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Abstrakt

Preklad je pro burniku zdsadni proces, ktery probiha nepfetrzité a bez néhoz by nebylo Zivota. Buriky se
prevainé nachazeji v proménlivém prostfedi, a proto musi byt schopny rychle se pfizplsobovat
neustale se ménicim podminkam. Zmény genové exprese vyzadujici Upravu bunécného transkriptomu
jsou Casové i energeticky ndrocné. Bunky si za ucelem rychlé adaptace na proménlivé podminky
vyvinuly fadu regulacnich mechanisml na Urovni proteosyntézy. Kanonickou cestu translace lze
rozdélit na iniciacni, elongacni, terminacni a recyklaéni fazi, z nichz prakticky kazda je pfedmétem
specifické regulace. Jednou z klicovych slozek procesu translace je molekula tRNA, ktera je funkcéné
velmi rozmanita. Kromé jeji zasadni ulohy pfi prenosu aminokyselin do mista ribozomu béhem syntézy
proteind, hraje také klicovou roli v procesech, které reguluji translaci na nékolika Urovnich. Jako takova
dale rozsifuje repertoar regulacnich nastrojd, které burika mlzZe vyuzit. Vétsina téchto regulacnich
procest probiha na Urovni iniciace nebo terminace translace, ¢imz fidi nejen mnoZstvi a na¢asovani
syntézy noveé syntetizovaného polypeptidu, ale také jeho funk¢ni vlastnosti. Tato prace poskytuje vhled
do strukturni a funkéni rozmanitosti molekuly tRNA. Predstavuje také prehled kontrolnich

mechanism, jichZ se tRNA Ucastni mimo svu kanonickou ulohu béhem translace.

Kli¢ova slova: terminace translace, procitani stop kodonu, tRNA, iniciace translace, mRNA, otevieny

¢teci ramec

Abstract

Translation is fundamental process for the cell, which is continuous and without which there would
be no life. Cells are predominantly found in a variable environment and, therefore, must be able to
quickly adapt to ever-changing conditions. Since alterations of gene expression requiring changes of
the cellular transcriptom are both time and energy consuming, for swift adaptions cells evolved
numerous means of regulation at the level of proteosynthesis. The canonical pathway of translation
can be divided into initiation, elongation, termination and recycling phases, practically each of which
is a subject of specific regulation. One of the key components in the translation process is the tRNA
molecule, which is a functionally very diverse. Besides its fundamental involvement in delivering amino
acid residues to the ribosome during initiation and elongation phases, it also plays a crucial, somewhat
unexpected role in translational control processes at various levels. As such, it further expands the
repertoir of regulatory tools the cell can employ. Most of these regulatory processes operate at the
level of translation initiation or termination, thereby controlling not only the amount and timing of

synthesis of the newly synthesized polypeptide but also its functional properties. This work provides



insight into the structural and functional diversity of the tRNA molecule. It also presents the overview
of the control mechanisms the tRNA is involved in, in addition to its canonical role during translation.

Keywords: translation termination, stop codon readthrough, tRNA, translation initiation, open reading

frame



Seznam pouzitych zkratek

A- misto — akceptorové misto

aaRS- aminoacyl-tRNA syntetdza

ACE-tRNA- tRNA s editovanym antikodonem
ANG- angiogenin

COS- Cos bunky

CPC1- funkéni analog GCN4 u Neurospora crassa
DMD- duchennova muskularni dystrofie
EF-Tu- bakterialni elongacni faktor

elF3- eukaryoticky inicia¢ni faktor 3

eRF1- eukaryoticky uvolfiovaci faktor 1
eRF2- eukaryoticky uvolfovaci faktor 2
GCN4- eukaryoticky transkripéni aktivator
GTP- guanosintrifosfat

IBV- virus infekéni bronchitidy

MLD- doména podobna struktufe mRNA
mMRNA — medidtorovd RNA

0-aaRS- ortogonalni aminoacyl-tRNA syntetaza
ORF- otevreny ¢teci rdmec

o-tRNA- ortogondlni tRNA

P- misto — peptidické misto

PK- pseudoknot

pre-tRNA- prekurzorova tRNA



PRF- programovany posun ¢teciho rdmce
PTC- predcasné terminacni kodony

RF1- uvolfiovaci faktor 1

RF2- uvolfiovaci faktor 2

SmpB- maly RNA vazebny protein

ssRNA- jednovlaknova RNA

sup-tRNA- supresorova tRNA

tiRNA- stresem indukované tRNA fragmenty
TLD- doména podobna strukture tRNA
TLS- struktura podobnd tRNA

tmRNA- transferova-mediatorova RNA
tRF- fragmenty odvozené od tRNA

tRNA — transferova RNA

tRNA”"- asparagin tRNA

tRNA'®- [eucin- tRNA

tRNAT- threonin-tRNA

tRNA™- tyrosin-tRNA

tRNAY2- valin- tRNA

TYMV- virus Zluté mozaiky

UPD- pseudoknotova doména

- pseudouridin
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1 Uvod

Béhem translace v burice dochazi k dekédovani informace uloZzené v sekvenci nukleotidi do sekvence
aminokyselin. Pro tento proces burka pouziva pravidel ozna¢ovanych jako geneticky kéd. Sekvence je
¢tena po skupiné tfi po sobé jdoucich nukleotidd (kodonu). Dnes je zndmo 20 odlisnych aminokyselin
jako zakladnich stavebnich jednotek bilkovin. Ne vSsechny kodony jsou uréeny k prekladu a zarover jsou
nékteré aminokyseliny specifické pro vice nez jeden triplet nukleotidd. Tuto skuteénost oznacujeme
jako degenerovany geneticky kdd. V principu sekvence nukleotidd muze byt prekldadana ve trech
Ctecich rdmcich v zavislosti, na kterém z nukleotidll v tripletu zacne dany preklad. Oviem pouze jeden
z nich kéduje poZadovany protein. Této skutecnosti je vyuZivdno v procesu zvaném ribozomalni posun
¢teciho ramce (angl. ribosomal frameshift) (Weiss et al., 1987), kterému se vénuje jedna z kapitol této
prace. Pro vySe zminény nukleotidovy triplet je uzivan vyraz kodon. Kodon neni pfimo rozeznavan
danou aminokyselinou, ale dochazi k tomu prostfednictvim adaptorové molekuly, ktera je schopna
rozezndvat a vazat jak kodon, tak danou aminokyselinu. Tyto adaptorové molekuly oznacujeme jako
transferové RNA (tRNA). Transferovd RNA nese ve své struktufe sekvenci tfi po sobé jdoucich
nukleotidd, které jsou komplementarni k sekvenci obsazené v kodonu. Tuto sekvenci oznacujeme jako
antikodon. Na druhé strané tRNA molekuly se nachazi kratky jednovlaknovy usek s 3’koncem molekuly
tRNA. To je oblast, kde dochazi k vazbé aminokyseliny odpovidajici danému antikodonu za pomoci
enzymu aminoacyl-tRNA syntetdzy, kterd prifazuje aminokyselinu specifickou pro danou tRNA
(Dever et al., 2018). Za uréitych podminek miize dochazet k misacylaci methionyl-tRNA syntetazy a k
vazbé methioninu na tRNA, kterd je nespecifickd pro tuto aminokyselinu. Tento proces bude

diskutovan v posledni kapitole této prace.

U prokaryot translace probiha kotranskripéné, kdy na jednom konci vznikajici mRNA jiz probiha
translace, kdezto u eukaryot je tento proces oddélen a ktranslaci dochdazi az postranskripéné
v cytoplazmé. Translace je rozdélena do Ctyr krok(: iniciace, elongace, terminace a recyklace. Béhem
iniciace dochazi k rozpoznani start kodon( AUG danou inicia¢ni tRNA (Merrick & Pavitt, 2018). Ovsem
vedle kanonické iniciace translace na AUG kodonu muzZe dochazet i kiniciaci na kodonech s jinou
sekvenci nukleotidl tzv. blizce ptibuznych start kodonech. Touto regulaci se bude zabyvat kapitola

s ndzvem iniciace translace na nekanonickém start kodonu (Zitomer et al., 1984).

Po iniciaci translace nasleduje elongace, pfti které dochazi k pohybu ribozomu po molekule mRNA a
k prekladu nukleotidové sekvence, za pomoci tRNA molekuly nesouci patficnou aminokyselinu, coz
umoZfuje vzniku nové syntetizovaného proteinu (Dever et al., 2018). Béhem syntézy miZe dochazet

k zablokovani ribozomu a tim i k pferuseni tvorby nové vznikajiciho proteinu. Pro feseni této situace,



kterd mlze béhem syntézy nastat, vyuziva bakteridlni burika funkce transferové-mediatorové RNA
(tmRNA), ktera je schopna docilit uvolnéni zastaveného ribozomu a ndsledné degradaci nefunkcniho
proteinu (Fu et al.,, 2011). Jak konkrétné vypada struktura tmRNA a jakym mechanismem docili
terminace translace, si pfiblizZime v druhé poloviné této prace. U eukaryot v pripadé zablokovani
ribozomu dochazi k aktivaci tzv. non-stop decay (NSD). Soucasti NSD je proteinovy komplex, ktery je
schopny interakce se zablokovanym ribozomem a zaroven rekrutuje exosom potfebny k degradaci
nefunkéni mRNA (Vasudevan et al., 2002). Mechanismu NSD se tato prace dale vénovat nebude.
Predposlednim krokem translace je terminace, pfi které dochazi k rozeznani jednoho ze tfi stop kodonu
(UGA, UAG, UAA) za pomoci terminacniho faktoru a nasledném uvolnéni nové vzniklého proteinového
fetézce (Hellen, 2018). Béhem terminace ovsem muUZe dochazet k procitani stop kodonu
(angl. translational readthrough) a tim tedy pfifazeni aminokyseliny na stop kodon a pokracovani
syntézy proteinu (Hirsh, 1971; Weiner & Weber, 1973). Tomuto procesu se vénuje prvni kapitola této
prace. V zavéru translace dochazi k recyklaci ribozom(, kdy dojde za ucasti faktord k disociaci malé a
velké podjednotky ribozomu, a tedy i k moZnosti jejich potencionalni reasociace a opétovné Ucasti

V procesu translace.

U vSech dosavad popsanych organismi je tRNA prepisovana ve formé pre-tRNA a nasleduje nékolik
krokud, béhem kterych je tRNA zpracovana a pripravena k jeji funkci béhem translace. Bakterie ¢asto k
prepisu tRNA vyuZivaji polycistronni transkript, ktery je dale stépen na jednotlivé pre-tRNA. Oproti
tomu u eukaryot a archea dochazi k prepisu samostatnych transkriptli jednotlivych pre-tRNA.
Transkripci tRNA katalyzuje RNA polymeraza, konkrétné eukaryotni organismy vyuZzivaji pro tento

proces RNA polymerazu lll.

Pfeména pre-tRNA na maturovanou tRNA obsahuje 5 krokl (Jarrous et al., 2021). V prvnim kroku
dojde k vystfizeni tzv. 5’'leader sekvence na 5’konci pre-tRNA a v nasledujicim druhém kroku dojde
k sestfihu 3’konce pre-tRNA molekuly. V tfetim kroku dochazi k pfidani sekvence nukleotidl CCA na
3’konec pre-tRNA. K tomuto kroku dochdzi u vSech ndm zndmych eukaryotnich organism(. Na rozdil
od nékterych bakterii a arche kde k pridani této sekvence nedochazi, ale je jiz kédovana v transkriptu
na misté, za kterym dochazi k sestfizeni 3’konce pre-tRNA molekuly. Na tomto misté bude dochazet
k pfipojeni aminokyseliny na jiz maturovanou tRNA. Béhem nasledujiciho kroku dochazi k modifikaci
nékolika nukleotidl pre-tRNA, ¢imZ dochazi ke zméné plvodnich dusikatych bazi. Mezi nejcastéjsi
modifikace patfi pfeména adeninu (A) na pseudouridin (), preména uridinu na dihydrouridin (D) a
preména adeninu na inosin (I). Mimo tyto zakladni modifikace mize dochazet dale aZz ke 100 dalsim
modifikacim. V patém kroku dojde k vystfizeni intronu vétsi ¢asti eukaryotické a archealni pre-tRNA.
V ojedinélych pripadech i bakteridlni pre-tRNA obsahuje intronovou sekvenci, ktera je stejné jako u

ekaryot a archea vystfizena.



Takto upravena maturovand tRNA je pfipravena k tzv. nabiti pfisluSnou aminokyselinou. U eukaryot
dochazi k maturovani tRNA v jadie a poté je exportovdana do cytoplazmy kde jsou aminokyseliny
pipojovany k tRNA prostfednictvim acylové vazby. K této vazbé dochdzi mezi karboxylovou skupinou
pfibuzné aminokyseliny a 3" hydroxylem na 3" konci tRNA a tim dochdazi k vzniku aminoacyl-tRNA.
Molekula tRNA nesouci aminoacylovou vazbu se oznacuje jako nabitd. Nabijeni je katalyzovano
prostfednictvim enzymu aminoacyl-tRNA syntetdzy (aaRS). Kazda aminokyselina ma svou vlastni
aminoacyl-tRNA syntetazu, kterd rozpoznava konkrétni aminokyselinu (Rubio Gomez & lbba, 2020).
Ovsem bunka muzZe za urcitych podminek profitovat i z procesu misacylace kdy dochazi k vazbé jiné
aminokyseliny na danou tRNA nez té kanonické. Tomuto mechanismu se bude vénovat posledni

kapitola této prace.



Regula¢ni mechanismy v nichZ tRNA zastava nezbytnou dlohu

2 Iniciace translace na nekanonickém start kodonu

Po dlouhou dobu bylo uzndvdno, Ze iniciace translace u eukaryot vyhradné zacéind na AUG start
kodonu. Ovsem v poslednich deseti letech vzrlsta evidence o tzv. non-AUG iniciaci, kdy translace
zacind najiné nez AUG sekvenci. MoZnost iniciovat translaci na nekanonickém kodonu burice umoziuje
rozsifit jeji proteomicky repertodr a otevira nové moznosti v terapeutickém pristupu. Proces vybéru
start kodonu je regulovan na nékolika Urovnich, pomoci sekvencnich ¢i strukturnich prvkd mRNA a
inicianich faktor(. Podstatnou Ulohu samozfejmé hraje i schopnost iniciaéni tRNAV®t iniciovat translaci
na raznych nekanonickych kodonech. Byly provedeny i experimenty, kdy k iniciaci dochazelo dokonce
i s pomoci nékterych elongacnich tRNA. Jedna z prvnich evidenci o zahdjeni translace na jiném start
kodonu byla ué¢inéna béhem experimentll se Saccharomyces cerevisiae, kde byla pozorovana iniciace

na kodonech UUG a AUA (Zitomer et al., 1984).

2.1 tRNA Ucast pfiiniciaci na nekanonickém start kodonu
Podstatnd ¢ast vyzkumu non-AUG iniciace spociva ve sledovani schopnosti elongacnich tRNA iniciovat

translaci. Samhita, Laasya et al. sledovali schopnost elongacni tRNA iniciovat translaci v burikach E. coli,
kde depletovali 75% bunécéné iniciani tRNA. Pro své experimenty pfipravili konstrukty mRNA kddujici
sekvenci genu uracil DNA glykosylazy a pro kazdy konstrukt zvolili rozdilnou sekvenci start kodonu.
V bunkach poté exprimovali tuto reportérovou mRNA a zdroven tRNA s odpovidajici sekvenci
antikodonu k dané iniciacni sekvenci mRNA (Obr. 1). Vysledky ukazaly, Ze nejvétsi ucinnost na iniciaci
translace méla tRNA™ a nejmensi tRNA*". V sekvenci antikodonové smycky u viech sledovanych
elongacnich tRNA se vyskytuje par nukleotidd G-C. Nasledovala tedy otazka, zdali tato sekvence
ovliviiuje schopnost elongacni tRNA iniciovat translaci. BohuZel z téchto vysledkl se neda vyvodit jasny
zavér. Je tedy mozné, Ze role G-C paru je zavisla na SirsSim sekvenénim kontextu ¢i dalSich vlastnostech
tRNA. Stejné tak je tu moznost, Ze preference dané elongacni tRNA v iniciaci spociva v jejim zvySeném

mnozstvi v porovnani s ostatnimi tRNA (Sambhita et al., 2013).

Dalsi ukadzkou je tRNA'"Y a jeji aktivita p¥i non-AUG iniciaci v T-lymfocytech. V rdmci imunitni
odpovédi T-lymfocyty syntetizuji kratké polypeptidy, které pak prezentuji skrze histokompatibilni
komplex na svém povrchu, aby mohlo dale dochdzet k rozvijeni imunitni odpovédi. T-buriky pro
syntézu téchto kratkych polypeptidl vyuZivaji translaci iniciovanou na CUG start kodonu. Bylo ukazano,

7e k této iniciaci vyuZivaji tRNA" ve spolupréci s iniciaénim faktorem 2 (elF2) (Starck et al., 2012).
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Obrazek 1. Schéma mutageneze start kodonu AUG genu ung. A) Konstrukty kédujici ung gen s odlisnymi start

kodony; B) elongacni tRNA s odpovidajicimi start kodony (Samhita et al., 2013).

2.2 Evidence iniciace na nekanonickém start kodonu
Studie uskuteénénd na burikdch COS?! se snaZila popsat efektivitu iniciace translace v zavislosti na

sekvenci start kodonu. Pro tento experiment byly vytvoreny konstrukty se sekvenci kddujici protein
preproinsulin s odliSnymi start kodony. Na zakladé in vitro translace, s pouZzitim téchto konstrukta,
dosli k zavéru, Ze nejucinnéjsi start kodon, mimo kanonicky AUG, nese sekvenci GUG, ktery prokazoval
i stejnou zavislost na okolni sekvenci jako kodon AUG (Kozak, 1989). Snét kukutiéna Ustilago maydis
vyuziva pro iniciaci translace peroxisomalni formy 6-fosfoglukonat dehydrogendzy, ktera ma sekvenci
dvou blizky pfibuznych start kodon( v tandemu za sebou (AGG AUU) (Kremp et al., 2020). Neurospora
crassa kéduje protein uplatiujici se v bunécné odpovédi pfi limitaci zdroje histidinu. Tento protein je
oznacovan CPC1 a je funkénim analogem kvasinkového GCN4 uplatiujici se v regulaci pfi limitaci zdroj(
aminokyselin. BEhem této regulace je pti expresi CPC1 vyuzivana non-AUG iniciace pro translaci jeho

potfebné formy (lvanov et al., 2017).

2.3 Umélé vytvorena regulace iniciace na nekanonickém start kodonu
Riboswitche jsou elementy obsaZzené v sekvenci mRNA jejichZz pomoci burika reguluje genovou expresi.

Jedna z praci zavadi v modelovém organismu Saccharomyces cerevisisae systém pro umélé fizeni
genové exprese. Tento systém vyuZiva vlastnosti riboswitch struktury a jeji funkci v regulaci non-AUG
iniciace. Riboswitch elementy jsou schopné vazat ligand a na zakladé této interakce fridit produkci

proteosyntézy. Tento systém vyuziva navrzené molekuly mRNA, které na svém zacatku obsahuje

1 Cos buriky Buné&&né linie odvozené z bunééné linie CV-1, vyuzivané pro transfekci a klonovani
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sekvenci blizce pfibuzného kodonu CUG, déle pokracuje aptamerni RNA strukturou, po které nasleduje
kddujici oblast otevieného cteciho rdmce zvoleného proteinu s iniciaéni sekvenci AUG kodonu.
V situaci, kdy nedochazi k vazbé ligandu na aptamerni sekvenci, preiniciac¢ni komplex zapoc¢ne syntézu
proteinu z kodonu AUG. V ptipadé vazby ligandu na aptamerni strukturu dojde k jeji stabilizaci a
ribozom tak neni schopen pokracovat ve skenovani sekvence mRNA. V dlsledku pozastaveni
ribozomu, preiniciaéni komplex zapocne translaci na sekvenci blizce pfibuzného start kodonu, na které
byl zastaven. Nasledné dochazi k disociaci ligandu z aptamerni struktury a dosyntetizovani cileného

proteinu (obr. 2) (Horie et al., 2020).

Aptamer-ligand

komplex

A aptamer

Sekvence genu  [=assan

-' -Ligand c0s mlj,:

Non-AUG
iniciace

Sekvence genu  [=asana

AUG-
iniciace

" A" "y

Obrazek 2. Model non-AUG regulace proteosyntézy fizené pomoci riboswitch. “NCC” zna¢i blizce pfibuzny
kodon ve stejném ctecim ramci jako cileny gen. PIC znaci preiniciacni komplex; 60S -ribosomdlini podjednotka
(Horie et al., 2020).



3 Ribozomalni posun ¢teciho rdmce (ribosomal frameshift)

Béhem prekladu genetické informace uloZzené v sekvenci nukleotidd do sekvence aminokyselin,
se translatujici ribozom pohybuje po molekule mRNA a dochazi k dekédovani genetické
informace, po tfech po sobé jdoucich nukleotidech tzv. kodonech. V pfipadé ribozomdlniho
posunu ¢teciho ramce (ribosomal frameshift) pravé translatujici ribozom “sklouzne” o +/- 1
nukleotid mRNA sekvence a tim nastane zména ¢teciho rdmce, coz md za nasledek vznik proteinu
se zcela odliSnymi vlastnostmi, oproti proteinu prelozenému dle plvodniho ¢teciho ramce.
Molekula tRNA se stava jednim z hlavnich faktor( posunu ¢teciho ramce v momenté, kdy v burice
dojde k omezeni aminoacylované tRNA. V tomto pfipadé zlstane A-misto ribozomu voné diky
nedostatku substratu (aminoacylované tRNA), tRNA v P-misté ribozomu se posune do volného
A-mista a dale translace pokracuje z alterantivniho ¢teciho ramce (Caliskan et al., 2017). Zasadni
vliv na posun c¢teciho ramce ma také stupen a pocet urcitych modifikaci tRNA a to zejména
v oblasti antikodonové smycky (Gamper et al., 2021; Tilkenmez et al., 2015). Ribozomdalni posun
éteciho rdmce muZe vbufice probihat spontdnné s frekvenci <107, anebo byt rovnéi
programovan. Jako takovy je predevsim hojné vyuzivdn bakteriemi a viry (Craigen et al., 1985; Maia
etal., 1996). Stejné jako tomu bude i v pfipadé procitani stop kodonu je ribosomalni posun ¢teciho
ramce vyuzivan k expanzi své genetické informace. Ke zméné ¢teciho rdmce muzZze dochazet na
zakladé nékolika signall. Jednim z nich je specifickd sekvence mRNA, kterd muize tvofit
sekundarni struktury, nejéastéji pseudoknot nebo stem-loop? a v neposledni fadé je to vysoka
hladina polyamint?® (Petros et al., 2005). Jednotlivé signaly indukujici tento proces si popiseme

v nasledujicich kapitolach.

3.1 Programovany ribozomalni -1 posun ¢teciho ramce (-1 PRF)
Programovany ribozomalni posun cteciho rdmce tzv. -1 programmed ribosomal frameshifting

(-1 PRF) je hojné spojovan s transpozibilnimy elementy (retrotranspozony) a viry. Jako prvni
objeveny eukaryoticky gen vyuzivajici -1 PRF k regulaci vlastni exprese je mysi Edr gen (Shigemoto
et al., 2001). U eukaryot je -1 PRF stimulovano tzv. cis-elementy, tedy specifickou sekvenci mRNA tzv.
slippery site, coZ je heptamericky sekvencni motiv slozeny ze sedmi nukleotid(l a oblasti sekvence

formujici sekundarni strukturu (Farabaugh, 1996).

2 Stem-loop sekundérni struktura jednovlaknové DNA nebo RNA s intramolekularnim parovanim
3 Polyaminy organické slouéeniny s vice jak dvéma aminovymi skupinami
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3.1.1 Vliv “slippery site” na -1 ribozomalni posun ¢teciho rdmce
Heptamericky sekvencni motiv tzv. slippery site, je sekvence sloZzena ze sedmi nukleotid(, X XXY YYZ

(X=libovolny nukleotid, Y=A/U a Z# G) (Dinman et al., 1991). Bylo ukadzano, Zze tRNA v P-misté ribozomu
tvofi vazbu se sekvenci XXY a tRNA v A-misté ribozomu tvofi vazbu se sekvenci YYZ. Tato sekvence
umoznuje tRNA v A a P-misté ribozomu prerusit kodon-antikodon interakci a posunout se spolecné
s ribozomem o -1 nukleotid, kdy tRNA v P-misté ribozomu se pdruje se sekvenci XXX a tRNA v A-misté
ribozomu se paruje se sekvenci YYY (Dinman et al., 1991; Stapleford & Miller, 2010). V jedné studii bylo
ukazano, Ze hlavné identita sekvence kodonu v P-misté ribozomu, mlze byt jednim z urcujicich faktor(
PRF. Pro tento experiment bylo pouZito nékolik systémd: Vero buriky*, kvasinky a lyzaty kralicich
retikulocytl. V téchto systémech pak byla méfena hladina -1 PRF na zakladé rozdilné sekvence na
pozici kodonu, kterd se paruje s tRNA v P-misté ribozomu. Bylo zjisténo, Zze ve vSech systémech kromé
kvasinek byla preference pro nukleotid na vSech tfech pozicich kodonu v pofadi U > G > A > C.
U kvasinek byla ukazana naopak nizka preference pro nukleotidy U/G. Tuto skute¢nost autofi studie
vysvétluji jako konsekvenci efektu rozdilné tRNA, kterad tuto sekvenci v P-misté dekdduje, a tedy Ze

samotnda tRNA napomaha vzniku -1 PRF (Plant & Dinman, 2006).

3.1.2 Vliv sekundarni struktury pseudoknotu na -1 ribozomalni posun ¢teciho ramce
Nejvice pozorovanou stimulujici strukturou nasledujici “slippery site” je struktura pseudoknotu. Na

této pozici byly ukdzany i jiné struktury napf. jednoducha vlasenka Ci pripady, kde se tato struktura
nenachazi vibec (Ten Dam et al., 1990). Prvni studie poukazujici na tuto strukturu byly provedeny na
coronaviru IBV (Brault & Miller, 1992). Na zakladé nékolika studii bylo prokazano, Ze mutace v oblasti

pseudoknotu utlumuji proces -1 PRF (Dinman et al., 1991; Morikawa & Bishop, 1992).

Uloha struktury pseudoknotu je plsobit jako energetickd bariéra pro zastaveni translatujiciho
ribozomu na ,slippery site” sekvenci a umoznit tak posunuti ribozomu o -1 nukleotid prfeklddané mRNA
sekvence (Farabaugh, 1996). Tento model predpokladd, Ze jakykoli motiv schopny tvorit RNA

sekundarni struktury je schopny indukovat dé&j -1 PRF (Chen et al., 1995).

Experimenty provadéné s proteinem gag-pol retroviru MMTV (virus mysiho nadoru mlécéné Zlazy)
ovsem prokazaly, Ze Cetnost -1 PRF udalosti neni pro vSechny sekundarni struktury stejnd. V proteinu
gag-pol se prirozené vyskytuje sekvencni motiv tvorici sekundarni strukturu pseudoknotu a probiha
zde -1 PRF. Tato sekvence byla mutovana tak, aby tvofrila pouze jednoduchou 5 vlasenku a poté byla
sledovéna frekvence -1 PRF. Ukazalo se, Ze struktura jednoduché 5° vlasenky je nedostacujici pro

ucinné -1 PRF vporovnani s -1 PRF stimulované sekvencénim kontextem pseudoknotu

4 Vero buriky bunéénd linie odvozena z ledvinového epitelu Cercopithecus aethiops, pouzivana predevsim ke
studiu replikace vira



(Chen et al., 1995). Z tohoto pozorovani vyplyva, Ze zdsadni vlastnosti pseudoknotu v udalosti -1 PRF
je jeho sekundarni struktura. Toto neni jediny pohled na funkci pseudoknotu béhem -1 PRF, je zde také
moznost, Ze tato struktura je schopna vazat komponenty translaéniho aparatu a tim umoznit ribozomu

“sklouznout” do -1 PRF (Chen et al., 1995).

3.2 Programovany +1 ribozomalni posun ¢teciho ramce (+1 PRF)
Proces +1 ribozomdlniho posunu c¢teciho ramce je vyuzivan mnohymi organismy. Mezi né patii

napriklad regulace uvolfiovaciho faktoru 2 (RF2) u bakterii (Craigen & Caskey, 1986), nebo u eukaryot
Ucast na expresi patologické formy HTT genu odpovédné za Huntigtnovu chorobu (Saffert et al., 2016).
Béhem tohoto procesu se translatujici ribozom posune o +1 nukleotid a tim stejné jako v pfipadé -1

PRF dochazi ke zméné cteciho ramce.

3.2.1 Role +1 PRF v regulaci exprese bakterialniho genu prfb

Pravé bakteridlni gen prfB kdédujici peptid uvolfiovaci faktor 2 (RF2) byl prvnim popsanym genem
vyuzivajici +1 PRF k regulaci své exprese (Craigen et al., 1985). Béhem translace RF2 dojde k +1 PRF po
prekladu prvnich 25 nukleotidl a zbytek peptidu je translatovan jiz z nového ¢teciho ramce. V pfipadé
jiz zminéného bakterialniho genu prfB se heptamerni sekvence, diky které dochazi ke zméné cteciho
ramce, sklada z poradi nukleotidi CUU-UGA-C. Pfed timto sekvenénim motivem se nachazi sekvence
podobna Shine-Dalgarno (SD) sekvenci®, ktera interaguje s 16S rRNA translatujiciho ribozomu (Weiss
etal., 1987). Vysledky experimentl poukazuji na to, Ze SD sekvence parujici se s 16S rRNA, destabilizuje
tRNA v P misté a napomaha k urychleni +1 PRF udalosti. Po pfeloZeni kodonu CUU, jako kodonu pro
leucin, dochdzi k +1 PRF a dal$i aminokyselinou kterd je pfifazena na kodon GAC v +1 ¢tecim ramci je

aspartat (Craigen et al., 1985).

3.2.2 Role +1 PRF v regulaci exprese Ty element(

Dalsim prikladem jsou Ty elementy pattfici k transpozonlim, nalézajicich se v kvasinkach. Tyto elementy
sestdvaji ze dvou genl TYA a TYB jejichZz Cteci ramce se vzajemné prekryvaji. Tyto geny jsou analogy
genll gag a pol metazodlnich retrovirl (Adams et al., 1987; Belcourt & Farabaugh, 1990), které
k jejich expresi také vyuZzivaji mechanismu posunu c¢teciho rdmce. U genl TYA a TYB dochazi k posunu
+1 ¢teciho rdmce v oblasti, kde se tyto dva geny prekryvaji. K této udalosti je nutna sekvence nejméné

sedmi nukleotidd (CUU-AGG-C), jakoZto ,slippery site”, ale nebyla nalezena Zadna RNA sekundarni

5 Shine-Dalgarno sekvence je ribozomalni vazebna sekvence mRNA (5'-AGGAGGU-3'), nachézejici se u bakterii a
archaea, Ucastnici se iniciace translace



struktura slouZici k “zastaveni” ribozomu, jak je tomu v pfipadé -1 PRF mechanismu (Belcourt &
Farabaugh, 1990). Model, jakym Ty elementy uskutecfuji + 1PRF je ndsledovny. Kodon CUU je
rozpoznan tRNA"Y, kterd je schopna akomodace na viech $est kodon( kédujicich aminokyselinu leucin
(CUN a UUA/G), a to skrze nemodifikovany uracil na tfeti pozici antikodonu. Diky nemodifikovanému
uracilu maZe dochézet ke kolisavému , wobble” parovéani na této pozici mezi antikodonem tRNA,
kodonem CUU a kodonem v +1 ¢tecim ramci (UUA). Na zakladé toho mizZe béhem +1 PRF dochazet
k posunu tRNA'v P-misté ribozomu z kodonu CUU v 0 étecim ramci na kodon UUA v +1 &tecim ramci

a translace muze déle pokracovat jiZz v novém ¢tecim ramci (Belcourt & Farabaugh, 1990).

Byl ukdzan pfipad kvasinkového retrotransposonu Ty3, ktery v procesu +1 PRF vyuzivad sekvence
GCG-AGU-U, v pfipadé GCG kodonu je sekvence dekddovana pomoci tRNA*? a v pFipadé sekvence GUU
je to tRNAV?' (Farabaugh et al., 1993). Nedochazi zde k mechanismu posunu ¢teciho ramce z kodonu
GCG na CGA jak tomu bylo v pfipadé Tyl elemtu. Byla prezentovana hypotéza, jakym zplsobem u Ty3
k +1 PRF dochézi. BEhem elongace, kdy tRNAY?' ve vazbé s EF-1a a GTP vstupuje do A-mista ribozomu,
dochazi k akomodaci na kodon o 1 nt vzdaleny od tRNA”? nachazejici se v P-misté ribozomu (Farabaugh
et al.,, 1993). Jak ktomuto procesu dochazi na molekularni Urovni, neni zcela jasné, ale je
pravdépodobné, 7e zde bude hrat roli struktura tRNA*? nebo tRNAY?' (Farabaugh et al., 1993). Dalsi
model naznacuje, Ze A baze sekvence GCG-AGU-U neleZi ve stejné roviné jako zbylé baze, a proto je

bé&hem akomodace tRNA? na kodon tato baze ingnorovéna (Farabaugh et al., 1993).

3.2.3 Role +1 PRF v regulaci exprese antizymu
Dalsim prikladem, ktery vyuziva procesu +1 PRF, je regulace exprese antizymu (AZ) (Matsufuji et al.,

1995). Antizym interaguje s ornithin dekarboxylazou a Ucastni se prvni katalytické reakce biosyntézy
polyamin(i (Fong et al., 1976). Bylo popsano, Ze frekvence +1 PRF antizymu je regulovana hladinou
polyamin(l. Jejich vzristajici hladina zvySuje frekvenci +1 PRF, a tim dochazi ke zvySeni syntézy
antizymu. Nasledkem toho dochazi ke snizeni enyzmu ornithin dekarboxylazy a zaroven ke snizeni
hladiny polyamin( (Rom & Kahana, 1994).

Sekvence kédujici AZ se sklada ze dvou prekryvajicich se ¢tecich ramci. Translace druhého cteciho
ramce, ktery se nachdzi +1 Ctecim ramci, je nezbytnd pro syntézu plné funkéniho antizymu
(Matsufuji et al., 1995). Nejhojnéji vyuzivanymi polyaminy v savcich burikach jsou putrescin, spermidin
a spermin. Putrescin je syntetizovan z ornithinu pomoci ornithin dekarboxyldzy a ndsledné postupné
preménén na spermidin a spermin (Canellakis et al., 1979).

+1PRF udalosti se Ucastni tfi sekvencni elementy. Prvnim je sekvence, na které dochazi k posunu

Cteciho ramce, druhym je sekvence obsahujici terminacni kodon na konci prvniho ¢teciho ramce a
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posledni (treti) je sekvencni motiv schopny formovat sekunddrni strukturu pseudoknotu. Heptamerni
sekvence, kde dochazi k posunu ¢teciho ramce, obsahuje nukletidy UCC-UGA-U a je u vSech Zivocich(
stejna (lvanov et al., 2000). Studie dokazaly, Ze role sekundarni struktury pseudoknotu je stejna jako u
-1 PRF a to vytvaret energetickou bariéru pro translatujici ribozom (Matsufuji et al., 1995). Uloha
polyamin( spociva v destabilizovani kodon-antikodonové interakce v A a P-misté ribozomu a tim

umoznit posunuti o +1 nt do druhého ¢teciho rdmce (Thompson et al., 1981).

4  Procitani stop kodonu

V momenté, kdy ribozom béhem translace rozpoznd sekvenci stop kodonu, dochdzi kvazbé
uvolniovaciho faktoru (release factor- RF) a naslednému ukonceni translace. U bakterii i eukaryot

existuji dvé tridy faktord (RFI a RFIl), ale mechanismus jakym se terminace ucastni je rozdilny.

Bakterie béhem terminace rekrutuji dva uvolfiovaci faktory I. tfidy a to RF1 a RF2, které pfimo
rozeznavaji sekvenci stop kodonu mRNA. Prvni faktor RF1 interaguje se stop kodonem UAA/UAG a
druhy faktor RF2 interaguje se stop kodony UGA a UAA. Tyto faktory se dale v rdmci terminace uUcastni
hydrolyzy peptidyl-tRNA esterové vazby (Scolnick et al., 1968; Nakamura & Ito, 2002). U eukaryot se
ukonceni translace uUcastni heterodimer, slozeny ze dvou terminacnich faktor(i, eRF1 (tfidy-l) a eRF2
(tfidy-I1). U eukaryot je sekvence stop kodonu (UAA, UAG a UGA) rozeznavana pouze faktorem eRF1
(Frolova et al., 1994).

V pfipadé procitani stop kodonu tedy dochazi misto rozpozndni této terminacni sekvence pomoci
RF1 nebo RF2, k akomodaci supresorové tRNA nebo near-cognate tRNA ® v A-misté ribozomu a tim
k dekédovani stop kodonu (obr.3). Na zdkladé tohoto procesu mohou vznikat proteiny
s potencialné odlisSnymi biochemickymi vlastnostmi. Procitani stop kodonu muZe v burice
probihat spontanné, a to s frekvenci mensi nez 0,1%, oproti tomu programované procitani stop
kodonu miZe v burice presahovat frekvenci 20%. Programované procitani stop kodonu bylo poprvé
popsano u virl, kde vzhledem k jejich malému genomu tento proces napomaha k rozsiteni jejich
kdédovaci kapacity (Hirsh, 1971; Weiner & Weber, 1973). Mezi viry vyuzivajici tohoto mechanismu patfi

napfr. virus tabakové mozaiky nebo virus Sindibis (Pelhnman, 1978; Li & Rice, 1993).

5 near-cognate tRNA tRNA blizce pfibuznd tRNA schopna pérovéni se stop kodénem na dvou ze t¥i pozic
kodon-antikodon sekvence
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Obrazek 3. Mechanismus proéitani UAG stop kodonu v Escherichia coli. A) akomodace tRNA na stop kodon
UAG - procteni stop kodonu; B) vazba uvolriovaciho faktoru (RF1) na stop kodon UAG —terminace translace, (Kato,
2019).

4.1 Faktory ovlivAujici U¢innost procitani stop kodonu
U vetSiny organismi se ucinnost procitani stop kodonu lisi v zavislosti na nékolika faktorech a

nékteré z nich budou déle diskutovany v nasledujicich podkapitolach. Mezi tyto faktory patfi vliv
okolni sekvence stop kodonu a inicia¢niho faktoru elF3. Dale bylo ukdzano, Ze uc¢innost procitani

stop kodonu ovliviiuji nékteré translacni faktory, které se tohoto procesu také ucastni.

4.1.1 Role okolni sekvence - 3’kontext
Identita stop kodonu je zdsadnim predpokladem pro jeho procteni. Vysledky studii

napomohly odhalit vliv této terminacni sekvence na efektivitu a frekvenci procitani stop
kodonu. Nejvyssi potencidl v tomto kontextu prokazuje stop kodon UGA, nasleduje vliv
sekvence UAG a nejméné efektivni na procitani stop kodonu je sekvence UAA. Bylo prokazano,
Ze baze bezprostfedné ndsledujici za stop kodonem (pozice +4) ma zasadni vliv na uc¢innost
procitani stop kodonu (Cridge et al., 2018; Anzalone et al., 2019). Vliv konkrétniho nukleotidu
byl ukdzan v poradi C>U>G>A (Jungreis et al., 2011; Beznoskova et al., 2016).

Na zakladé téchto pozorovani se doslo k zavéru, Ze cytosin na pozici +4 ma schopnost
zvySovat procitani terminacniho signalu. To se projevilo zejména u "nejslabsiho" kodonu UGA.
Tento zavér je v souladu s dfivéjSim pozorovanim, Ze "slabé" stop kodony jsou v kombinaci s
cytosinem na pozici +4 (UGA-C a UAG-C) u savcl zfidka pouZivany jako terminacéni kontexty
(McCaughan et al., 1995).

Jak jiz bylo zminéno, neni to pouze pozice +4 nasledujici bezprostfedné za stop kodonem, u
které se prokazal vliv na procitani stop kodonu. Tento efekt byl popsan i pro Sirsi sekvenéni
kontext. Opét rozsifujici ndhled na vliv okolni sekvence pochazi ze studie virQ, kde byly popsany

tri hlavni sekvenéni motivy stimulujici procitani stop kodonu (Beier, 2001).
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Typ | zahrnuje motiv UAG-CAAUYA, typ Il motiv UGA-CGG nebo UGA-CUA a type lll se sklada z

motivu UAG-G a “downstream*” stimulujici formovani pseudoknot’ struktury RNA (Beier, 2001).

4.1.2 Role eukaryotického iniciacniho faktoru elF3
Béhem terminace je stop kodon rozpoznian pomoci faktoru eRF1, ktery vstupuje do A-mista

ribozomu jako komplex s GTP vazebnym proteinem eRF3. Béhem procteni stop kodonu dochazi
ke kompetici téchto faktorli s “near-cognate-tRNA“. Vedle téchto faktorl se regulace translace
Ucastni i iniciacni faktor elF3. Faktor elF3 je velky proteinovy komplex, skladajici se z mnoha
podjednotek a spolecné s ostatnimi iniciacnimi faktory sehrdva svoji roli pfi ndro¢ném procesu

iniciace translace (Shivaya Valasek, 2012).

Bylo ukdzano, Ze elF3 prfednostné zvysSuje procitani stop kodonu v pripadé, kdy je stop
kodon nasledovan sekvenci, kterd zvySuje ucinnost tohoto procesu (Beznoskova et al., 2015).
Tento sekvencéni kontext byl popsan v kapitole 2.3.2. Hlavni podjednotka elF3 asociuje s 80S
ribozomalnim komplexem za Ucasti terminacnich faktord eRF1 a eRF3. To poukazuje na moznost,
Ze elF3 ve vazbé s 80S komplexem ribozomu tvofi pre-terminacni 80S komplex a prdvé pfitomnost
elF3 v tomto pre-terminacnim komplexu zvysSuje procitani stop kodonu (Beznoskova et al., 2013).
Dale experimenty ukazaly, Ze elF3 napomaha inkorporaci near-cognate-tRNA, kterda sama o sobé
neni schopna tvofit vazbu s posledni, tfeti pozici kodon-antikodonové interakce. K této vazbé

pravdépodobné dochazi pres interakci v dekédovacim centru ribozomu.

7 Pseudoknot sekundarni struktura jednovldknové DNA nebo RNA s intramolekuldrnim parovanim
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4.1.3 Role aminoglykosidl v procitani predcasnych terminacnich kodond (PTC)
Prfitomnost predcasnych terminaénich kodonu v kddujici sekvenci md za nasledek nespravné

ukonéeni translace a tvorbu nefunkéni zkracené formy proteinu. PTC jsou castou pficinou
genetickych onemocnéni. Jednim z prikladd je Duchennova muskularni dystrofie (DMD) zpUsobena
nedostatkem dystrofinu, jako dlsledek mutaci vgenu DMD vedouci kvzniku PTC
(Garcia-Rodriguez et al., 2020). Procitdni stop kodonu je tak slibnym nastrojem, jak obnovit
translaci funkéniho proteinu. Toho muZe byt docileno napfiklad stimulaci chemickymi
slou¢eninami, jako jsou aminoglykosidy. Prvnim dlkazem byl efekt streptomycinu na napravu
chybného fenotypu zplsobeného nefunkénim genotypem u E. coli (Gorini & Kataja, 1964). Dalsim
prikladem je gentamicin a jeho schopnost suprese PTC v sekvenci genu kdédujici transmembranovy
protein (CTFR), jehoZ mutantni forma je odpovédnd za onemocnéni cystickou fibrézou
(Bedwell et al., 1997). Aplikace aminoglykosidli pfi Ié¢bé onemocnéni, které je zplsobené
pritomnosti PTC se zda slibnym pfistupem, oviem ma svd omezeni. Aminoglykosidy jsou schopné
interakce s dekddovacim centrem ribozomu a tim snizuji naroky na sekvenéni identitu kodon-
antikodonové interakce a ndsledného procéteni stop kodonové sekvence (obr.4)

(O’Sullivan et al., 2018).

Slouceniny
stimulujici procteni

a B stop kodonu

5 mRNA 3’ 5 mRNA ‘:}é‘i} 3’

PTC = NTC PTC m NTC
Pfedcasna terminace Pfirozena
terminace

Protein o spravné
Zkraceny protein

délce

Obrazek 4. Mechanismus proéitani stop kodonu indukované aminoglykosidy. Vazba terminacniho
faktoru (eRF1) a (eRF3) na predcasnd terminacni kodon (PTC) — predc¢asnd terminace, vznik zkrdceného
proteinu; B) Pritomnost sloucenin stimulujicich procteni stop kodonu — vazba blizce pribuzné tRNA (nc-
tRNA), prirozend terminace, vznik proteinu o sprdavné délce (Dabrowski et al., 2018)
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5 Supresorova tRNA
Univerzalni geneticky kdd obsahuje signalni sekvence k ukonceni syntézy polypeptidového retézce tzv.
stop kodony (UAA,UAG,UGA). BéZné tedy Zivé systémy pti expresi své genetické informace vyuzivaji
tyto sekvence k terminaci translace nové syntetizovaného proteinu. Napfi¢ organismy ovsem dochazi
k procesu, kdy jsou tyto terminacni kodony rozeznavany tzv. supresorovymi tRNA (sup-tRNA). Tyto
RNA jsou schopné diky své plné komplementarité inkorporace na stop kodon, a diky tomu mze také
dochdzet kjiz zminénému procitani stop kodonu, které je velmi efektivni. V burice se mohou
vyskytovat prirozené (pfirozené supresorové tRNA), nebo vznikat na zakladé mutaci v genu, ktery
danou tRNA kéduje. K této mutaci dochdzi obvykle v oblasti antikodonu bézné tRNA nebo v jeho

blizkosti. Na zdkladé pozice a stupné této modifikace dochazi k procitani stop kodonu

(Bouadloun et al., 1986).

Jedna z prvnich izolovanych supresorovych tRNA byla nalezena v listech tabaku a u dospélcl
Drosophila melanogaster. Tento objev byl uskuteénén na zakladé experimentl provadénych v lyzatech
retikulocytll a v oocytech Xenopus laevis, kde bylo pozorovano procteni stop kodonu UAG pomoci sup-
tRNA™" (Bienz & Kubli, 1981, Beier et al., 1984; Beier & Grimm, 2002). Zajimavosti je, ze tato tRNA
izolovana z dospélcli D. melanogaster obsahuje rozdilné modifikace bazi antikodonu, podle toho
z jakého vyvojového stadia Drosophily byla dana sup-tRNA izolovana (White et al., 1973; Bienz & Kubli,
1981). Konkrétné u dospélct byly izolovany izoakceptorové tRNA™ s antikodonovou sekvenci
GWA/QWA, tedy s modifikaci pseudouridinu (W) na druhé pozici v antikodonu (obr. 5) (Bienz & Kubli,
1981; Beier & Grimm, 2002). TéZ bylo ukazano, e tRNA™ s modifikaci QWA v antikodonu neni schopnd
inkorporace na UAG stop kodon, oproti tomu tRNA™ s modifikaci GWA v antikodonu je schopnd
inkorporace na UAG stop kodon (Bienz & Kubli, 1981; Beier & Grimm, 2002). Pseudouridin se ucastni
vazby s adeninem (v ramci antikodonu) stejné ochotné jako v plvodni vazbé s uracilem. Rozdil je zde
ve vodikové vazbé mezi W - A, diky které dochazi pravdépodobné k lepsi stabilizaci kodon-antikodonové
interakce (Griffey et al., 1985). Mezi dalSi popsané sup-tRNA schopné inkorporace na UGA stop kodon
patfi napF. tRNA™, tRNAA® nebo tRNA®* (Feng et al., 1990). Fearon et al. rovnéZ popsal na zakladé
experimentl sledujicich terminaci translace proteinu Ste6 v kvasinkach, tryptofanovou, lysinovou a

tyrosinovou tRNA, které jsou schopné inkorporace na stop kodon UAG (Fearon et al., 1994).
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Obrazek 5. Nukleotidova sekvence cytoplasmatické tRNA™" z Drosophila melanogaster.

(m'G, 1-methylguanosin; m?G, N*>-methylguanosin; m?2G, N?>,N*>-dimethylguanosin; m’G, 7-methylguanosin; m*A,
1-methyladenosin; W, pseudouridin; T, ribosylthymin; Q, queuosin; D, dihydrouridin; Um, 2’-O-methyluridin)
(Beier, 2001).

5.1 MozZné vyuziti sup-tRNA v terapii

V kapitole 4.1.3 byl popsan vliv pfed¢asnych terminacnich kodon( (PTC) na translaci proteind, jejich
spojeni s Cetnymi onemocnénimi a cileni terapie na stimulaci procitani téchto PTC. V tomto kontextu
je snaha o uplatnéni i dosavadnich znalosti o vlastnostech sup-tRNA. Jak jiz bylo diskutovano v Uvodu
této kapitoly, sup-tRNA jsou schopné inkorporace na stop kodon a tim by mohly napomoci procteni
PTC, ¢imZz by nedochdzelo k degradaci mRNA skrze ,nonsense-mediated mRNA decay” (NMD).
Metoda, ktera mlze slouzit k zachrané funkce gent obsahujicich PTC, vyuZiva specialné modifikované
sup-tRNA (ACE-tRNA). Tato ACE-tRNA je modifikovana tak, aby interagovala s konkrétni endogenni
aminoacyl-tRNA syntetdzou (aaRS) pro pfifazeni poZzadované aminokyseliny. Dale obsahuje modifikace
v antikodonové smycce sup-tRNA, aby byla schopna inkorporace na dany PTC (Lueck et al., 2019).
Mezi prvni studie vlivu sup-tRNA na procteni PTC patfi obnoveni syntézy B-globinového retézce, ktery

neni plné syntetizovan u pacientd trpicich B-talasemii (Temple et al., 1982).

Mezi dalsi moZnosti prindSejici specifické vlastnosti sup-tRNA patfi expanze genetického kddu
prostfednictvim inkorporace nekanonickych aminokyselin do vznikajictho polypeptidového fetézce.
Tohoto je dosazeno zavedenim nové tzv. ortogonalni aminoacyl-tRNA syntetazy (0-aaRS), specifické
pro danou nekanonickou aminokyselinu a danou ortogonalni sup-tRNA (o-tRNA) (obr. 6) (Young et al.,
2009; Porter et al., 2021). Pojem ortogonalni se zde zavadi z dlivodu, Ze 0-aaRS neinteraguje s jinou

endogenni tRNA a ani o-tRNA neinteraguje s jinou endogenni aaRS.
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Obrazek 6. Sup-tRNA a jeji vyuziti v translaci. A) expanze genetického kddu za vyuZiti nekanonické
aminokyseliny a ortogondlniho pdru (o-aaRS/o-tRNA); B) Syntéza neupiného proteinu v disledku PTC; C)
Procitani PTC uméle navrZenou sup-tRNA a syntéza proteinu o spravné délce (Porter et al., 2021).
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tRNA jako hlavni regulaéni komponenta

6 Transferova-mediatorova RNA (tmRNA)

Jak je zjevné, translace je velice komplikovany proces, ktery v bunice probihd po celou dobu jeji
existence. Je tedy jasné, Ze pti takto ndrocném procesu muzZe dochazet k chybam, ale ne vZdy jsou
buriky v téchto situacich bezradné. BEhem evoluce si buriky vytvofily mechanismy, diky kterym jsou
schopné se s témito situacemi vyporadat. V této praci jiz byly popsany priklady, jak burika pfistupuje
k tomu, kdyz chce terminaci translace predejit. V této Casti prace bude predstaveno, jak se konkrétné
bakteridlni burika vyporadava s déjem, kdy naopak k terminaci translace nedochazi a je nutné ji ukonéit

jinak neZ kanonickou cestou.

V pfipadé, kdy béhem terminace nedochdzi krozpoznani terminacni sekvence komplexem
ribozomu, bakteridlni bunka rekrutuje tzv. transferovou-mediatorovou tRNA (tmRNA), ktera

napomahad pokracujici syntézu proteinu ukondit a nové vznikly nefunkéni protein urcit k degradaci.

6.1 tm-RNA v komplexu s ribozomem

Translatujici ribozom, ktery dosahne 3’konce mRNA bez ukonceni translace, tvori tzv. ,non-stop”
komplex. Takto “uvéznény” ribozom podléha mechanismu trans-translace, kterd ma za ucel kontrolu
kvality proteosyntézy (Keiler et al., 1996). V tomto procesu vystupuji dva hlavni hraci - tmRNA (chiméra
mediatorové RNA a transferové RNA majici vlastnosti obou téchto molekul) a maly protein B (SmpB).
Pokud by u bakterii ktomuto reparacnimu procesu nedochazelo, ribozomy by nemohly byt
recyklovany a znovu pouZity pfi iniciaci translace. Nasledkem by bylo toxické hromadéni nefunkénich
proteind, které by mohlo vést az k usmrceni buriky.

Struktura tmRNA u E. coli se sklada z nékolika domén (obr. 7). Prvni doménou je struktura
mimikujici tRNA — TLD doména. Tato doména napodobuje kanonickou tRNA*?, kterd je rozeznana
alanyl-tRNA syntetdzou a miZe tedy na ni vazat aminokyselinu alanin. Oviem oproti kanonické tRNA*"?,
TLD postrada antikodonovou smycku a je ve vazbé s proteinem SmpB. (Fu et al.,, 2011). Druhou
doménou je struktura podobna mRNA — MLD doména, kterd nese signalni informaci pro oznaceni
proteinu k degradaci. MLD a TLD doména jsou propojeny pres Ctyfi pseudoknoty oznacené PK1 — PK4

(Fu et al., 2011).
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Obrazek 7. Sekundarni struktura tmRNA E. coli.; TLD: tRNA doména; PK1-4: psudoknoty 1-4; ORF-hp (MLD):
vldsenka otevieného cteciho ramce; znacky 1-12 vedle sroubovic odkazuji na standardni ¢islovdni (Fu et al., 2011).

Aminoacyl tRNA spolecné s proteinem SmpB vazou EF-Tu faktor a nasledné dochazi k vazbé v
A-misté ribozomu. Po akomodaci tmRNA a SmpB je prostfednictvim peptidyl-transferazové reakce
prenesen nové syntetizovany polypeptid na alanin nesouci TLD doménu. Nasledné elongacni faktor
EF-G translokuje komplex tmRNA-SmpB z A mista do P mista ribozomu (Ramrath et al., 2012). Poté co
dojde k translokaci, ribozom vyméni plvodni mRNA za sekvenci MLD domény tmRNA a dosyntetizuje
nové vznikajici polypetid, dle ¢teciho ramce obsazeného v této doméné. Tento krok zajisti Zadouci
terminaci translace skrze stop kodonovou sekvenci a zacili vznikly protein k degradaci (obr 8.)
(Ramrath et al., 2012). Jakym zpUsobem ribozom vyméni plvodni mRNA sekvenci za sekvenci
obsazenou v tmRNA, z{stava jednim z hlavnich cild studie trans-translace. Ukazuje se, Ze duleZitou

slozkou tohoto procesu je interakce mezi SmpB proteinem a nukleotidy, leZicim upstream od sekvence

kodonu MLD domény (Fu et al., 2011).
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Obrazek 8. Schéma trans-translaéniho procesu. Ribozom rozpozndvd komplex tvofeny tmRNA, proteinem SmpB
a EF-Tu a dochdzi k vazbé do prdazdného A-mista. Po akomodaci EF-Tu opusti ribozom a dojde skrze peptidy-
transferdzovou reakci k prenosu polypeptidu na tmRNA. Poté je tmRNA spolecné s SmpB translokovdna do P-
mista ribozomu, zatimco Cteci rdmec translace je prfesmérovdn na otevieny Cteci ramec (ORF) tmRNA. Translace
pokracuje, dokud ribozom nedosdhne terminacni sekvence stop kodonu v (ORF) tmRNA. Ndsleduje ukonceni

translace, pfi niZ se uvolni znaceny polypeptid k degradaci a ribozom se recykluje (Fu et al., 2011).
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7 Struktury podobné molekule tRNA

V predchozi kapitole byla posana tmRNA, kterd disponuje vlastnostmi jak tRNA tak i mRNA molekuly.
Neni to ale jediny pfipad kdy se setkdvame se schopnosti molekuly mimkovat zndme molekularni
struktury. V roce 1970 byla objevena struktura podobna molekule tRNA u viru Zluté mozaiky (TYMV)
izolovaného z ¢inského zeli (Brassica chinensis) (Pinck et al., 1970). V této studii bylo ukazano, ze TLS
mUiZe byt aminoacylovana aminoacyl-tRNA syntetdzou nesouci valin (Pinck et al., 1970). O nékolik
dekad pozdéji experimenty s témito jednovlaknovymi pozitivnimi RNA viry (ss RNA (+)), jakym je i
TYMV, pfribliZily strukturu TLS a osvétlily jeji ucast na replikaci virového genomu RNA. Struktury
podobné tRNA byly obejveny i u dalSich organism( vcetné savcli. Mezi jejich funkce patfi regulace
replikace RNA, zesileni translace a Ucast na interakci s RNA vazebnymi proteiny. TLS jsou schopné
interakce s enzymy specifickymi pro interakci s tRNA napf. RNase P nebo CCA nukleotidyltransferazou

a jsou schopné ucastnit se tvorby ternarniho komplexu s elongaénim faktorem a GTP.

Jak jiz bylo vysvétleno, TLS jsou svoji strukturou podobné molekule tRNA. Nachazi se zde ovsem
nékolik odliSnosti na drovni intramolekularnich interakci (Colussi et al., 2014). Viry vyuZivaji TLS
k mnoha odliSnym funkcim, v kterych se Ucastni vazeb s molekulami rozlicnych forem a vlastnosti a
tuto schopnost interakce jim umoznuje pravé jejich unikatni struktura. TLS od tRNA prevzala pro ni
typickou 3D strukturu ve tvaru pismena L, aminoacylové rameno a antikodonovou smycku. Tyto
strukturni podobnosti umoZnuji TLS interagovat senzymy specifickymi pro reakce stRNA a
v neposledni fadé napomahaji k interakci s ribozomem. Virus Zluté mozaiky neni ale jediny celedi
Bromoviridae, ktery TLS uplatriuje v replikacnim cyklu. Tento fenomén byl nalezen i u dalsich zastupcl
této Celedi. (Barends et al., 2004). U bakterii byly nalezeny TLS, které reguluji expresi aminoacyl-tRNA
syntetazy (aaRS). Prikladem je MetRS, jejiz genova sekvence obsahuje alternativni ¢teci ramec kédujici
tRNAMet strukturu a pFi vazb&é MetRS na tuto sekvenci dochazi krepresi vlastni exprese

(Dardel et al., 1991).

7.1 Struktura TLS viru Zluté mozaiky

Sekvence 3'neprekladané oblasti (3"UTR) je viry aktivné vyuZivana béhem jejich replika¢niho cyklu. U
viru Zluté mozaiky se v této 3"UTR oblasti nachazi, jiz zminéna sekvence TLS. V této podkapitole si

kratce predstavime konkrétni strukturu TYMV-TLS a jeji vliv na proces aminoacylace, kterych se tGc¢astni.

TYMV-TLS se sklada z nékolika domén a zaujima konformaci podobnou 3D sktrukture tRNA ve
tvaru pismene L. Nese aminoacylovou doménu, antikodonovou smycku, T- smycku a D-smycku. Stejné
jako kanonicka tRNA i molekula TLS md schopnost aminoacylace. Vazba s aminokyselinou je u

kanonické tRNA uskutecriovana na misté, kde mezi sebou paruje 5’a 3’konec tRNA molekuly. V pfipadé
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TLS nedochazi k parovani obou koncl, dana aminokyselina se vaZze pouze na volny 3’konec molekuly,
zatimco 5’konec je spojen se zbytkem virového genomu (Ganser et al., 2014). Tato struktura TLS tvofi
na 3’konci formu pseudoknotu a nese téZ oznaceni upstream pseudoknotova doména (UPD) (Obr. 9b)
(Matsuda & Dreher, 2004). Sekvence na 5’konci TLS formuje tzv. ,linchpin®, kterd ma stabilizovat

celkovou strukturu TLS (Obr. 9d) (Colussi et al., 2014).

(a) 3 (b) 3
5 A Stem Pseudoknot
& VL T Loop VL T Loop
D Loop oop D Loop oop
AC Loop AC Loop
(c)
T Loop A Ste m T Loop Pseudoknot
|
D Loop D Loop I
ILlnchv
V Loop Loop
AC Loop AC Loop

Obrazek 9. Sekundarni struktura tRNA (a,c) a TYMV TLS (b,d) (Colussi et al., 2014).

Poslednich 82 nt TYMV virového genomu bylo oznaceno jako ,,core” TLS. Pfedmétem jedné ze studii
bylo, ukazat vliv okolni 5’a 3’sekvence na aminoacylaci TLS (Hammond et al., 2010). Pro experimenty
byly pfipraveny konstrukty TYMV-TLS, které obsahovaly sekvenci dlouhou 82 nt tzv. ,core” a sekvenci
o velikosti 82 nt ,,core” doplnénou o délku 4 nt (TYMVUUAG TLS) smérem 5 upstream. Ukazalo se, Ze
takto prodlouzena sekvence (TYMVUUAG TLS), zvysuje Gcinnost aminoacylace o 25% v porovnani s 82
nt dlouhou verzi TLS (Hammond et al., 2010). Treti konstrukt byl prodlouzen o UPD doménu, ktera
zahrnuje celou 3’oblast TLS (TYMVUPD TLS). Takto pfipraveny konstrukt dokazal 5x zvysit ucinnost
aminoacylace neZz ukazaly vysledky se strukturou obsahujici pouze sekvenci ,core” TLS
(obr.10) (Hammond et al., 2010). Dale byla prokazana role 3 oblasti ve stabilizace ,,core” TLS. Tato
oblast se Ucastni interakce s valin aminoacyl-tRNA syntetazou, a tim se ukazuje i celkovy vliv na Gcinek

aminoacylace (Hammond et al., 2010). Na zakladé téchto vysledkl dosli k zavéru, Ze stabilizace ,,core”
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které je odpovédné za interakci s aaRS, zvySuje ucinnost aminoacylace a tim zastava klicovou roli

béhem virové replikace (Hammond et al., 2010).

A

A. thalianatRNA  TYMVOG TLS TYMVUUAG TLS TYMVUPD TLS

TR

Uéinnost aminoacylace

100.0% 42.2% 67.3% 190.1%

Obrazek 10. Aminoacylace tRNAY?' a TYMV TLS konstrukty. A, Schématickd reprezentace jednotlivych struktur
a jim odpovidajici ucinnost aminoacylace; B, nativni elektroforeticky gel RNA reprezentujici pritomnost

jednotlivych TLS (Hammond et al., 2010).

7.2 TYMV-TLS uUcast v translaci

Genom TYMV kdéduje tfi proteiny s pfekryvajicim se ¢tecim rdmcem, které jsou potiebné k jeho
replikacnimu cyklu. Pfi translaci druhého ztéchto proteinl, polyproteinu (PP), TYMV vyuZiva
mechanismu TLS na 3’konci jeho vlastniho genomu. Pro preklad PP je nutna iniciace interni translace,
uskutecnéna vazbou TLS na start kodon tohoto proteinu a ndsledna pseudotranslokace, ¢imz ribozom
dokonci syntézu polyproteinu (Barends et al., 2003). Jind studie ukdzala, Ze iniciace translace
polyproteinu probiha spiSe ,leaky scanning” mechanismem. V takovém pfipadé nedojde k zahajeni
tranlsace na prvnim start kodonu, ale dochazi k iniciaci translace na vzdalenéjsim start kodonu mRNA
skvence (Matsuda, 2006). Mechanismus, jakym se TYMV-TLS Ucastni translace, neni dnes zcela znamy
a zUstava prednim zdjmem vyzkumu cileného na viry obsahujici TLS. Vyzkum je soustfedén i na viry
Zivocisné, téz obsahujici tyto sekvence napf. RNA mengovirus, infikujici mysi (Salomon & Littauer,

1974).
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8 Fragmenty odvozené od tRNA (tRF)

Jednou z kategorii regulacnich nekédujicich tRNA zastavaji fragmenty odvozené od tRNA (tRF), které
nalézdme ve vSech 3 doménach Zivota. Regulace zahrnujici tRF jsou casto aktivovany béhem
nadorovych onemocnéni, ¢i stresem indukovanych onemocnéni. Jejich prekurzorem muze byt
molekula pre-tRNA, ¢i maturovana tRNA. MlzZeme klasifikovat nékolik typ( tRF, na zakladé jejich
velikosti a plvodni sekvence od které jsou odvozeny (tRF-1, tRF-2, tRF-3, tRF-5, and i-tRF) (obr. 11)
(zhu et al., 2020). Mohou se Ucastnit jak postranskripcni regulace, tak regulovat syntézu protein( na
urovni translace. Jiné tRF se mohu napfiklad Ucastnit regulace bunééného cyklu ¢i nervové soustavy na
bunécné Urovni. Zasadni role tRF predevsim spociva v jejich terapeutickém vyuziti. Vyzkum vyuzZiti tRF
v klinické praxi se soustfedi predevsim na jejich uziti v oblasti terapie rakoviny a neurologickych

onemocnéni.
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Obrazek 11. Biogeneze fragmentl (tRF). tRF na zdkladé charakteristiky disponuji rozdilnou délkou. Barvy
oznacuji plvodni sekvenci, od které jsou odvozeny. Zelend oznacuje intron pfitomny u nékterych tRNA (Zhu et al.,
2020).
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8.1 Stresem indukované tRF (tiRNA)
Bunécna odpovéd na stres je pro preZiti bunky esencialni faktor. Rozeznavame nékolik typU stresu,

podle kterych burika spousti patticné regulacni drahy, které rekrutuji odpovidajici komponenty. Ve
stresujicich podminkach dochazi ke generovani stresem indukovanych tRF (tiRNA) Ucastnici se stresové
odpovédi. Takto vzniklé tiRNA jsou produktem ¢asti sestfizené maturované tRNA. V savcich burkach
dochazi k vysttizeni tiRNA z maturované tRNA, z oblasti antikodonové smycky, které je katalyzovano
specifickym enzymem angiogeninem (ANG), patficim mezi RNdzy A (Fu et al., 2009). Je mozZné, Ze
k sestfihu dochazi i za pomoci jinych RNaz indukovanych stresem. Tato oblast vyzkumu vyZzaduje jesté

blizsi nahled na celkovy mechanismus sestfihu a formace tiRNA.

8.1.1 tiRNA ainiciacni faktor elF2a
Dalsim krokem kterym se eukaryotickd bunka vyporddava se stresovymi podminkami, je inhibice

translace pomoci fosforylace iniciacniho faktoru elF2a. Fosforylace elF2a je béZnou soucdsti stresové
odpovédi napfi¢ eukaryoty (Knutsen et al., 2015). Jedna ze studii se zaméfila na roli tiRNA béhem
fosforylace elF2a v mysich fibroblastech (Yamasaki et al., 2009). Na zakladé vysledk( této studie dosli
k zavéru, Ze tiRNA se neucastni aktivace fosforylace elF2a, oproti tomu bylo pozorovano, Ze elF2a
muZe snizit indukci tiRNA (Yamasaki et al., 2009). Dale bylo zjisténo, Ze tiRNA jsou schopné inhibovat
proteosyntézu nezavisle na fosforylaci elF2a (lvanov et al., 2011). V souladu s timto bylo totiz ukazano,
Ze tiRNA jsou schopné inhibovat iniciaci translace skrze odstranéni kvasinkového inicia¢niho faktoru
elF4G z preinicia¢niho komplexu. Vytésnéni elF4G z mRNA obsahujici 5° ¢epi¢ku vede i k malému
vytésnéniiniciacniho faktoru elFAE. Je tedy mozné, Ze konformacni zména elFA4G mUzZe zpUsobit snizeni

afinity elF4E k 5'¢epicce mRNA a tim mlze dochazet k inhibici tranlsace (lvanov et al., 2011).
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9 Misacylace specifickych non-methionyl tRNA

Béhem translace dochazi k pfifazeni aminokyseliny k odpovidajici molekule tRNA. V tomto kroku ma
klicovou ulohu aminoacyl-tRNA syntetdza (aaRS), ktera zprostfedkovava vazbu mezi aminokyselinou a
tRNA obsahujici antikodonovou sekvenci odpovidajici dané aminokyseliné. Tato aktivita predstavuje
zcela esencidlni souc¢dast proteosyntézy i celkového chodu buriky. Ackoli role aaRS se zda byt jasna, tak
za urcitych podminek mize burnka profitovat z misacylace tRNA, kdy dochazi kvazbé jiné

aminokyseliny na danou tRNA nezZ té kanoncké.

Napriklad béhem oxidativniho stresu dochazi v sav€ich burikach k pfifazeni methioninu na jinou
tRNA, ktera nenese odpovidajici UAC antikodon. Experimentdlné bylo zjisténo, ze k tomu dochazi
v pfipadé, kdy je methionyl-tRNA syntetdza fosforylovana na Ser209 a Ser825. K této fosforylaci
dochdzi na zdkladé extraceluldrniho signdlu zpuUsobeného reaktivnimi formami kysliku. Takto
fosoforylovand Met-tRNA syntetdza vykazuje sniZzenou afinitu k tRNAM® a naopak zvy$enou afinitu
k ostatnim tRNA, coZ md za nasledek misacylaci tRNAM®t a v disledku syntézu proteini obsahujicich
sekvenci s vysokym mnozZstvi methioninu. Ukazalo se, Ze tato regulace v koneéném dusledku vede

k mensimu poskozeni buriky a ke sniZeni hladiny reaktivnich forem kysliku (obr. 12) (Lee et al., 2014).

Funkce Met-tRNA syntetazy za Mismethionylace béhem oxidativniho stresu
normalnich podminek
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Obrazek 12. Schématicky model mismethionylace b&hem oxidativniho stresu. MRS - methionyl-tRNA

syntetdza,; ERK- kyndza fosoforylujici MRS (Lee et al., 2014)
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Mechanismus mismethionylace pozorujeme i u bakterialnich systému. Studie ukazaly, Ze zasadnim
elementem, diky kterému dokiZe Met-tRNA syntetdza ,nabijet” jiné tRNA neZ tRNAMe, je
antikodonova sekvence. Byly sledovany dvé tRNA v E. coli G&astnici se mismethionylace, a to tRNA™ a
tRNAA®, V ramci experimentu byla mutovéna sekvence antikodonu obou téchto tRNA a nésledné
sledovan efekt na ucinnost mismethionylace. Bylo zjisténo, Ze v pfipadé zdmény sekvence antikodonu
tRNA™ z CGU na GGU a tRNA*®z CCU na ACG (obr. 12), nedochdazelo k mismethionylaci viibec. Diky
témto vysledklm je patrné, Zze sekvence antikodonu je zadsadnim elementem pro schopnost misacylace

Met-tRNA syntetdzy (Jones et al., 2011).

c
u
CeU
The{CGU-GGLU) l l
AGICCUACG) A G
i A
The £
RNAD tRNA s
A A
c c
c c
A A
G=C G—-C
C=G o
G=C -
A=l -G
iz
- usa o us a
1G U - e
r“'L A?Li,c?n AR < A y ?AU ?llﬁr?
3 [ 3 Uy GGAGG,, ©
G, AGAGG Chg H o ae v Uy
- —cAn AyA :
—cAg =
Sd C=G
u’ A =
u A c A
al u A
il

ThriGGU=CGU) €
Arg[ACGCCU) € U

Obrazek 12. Sekvence tRNA™ a tRNA”'® antikodonu. Porovndni struktury mismethionylovanych tRNA™ o
tRNA*9, Cervend a modrd barva znadi sekvennéni odlisnost (Jones et al., 2011).
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10 Zaver
Primarni Uloha tRNA v translaci spociva v jeji schopnosti pripojovat aminokyseliny do vznikajiciho
proteinového retézce na zakladé kodon-antikodonové interakce. Diky této interakci je burika schopna
prekladu své genetické informace. Béhem iniciace translace dochazi k vazbé inicia¢ni tRNA pfimo do
P-mista ribozomu, kde mliZe dochazet k mensi presnosti kodon-antikodonové vazby oproti vazbé v A-
misté ribozomu, kde jsou kladeny vétsi naroky na presnost interakce mezi tRNA a sekvenci kodonu
mRNA molekuly. Diky tomu je schopna inicia¢ni tRNA interagovat s vice antikodony a zapodit tak
syntézu i z jiného start kodonu nez AUG. Burika je tedy schopna za urcitych podminek zapodit translaci
na nekanonickém start kodonu a tim rozsifit variabilitu translatovanych produktd. Témito podminkami
mUze byt naptiklad bunécny stres. Nespravna regulace iniciace translace z nekanonického start kodonu
Casto vede k nddorovému bujeni ¢i neurodegenerativhim onemocnénim, proto zlstava i nadale

v zajmu dnesniho vyzkumu.

Do vznikajiciho polypeptidu jsou pomoci tRNA zaclefiovany aminokyseliny v pofadi, které urcuje
mRNA sekvence procitana ribozomem. Bunky jsou schopné specifické regulace, kdy z jedné mRNA
muZe vzniknout vice odlisSnych produktll a to napf. zménou c¢teciho ramce. V takovém pripadé muze
dojit k vazbé tRNA na antikodon, ktery neni primarné urceny pro vazbu s danou tRNA a to tim, ze se
tRNA posune po mRNA sekvenci o jeden az dva nukleotidy, coZz umoziuje variabilitu vznikajicich

polypeptidd.

Vazba dané aminokyseliny na tRNA zavisi do jisté miry na jeji antikodonové sekvenci, kterou, spolecné
s tRNA kostrou, rozeznavaji specifické amimoacyl tRNA syntetazy. Za nékterych podminek avsak mize
dochazet k dalSimu procesu, ktery zvySuje variabilitu proteomu, tzv. misacylaci. Napfiklad béhem
oxidativniho stresu miiZze byt methionin napojovan na tRNA, ktera nenese odpovidajici antikodonovou
sekvenci, a tim dochazi k vzniku proteinl s odliSnou aminokyselinovou sekvenci, nez ktera je zapsana

v primarni sekvenci genu kddujici patfi¢ny protein.

Diky specifickym vlastnostem tRNA je burika rovnéz schopna obejit vlastni terminaci translace a to
skrz vazbu nékterych tRNA na terminacni sekvenci stop kodonu (této vazby se konkrétné ucastni
supresorova nebo blizce pfibuznd tRNA), ¢imz dochazi k procteni stop kodonu. Zasadni vliv na
schopnost tRNA procitat dany stop kodon nese jiz potencial sekvence samotného stop kodonu, ale i
sekvencni struktura tRNA. Toto uplatnéni tRNA pfi procitani stop kodonu ma velky potencial v terapii
predcasnych terminacnich kodonl, které jsou odpovédné za pomérné velky pocet dédi¢nych

onemocnéni.
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Molekula tRNA je schopna tcastnit se bunécnych regulacnich procest i v jinych formach, nez je jeji
nejznaméjsi forma jetelového listu. Jednim z téchto prikladi je transferova-mediatorova RNA (tmRNA),
diky které je bakterialni burika schopna ukoncit translaci, pokud k terminaci pfirozené nedochazi.
Nejen bakterie, ale i viry vyuZivaji specifické struktury a funkce tRNA. Napf. viry obsahuji sekvenci
obsaZenou v jejich RNA genomu, ktera je soucasti 5" koncl nékterych virovych mRNA, a je schopna
napodobit strukturu tRNA. Takto pak interaguje se start kodonem na zacatku sekvence kddujici vlastni
virovy protein na téze mRNA, ¢imZ zahadji v burice translaci virového genomu. BEhem nadorovych ¢i
stresem indukovanych onemocnéni burika mizZe rovnéz vyuzivat tzv. fragment(i odvozenych od tRNA
molekuly. Tyto fragmenty, vznikajici sestfizenim pre-tRNA ¢i maturované tRNA, jsou burikou at uz
prostfednictvim regulace translace nebo zcela mimo ni vyuZivany napf. pro umléeni transpozond,
regulaci bunécného cyklu a dalsich. Pole plsobnosti tRNA je tedy necekané verzatilni a dalsi vyzkum

nas jisté jesté velmi prekvapi.
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