ABSTRAKT

Transferové RNA (tRNA) predstavuji nepostradatelnou soucast tvorby proteind, které béhem
elongace privadéji aminokyseliny na A-misto ribozomu. Pravidla, kterymi se fidi spravna shoda
mezi antikodonem tRNA a kodonem mRNA v A-misté, jsou stanovena genetickym kddem.
Konkrétn¢ kod definuje, ze 61 kodonl je rozpoznavano tRNA a 3 stop kodony oznacujici
ukonceni translace jsou rozpoznavany uvoliiovacim faktorem. Za urcitych okolnosti vSak muze
byt stop kodon rozeznan tzv. near-cognate (nebo cognate) tRNA a translace pokracuje dale.
Tento proces, nazyvany procitani stop kodonu, miize byt pfinosny pro terapii dédi¢nych
genetickych onemocnéni zptisobenych piedcasnymi termina¢nimi kodony (PTC) a také je
klicovy pro organismy s pietfazovanim identity stop kodonu na kodon kédujici aminokyselinu.

V této préci ukazuji, Ze krom¢ samotného antikodonu, antikodonové rameno dvou
rtiznych near-cognate tRNA, jmenovité kvasinkové tRNA"cyg a tRNAT™cca Blastocrithidie
nonstop, je rozhodujici pro jejich potencial procist stop kodony. Konkrétné¢ demonstruji, ze
kvasinkova tRNA®"cyg spoléha na specificky par bazi pyrimidin 28 : purin 42, predstavujici
&tvrty par v jeho antikodonovém rameni (piesndji fe¢eno, ve stopce), zatimco tRNA™cca B.
nonstop ziskala mutaci, ktera zptsobila zkraceni jeho antikodonové stopky z kanonickych 5 na
4 pary bazi, tj. paty par se jiz netvoii. Navic ukazuji, Ze se u B. nonstop vyvinula zkracena forma
tRNAT™cca spolu s eRF1 s oslabenou funkci rozpoznavani UGA v disledku specifické
substituce jednoho z jeho konzervovanych rezidui, aby ji spole€né¢ umozZnili ptetazovat stop
kodony UGA, které jsou hojné¢ zastoupeny v jejim jaderném genomu, na aminokyselinu Trp. V
naSem kolaborativnim c¢lanku jsme popsali také dal$i molekuldrni mechanismy, které B.
nonstop pouziva, aby se vyrovnala s nezddoucim, ale naprosto fascinujicim vyskytem vSech
stop kodontll ve svém jaderném genomu.

Kromé¢ toho jsem zkoumanim ulohy malych ribozomalnich proteinti tvoficich
dekodovaci misto pii procitani stop kodonu zjistila, Ze specificky N-koncovy zbytek eS30
podporuje umisténi obou vyse uvedenych tRNA v A-misté ribozomu obsazeném prislusnymi
stop kodony a to pravdépodobné kontaktem s horni ¢asti jejich antikodonového ramene. Dale
jsem také odhalila, Ze N-konec proteinu eS25 specificky podporuje procitani stop kodonu jiné
near-cognate tRNATY". Uvedené vysledky navrhuji, Zze kromé& dllezitych dekdédovacich
interakei stabilizujicich duplex kodon:antikodon mohou nékteré near-cognate tRNA ziskat dalsi

stabilizacni podporu bc¢hem pfirozené se vyskytujiciho dekddovéani stop kodonu diky



specifickym interakcim, které se pfechodné vytvaieji mezi jejich t€lem a malymi ribozomalnimi
proteiny a které maji zdsadni vliv na jejich zvySenou schopnost procist stop kodon.

Podilela jsem se také na vyvoji screeningového testu pro stanoveni miry proc¢itani stop
kodonu, ktery jsme pouzili k identifikaci vSech u¢innych kvasinkovych tRNA indukujicich
procitani a k urceni jejich interakce s rtiznymi faktory modulujicimi procitani.

Tato prace proto nejenze piinasi nové poznatky o procitani stop kodonu, ale miize také
prispét k navrhu tRNA se zvysenou efektivitou procteni stop kodonu pro potencidlni vyuziti v

PTC terapii.



