetazami hraje akceptorové rameno. (Giege, 1998; Zamudio, 2018). Na 3° konci tohoto
ramene je usek tfi nukleotidi CCA. Na -OH skupinu posledniho nukleotidu je béhem
aminoacylace navazana aminokyselina (Ibba, 2000; Perona, 2002). Struktura je zobrazena na

Obrazku 5.

Vyse popisovand sekundarni struktura je v prostoru slozena do trojrozmérného tvaru.

V trojrozmérném prostoru je mozné popsat tvar molekuly jeji terciarni strukturou, jez nabyva
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podoby velkého tiskaciho pismene L. Na jednom konci obsahuje akceptorové rameno a na

druhém konci pismene L anti-kodoénovou smycku (Ahn, 2003).
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Obrazek 5: Sekundarni (nalevo) a terciarni (vpravo) struktura tRNA. Na obrazku sekundadrni struktury
je od 5’ konce je zobrazena D smycka s dvema dihydrouridiny (D), anti-kodonova smycka s inosinem
(1), variabilni smycka, a T smycka s ribothymidinem (T) a pseudouridinem (V). Na 3 konci je pak CCA
usek, na ktery se vaze aminokyselina. Na obrazku terciarni struktury je videt sloZeni struktury do tvaru
pismene L, a kde se vtéto strukture nachazi jednotlivé smycky a 3° konec s akceptorovym
ramenem Obrazek sekundarni struktury prevzat z The Online Macromolecular Museum:
https://earth.callutheran.edu/Academic Programs/Departments/BioDev/omm/jsmolnew/trna/trna. html
Obrdazek terciarni struktury prevzat z (Ouellette, 2018).

4.4. Aminoacyl-tRNA syntetazy

Aminoacyl-tRNA syntetazy jsou enzymy, které jsou, spolu stRNA, clankem
propojujicim RNA a proteiny v toku informaci od DNA k funkénim proteinim. Toho je
dosazeno velkou specificitou AARS ke konkrétni aminokyseliné a k jeji pfislusné tRNA.
Aminoacylace je proces sloZzeny ze dvou kroki. Nejdiive je aminokyselina navdzana namisto
pyrofosfatu na adenosin monofosfat, a nasledn¢ je pfenesena na vlastni tRNA. Tento proces
nebo-li aminoacylace tRNA, je bliZze popsan v kapitole 3.1. Podle struktury se AARS se déli do
dvou tiid. PfestoZe se funkce a vysledek syntetdz obou tfid nelisi, mechanismy jejich fungovani
jsou zfetelng odlisné (Cusack, 1990). Enzymy Ttidy I funguji jako monomery, zatimco enzymy

Ttidy II tvoii prevazné dimery a tetramery (Burbaum, 1991). Dal§im rozdilem je skute¢nost, ze

Ttida I vaze aminokyselinu na 2°-OH skupinu termindlniho adenosinu cilové tRNA, zatimco

15



Ttida I na 3°-OH skupinu konecného adenosinu cilové tRNA. Nakonec se vSak i aminokyselina
navazana pomoci enzymu Ttidy I transesterifikaci pfesune na 3°-OH pozici. Vyjimku z tohoto
pravidla tvofi PheRS pattici do Ttidy II, ktera také navazuje aminokyselinu nejdiive na 3°-OH

skupinu tRNA (Rubio Gomez, 2020).
4.4.1. Trida | aminoacyl tRNA syntetaz

Katalytickd doména AARS Ttidy I obsahuje tzv. Rossmaniiv fold, motiv vazajici
nukleové kyseliny, slozeny ze stfidajicich se a-helixi a B-skladanych listt (Burbaum, 1991).
K rozpoznavani ptislusSnych aminokyselin jim slouzi vazebné misto majici charakter kapsy, do
které se ulozi pouze aminokyselina pfislusnych vlastnosti. Konkrétni pouZité strategie jsou,
podle aminokyseliny, naptiklad selekce podle velikosti, ndboje, ¢i vyuziti iontii kovu, které se
vazi na specifické chemické skupiny aminokyselin AARS (Rubio Gomez, 2020). Pfi kontaktu
AARS Tiidy I s tRNA interaguje v diisledku maximalizace plochy dotyku s enzymem az pétina
povrchu molekuly tRNA. Béhem kontaktu AARS s tRNA dochdzi ke zménam v konformacich
obou molekul a k navazani AARS na tRNA. Pii navazdni tRNA méni protein konformaci
a AARS rozpoznava maly zlabek akceptorového helixu tRNA. V kontaktu s rozpoustédlem je,
v disledku rozpoznavani ze strany malého zlabku, které provadi a-helix, variabilni smycka

{RNA (Ruff, 1991).

Enzymy Ttidy I (naptiklad MetRS, TyrRS, GInRS, kde ndzev aminoacyl-tRNA syntetaz
je tvoren podle klic¢e XxxRS, kde Xxx je zkratka aminokyseliny, kterou AARS rozpoznava)
funguji nejcastéji jako monomery, vyjimecné pak jako dimery. Diky svému aktivnimu mistu,
které ma tvar oteviené kapsy, nejcastéji aktivuji objemngjsi aminokyseliny (Rajendran, 2018).
Déli se na né€kolik dalSich tfid, rlizni autofi uvadi ¢lenéni bud'to na tfi nebo pé&t podskupin
(Rubio Gomez, 2020), pfiCemz clenéni sleduje spole¢né vlastnosti aminokyselin
rozeznavanych AARS. AARS Podtfidy la rozeznava alifatické aminokyseliny Leu, Ile, Val
a aminokyseliny obsahujici atom siry Met a Cys. AARS Podttidy Ib jsou v této tfide
zodpovédné za aktivovani polarnich aminokyselin Lys, Glu a GIn. Na AARS z Podtfidy Ic
pfipadaji aromatické aminokyseliny Tyr a Trp. Pfi rozdéleni na pét podskupin je mozné také
sledovat chemickou podobnost substratovych aminokyselin v ramci jednotlivych podttid:
Podtiida Ia obsahuje hydrofobni aminokyseliny a alifatickymi skupinami; AARS z Podtiidy Ib
aktivuje aminokyseliny, které jsou nabité, AARS z Podtfidy Ic aktivuji aminokyseliny
s aromatickymi zbytky, AARS Podtfidy Id obsahuje pouze jeden enzym aktivujici Arg, ktery

je strukturné odlisny od enzymil z ostatnich skupin. Do Podtiidy Ie se zatfazuje jeden ze dvou
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enzymu aktivujici lysin ze Ttidy I pro své unikéatni strukturni prvky, které jej odlisuji od enzymii
Podtiidy Ib, kam by jinak spadal (Rajendran, 2018). Uplné ¢lenéni AARS podle varianty s péti

podtiidami je uvedené v Tabulce 1.

4.4.2. Trida Il aminoacyl tRNA syntetaz

Vsechny enzymy ze Tiidy II maji spolecné tii motivy, Motiv 1-3 opakujici se ve vsech
monomerech a jejich aktivni misto je tvofené antiparalelnimi B-skladanymi listy obalenymi a-
helixy (Cusack, 1990). Motiv 1 je pfedstavovan dlouhym a-helixem napojenym na ¢ast -
skladaného listu, diky které dochazi k dimerizaci proteinu. Motiv 2 je tvofen dvéma
antiparalelnimi vldkny z B-sklddaného listu spojenymi vlasenkou, tedy voln¢ vlajicim dlouhym
vlaknem. Motiv 3 tvofi B-vldkno a za nim jdouci a-helix (Delarue, 1993). Rozpoznavani tRNA
probihd u Ttidy II pres velky zlabek. Stejné jako u Ttidy I, i zde se konkrétnéjsi podoba strategie

pro rozpoznani aminokyseliny 1isi podle samotné aminokyseliny (Rubio Gomez, 2020).

Enzymy Tridy II tvofi pievazné dimery a tetramery. Podttidy Ttidy II jsou opét utvoieny
podle vlastnosti aminokyselin jimi aktivovanych, podobné jak bylo zminéno vyse. Podle
piitomnosti C-terminalni domény AARS ucastnici se identifikace anti-kodoénové klicky tRNA
muizeme mezi enzymy Ttidy II specifikovat AARS Podtfid Ila, IIb a Ilc. Na rozdil od enzymu
pattici do Ttidy I nejsou jejich sekvence tak ptisné konzervované (Rubio Gomez, 2020).
Podtiida Ila je sloZzena z enzymu aktivujicich glycin (Gly), histidin (His), prolin (Pro), serin
(Ser) a threonin (Thr). AARS z Podttidy IIb aktivuji lysin (Lys), kyselinu aspargovou (Asp)
a asparagin (Asn), tedy polarni AK (Rubio Gomez, 2020). Podtiida Ilc sestava z enzymi
rozpoznavajicich Ala, Phe, Gly a Pyl. U Ttidy II je jednim z rozdilti mezi podskupinami i to,
7ze AARS z Podttid I1a a IIb funguji pfevazn¢ jako dimery, zatimco enzymy z Podttidy Ilc jsou
hlavné tetramery (Rajendran, 2018).
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Ttida |Podtrida AARS Organismus PDB ID
Isoleucyl tRNA synthetdaza Thermus thermophilus 1ILE
Methionyl tRNA syntetaza Thermus thermophilus 1A8H
@ Leucyl tRNA syntetdza Thermus thermophilus 1H3N
Valyl tRNA syntetdza Thermus thermophilus 1GAX
Cysteinyl tRNA syntetdza Escherichia coli 1LI5
I b Glutaminyl tRNA syntetaza Saccharomyces cerevisiae 4H3S
Glutamyl tRNA syntetaza Thermus thermophilus 1J09
c Tyrosyl tRNA syntetdza Thermus thermophilus 1H3F
Tryptophanyl tRNA syntetdza Homo sapiens 2AKE
d Arginyl tRNA syntetdaza Thermus thermophilus 11Q0
e Lysyl tRNA syntetdza Pyrococcus horikoshii 1IRX
Glycyl tRNA syntetaza Thermus thermophilus 1ATI
Histidyl tRNA syntetaza Escherichia coli 1HTT
a Prolyl tRNA syntetdza Plasmodium falciparum 4TWA
Serinyl tRNA syntetdza Methanosarcina barkeri 2CJB
Threonyl tRNA syntetdza Escherichia coli 1QF6
" Asparaginyl tRNA syntetdza Brugia malayi 2XGT
b Aspartyl tRNA syntetaza Saccharomyces cerevisiae 1ASY
Lysyl tRNA syntetaza Homo sapiens 4YCU
Alanyl tRNA syntetdza Archaeoglobus fulgidus 3waQy
c Glycyl tRNA syntetdza Homo sapiens 2775
Phenylalanyl tRNA syntetaza Thermus thermophilus 1B70
Pyrolysyl tRNA syntetdza Methanosarcina mazei 2Q7H

Tabulka 1 Rozdeleni AARS do trid podle struktury a interakce s ATP. Prevzato z (Rajendran, 2018)

4.4.3. Ortogonalita aminoacyl-tRNA syntetaz v bunce

Jedna z nezbytnych podminek, které¢ musi splitovat dvojice tRNA/aminoacyl-tRNA
syntetaza pouzitd k rozSifeni genetického kodu, je unikatnost, tj. aby pouzitd AARS
rozeznavala pouze konkrétni tRNA, kterd neni rozeznavana zadnou jinou AARS pfitomnou
v cilovém organismu. Této vlastnosti se fika ortogonalita a o tRNA/AARS parech se tika, ze
jsou vdaném organismu ortogonalni (Melnikov, 2019). Tyto tRNA/AARS pary jsou

oznacovany jako ortogonalni translacni systémy (OTS).

AARS rozeznavaji aminokyseliny a tRNA. Interakce s aminokyselinami bude
rozebrana podrobnéji nize v kapitole 4.4.4. Molekulu tRNA rozezndvaji AARS pomoci
takzvané ,,identity,” kterd je tvotfena drobnymi useky struktury tRNA, zajist'ujicimi pfesnou
identifikaci. Tento systém znaki je také pojmenovavan jako operativni kod a vyskytuje se po
celé struktufe tRNA. Spravné molekuly tRNA jsou AARS identifikované pomoci
stereochemickych znakt (Giege, 1998; Zamudio, 2018). Tyto znaky mohou pulsobit jako
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identifikacni signal pro enzym aktivujici danou tRNA (identity element), tak 1 pro zabranéni
aktivace Spatnou aminokyselinou (anti-identity element) (Melnikov, 2019). Tuto podminku
Casto splnuji enzymy a tRNA z organismu spadajicich do jiné domény stromu zivota. Napiiklad

pro bakterii je vhodné hledat OTS ve skupiné archea (Vargas-Rodriguez, 2018).
4-4.4. Specifita syntetaz k nekanonickym aminokyselinam

Aby rozpoznaly spravnou aminokyselinu, a tim dosahly své specifity, vyuzivaji AARS
mnoha riznych mechanismt. Dulezité jsou pii tom zejména nekovalentni interakce mezi
AARS aaminokyselinou a struktura vazebného mista AARS (Rubio Gomez, 2020).
Nekovalentni interakce podléhaji pfisnym sterickym podminkdm a jsou vratné. Jejich energie
se pohybuje v rozmezi od 10 do 80 kJ*mol!. Od nejsilngjsich po nejslabsi se jedna o vodikové
mustky, m-patrové interakce, solné mustky a hydrofobni interakce. V ptipadé¢ aminokyselin,
jejichz vedlejsi fetézce jsou velmi strukturné podobné (napt. valin, leucin, isoleucin) a slabé
nekovalentni interakce nemohou vylou¢it zdménu a nespravnou aminoacylaci, vyuzivaji

enzymy mechanismy dodate¢né editace a sterické piisobeni.

AARS z vhodné zvoleného ortogonalniho paru tRNA/AARS miiZeme upravit pro
specifitu k aminokyselinam, které mohou naptiklad rozsifit chemické vlastnosti vznikajiciho
proteinu. K tomuto ucelu upravené enzymy uz byly pfipraveny pro vice nez 150 riiznych
nekanonickych aminokyselin (Tharp, 2020). Jedny z nejvice pouZzivanych para pro aktivaci
tRNA  nekanonickymi  aminokyselinami  jsou  (tyr)tRNA/TyrRS  z organismu
Methanocaldococcus jannaschii a (pyl)tRNA/PyIRS z Methanosarciny. TyrRS je ortogonalni
v bakteriich a je hojné pouzivan v E. coli, ale neni vhodny pro pouziti v eukaryotickych
organismech kvuli podobnym identity elementim s eukaryotni (tyr)tRNA. Pro pouziti
v eukaryotech byla naptiklad ptfipravena TyrRS z E. coli. Pro vyvoj aminoacyl-tRNA syntetaz
specifickych ke konkrétni nekanonické aminokyselin€ je dnes k dispozici celd fada metod. Tyto
metody bohuzel vétSinou vedou k velké redukci aktivity AARS a pomalejsi aktivaci
odpovidajicich aminokyselin, a tedy i niz$i rychlosti syntézy proteint, obsahujicich dané

aminokyseliny.

Jedna zmoZnosti upravy specifity AARS ke konkrétnim nekanonickym
aminokyselindm, je tzv. dvoukolovou selekci (Xie, 2005). Pfi tomto pfistupu je nejprve
konstruovana knihovna genu kédujiciho AARS s nahodnymi mutacemi v misté kapsy vazajici

aminokyselinu. Tato knihovna je poté podrobena stfidaveé pozitivni a negativni selekci, tak aby

19



byla zajisténa specifita k nekanonické aminokyseling, a zdroven byly vytazeny varianty AARS
schopné vazat aminokyseliny nespecifické. Behem kol pozitivni selekce jsou buniky péstovany
v pfitomnosti nekanonické aminokyseliny a chloramphenicolu, vic¢i kterému jsou bunky
rezistentni, pokud jsou schopné translatovat chloramphenicol acetyl transferdzu (CAT). Pro test
schopnosti AARS nabijet tRNA aminokyselinou je do genu pro CAT vnesen amber stop kodon,
buiika tedy musi byt schopna potlacit tuto mutaci pomoci tRNACYA, Negativni selekce je pak
nutna pro ty AARS, které sice tRNACUA nabily, ale nabily je nespravnou aminokyselinou.
Negativni selekce je provadéna pomoci mutovaného genu kodujiciho barnazu. Uspésna
translace barndzy je pro buiiku toxickd az letalni. Negativni selekce probihd v médiu bez
pritomnosti cilové nekanonické aminokyseliny. Pokud je béhem translace genu barnazy

ACYA aminokyselinou pfitomnou

potlaceny amber stop kodén, protoze AARS nabila tRN
v buiice, je kmen nesouci tuto AARS vyfazen z dal$i selekce. Opakovani pozitivnich
a negativnich kol selekce vede k vybéru AARS, které jsou specifické k Zadané nekanonické
aminokyselin€ a nerozeznavaji substraty nachazejici se v bunce (Xie, 2005). Tento proces je

ilustrovan v obrazku 6.

next round of positive selection

w
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Kn +Cm f ch
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Obrdzek 6: schéma dvoukrokové selekce AARS pomoci pozitivni a negativni selekce s vyuZitim
mutovanych genii pro CAT a barndzy. Uspésny proces aminoacylace tRNA je kontrolovand translact
CAT, zatimco nezadouci aminoacylace jinou, nez cilovou nekanonickou aminokyselinou je kontrolovana
genem pro barndzu s viozenym amber stop kodonem. Prevzato z (Xie, 2005).

Jedna z dalSich metod, jak zvysit efektivitu upravenych AARS je PACE (z anglického
Phage Assisted Continuos Evolution (Bryson, 2017).
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5. Zaver

Pro uspésnou syntézu proteinit s nekanonickymi aminokyselinami je nutné vyfesit
nekolik problémi. Kodovani nekanonickych aminokyselin v genetickém kodu, pripravu AARS
specifickych k patficnym aminokyselindm a pfipravu samotnych nekanonickych aminokyselin.
Zaroven je zadouci optimalizovat feSeni téchto problémi tak, aby byla proteosyntéza
s nekaninockymi aminokyselinami co nejefektivnéjsi a kvalitativné co nejblize kanonickeé

translaci.

Prace pfiblizila n¢kolik metod piipravy novych kodoni pro kodovani nekanonickych
aminokyselin z publikované literatury. Pfedev§im metodu rozsifeni genetické abecedy
o hydrofobni nukleotidy NaM a TPT3, metodu umlcovani amber stop kodénu a s ni souvisejici
modifikované organismy s amber stop kodénem nahrazenym v genomu ochre stop kodénem,
coz umoznuje vyrazn¢ zefektivnit dekddovani amber stop kodoénu jako nekanonické
aminokyseliny, a metodu vyuziti quadrupletovych kodona poskytujicich vice volnych kodont
pro kédovani aminokyselin. V préaci je také zpracovdna metoda vyvinutého ortogonéalniho
ribosomu a ortogonalni mRNA, kterd umoziuje optimalizovat tento ortogonalni ribosom pro
syntézu proteinti obsahujicich nekanonické aminokyseliny bez naruseni chodu hostitelské
buniky. Pro ptipravu AARS specifickych k novym nekanonickym aminokyselindm byl
pfedstaven obecné aplikovatelny postup dvoukolové selekce publikovany v literatute. Prace
ukazuje nékteré piiklady uspéSného vyuziti nekanonickych aminokyselin v proteinech.
Zminuje vyuZziti v 1é¢ivech pro prodlouZeni Zivotnosti proteinovych 1é¢iv, vyuZiti oximové
vazby pro navazani u¢inné latky do polypeptidové micely a jeji cilené uvolnéni v kyselém
prostiedi. Ukazuje, jakou roli mohou nekanonické aminokyseliny hrat pfi vyvoji novych
metaloproteinl. Déale pak popisuje demonstraci aplikace fluorescencné aktivni nekanonické
aminokyseliny jako prosttedku pro znaceni proteinti. Dal§im vyuZitim je pak vneseni atomu
jodu do proteinu na aminokyseliné za ucelem zkoumdni struktury proteinu rentgenovym
zafenim.

Technologie zalenéni nekanonickych aminokyselin do proteinli in vivo bé&hem
proteosyntézy za pomoci OTS nabizi mnoho uzitecnych aplikaci a vyuZiti. Proteiny obsahujici
nekanonické aminokyseliny mohou fungovat jako sondy pro rlizné zobrazovaci technologie,
jako jsou rentgenové zafeni, sondy pro infraervené zafeni i fluorescencné znacené
aminokyseliny. Pfi vyvoji novych enzymt mohou byt naptiklad vyuzity ve vazebném miste,

kde umoznuji chelataci ionti kovu, napiiklad pro konstrukci metaloenzyml umoziujicich
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katalyzu Sirokého spektra enzymatickych reakci. Dale jsou také nekanonické aminokyseliny,

resp. proteiny je obsahujici, vyuzitelné pro cileni 1é¢iv misto jejich priméarniho ucinku.

Déle by méla byt upindna snaha k syntéze dalSich nekanonickych aminokyselin
a hledani novych oblasti vyuziti proteini je obsahujicich. Pokud se podafi technologii
inkorporace nekanonickych aminokyselin do proteint jesté vice zptistupnit odborné vetejnosti
a optimalizovat, dosdhnout rychlosti a piesnosti translace obdobné kanonické translaci, skyta
tato technologie velky potencidl pro biotechnologie a pro naSe hlubsi porozumeéni struktuie
proteint. Vyvinuti modelovych organismt a protokolil pro snadnou inkorporaci nekanonickych
aminokyselin do proteint by jesté vice urychlilo a usnadnilo dalsi pokrok a umoznilo objevit

Sirsi spektrum vyuziti této technologie v dalSich oblastech biologie ¢i biotechnologie.
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