molekularni biologie —

Nonstop

trypanozoma

CESKY BICIKOVEC

SE ZMENENYM GENETICKYM KODEM

Pro¢ se bi¢ikovec, nami pojmenovany

Blastocrithidia nonstop, tak velmi dramaticky
odklonil od univerzalniho genetického kédu?
K éemu mtze byt obskurnimu prvokovi takova
odchylka uziteéna? A jaké mlze mit novy

poznatek dusledky pro élovéka?

text JULIUS LUKES, ZDENEK PARIS
a LEOS SHIVAYA VALASEK

VSICHNI SE SHODNEME, 7e dub se
vyrazné lisi od bakterie a zadny z nich se
ani v nejmensim nepodoba viru ¢i Zralokovi.
Presto maji tyto a dalsi formy Zivota, tolik
odlisné svym vzhledem, néco spole¢ného.
Touto dobfe skrytou spole¢nou vlastnosti je
stejny (a proto oznacovany jako univerzalni)
geneticky koéd. Lze ho charakterizovat jako
soubor pravidel prevadéjicich genetickou
informaci z DNA do proteint (neboli bilko-
vin), které urcuji vzhled a funkce daného
organismu.

UNIVERZALNI GENETICKY KOD
DNA je znama zkratka pro deoxyribonu-
kleovou kyselinu, kterou ma kazdy orga-
nismus na nasi planeté uloZenou v jadie
svych bunék a kterou si mizeme piedstavit
jako tlustou encyklopedii, obsahujici misto
jednotlivych hesel tzv. geny. Geny jsou jasné
vymezené tiseky DNA, z nichZ kazdy nese
presnou informaci pro konkrétni protein,
zapsanou jako specifické heslo podle univer-
zalniho genetického kédu. Napiiklad lidska
DNA by svoji délkou ve vytisténé formé za-
plnila 400 dilti Encyclopaedie Britannica (viz
ramecek), kterych je ve skute¢nosti jen 32.
Geny kédované v DNA jsou piepsany do
mRNA a geneticka informace je pienesena
z jadra do cytoplazmy, kde se setkava
s tovarnou na proteiny zvanou ribozom
(obr. 1). To je skute¢na vyrobni linka bunék,
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jinymi slovy genialné elegantni moleku-
larni dekodér. Pravé na ném probiha slozité
pievedeni ¢tyfpismenového textu mRNA do
dvacetipismenového textu bilkovin (obr. 2).
Prostifednikem tohoto pievodu jsou moleku-
ly transferové RNA (tRNA), které ribozomu
slouzi jako lustitelska prirucka.

Poté, co ribozom rozpozna zacatek genu,
pieklada vzdy tii po sobé nasledujici baze
(tzv. kodon nebo téZ triplet) mRNA do jedné
aminokyseliny. Jak ribozom kodon po ko-
donu procita mRNA, propojuji se prislusné
aminokyseliny postupné jedna po druhé do
vznikajiciho aminokyselinového fetézce =
proteinu (obr. 1). Pro tento proces je nezbytna
pravé molekula tRNA. Zjednodus$ené 1ze fici,
Ze kazdy kodon ma svoji ,,pasujici“ tRNA,
ktera ho bezpecné pozna diky svému antiko-
donu. Na zakladé tzv. komplementarniho pa-
rovani kodonu s antikodonem prinese tRNA
na ribozom pfesné tu aminokyselinu, ktera
ma byt podle genetického kédu do aminoky-
selinového fetézce zafazena.

Aby ribozom spravné poznal nejen zacatek
genu, ale i jeho konec, tfi kodony (UAA, UAG
a UGA) slouzi jako tzv. stop kodony (obr. 2). Ve
chvili, kdy se k nim dostane ribozom, preklad
kazdého genu kon¢i, syntetizovany protein
se z ribozomu uvolni a za¢ne plnit svou
specifickou bunécnou tlohu. Proc a jak se
vyvinul pravé tento redundantni kod a pro¢
praveé v této kombinaci ¢tyt a dvaceti pismen,

pro¢ ma vse Zivé tii stop kodony, a ne jeden ¢i
sedm, zustava velkou zdhadou. Jedno je ale
jisté - vyse popsany geneticky kéd vznikl na
Zemi pouze jedenkrat, ve spolecném piedko-
vi véeho zivého tvorstva, a to pred nékolika
miliardami let. Od té doby se jim fidi prane-
patrné viry i obfi velryby.

Rozlousknuti téchto dekdédujicich pravidel
kodon-aminokyselina, ktera predstavuji
zaklad tzv. centralniho dogmatu molekular-
ni biologie, tj. pfenosu genetické informace
z DNA pfes RNA do proteinu, nebylo nic
snadného. Dttkazem budiz fada Nobelovych
cen, které na toto téma zacaly byt udélovany
v roce 1962. Pfimo za rozlusténi genetického
kédu ji ziskali roku 1968 Marshall Nirenberg,
Gobind Khorana a Robert Holley.

UNIVERZALNI, AZ NA VYJIMKY
1kdyzZ geneticky kéd ztistava jiz po nékolik
miliard let neménny, nase ptivodni pred-
stava o jeho naprosté univerzalnosti se za
poslednich 20 let pomérné znacné zménila.
Vyzkum z posledni doby, véetné toho naseho,
jasné ukazuje, Ze si uZ nelze dale namlouvat,
Ze geneticky kéd je dokonalost sama, protoze
evoluce takto prosté nefunguje. Slavny
biolog Stephen Jay Gould evoluci pfirovnal

k opilci, ktery pfi chizi z bodu A do bodu

B vravord, odbocuje ¢i upada, ale nakonec do
bodu B piece jen dojde. Tak néjak to asi bylo
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Trocha prirodopisu

MY DRIVE NAROZENI jsme se dozvidali o genetickém kédu v hodinach
prirodopisu, coz ale pro dnesni Skolaky uz neplati, a proto neni od véci jej ve
struéné formé predstavit. Geneticky kéd DNA je étyfpismenovy - pismena
predstavuji baze guanin = G, cytosin = C, adenin = A a tymin = T. Jsou za sebou
fazena v (na prvni pohled) naprosto nahodném poradi. Takovy text DNA je
napred prepsan do ,poslickové“ (anglicky messenger) RNA (mRNA), pficemz
dojde jen k drobné zméné, a to nahrazeni tyminu (T) uridinem (U), ktera ale
pIlné zachovava univerzalni geneticky kéd. Tento prekvapivé jednoduchy

jazyk obou nukleovych kyselin musi byt poté v kazdé burce preveden do

predstavuje jednu aminokyselinu (obr. 1 a 2). P¥i ¢tyrech bazich existuje

64 moznych kodont (4 x 4 x 4), ale aminokyselin (pismenek) tvoficich proteiny
je pouze 20 (zkuste si predstavit, jak tézky by byl presny preklad textu z jazyka
tvofeného étyimi pismeny do jazyka zapsaného dvaceti pismeny). Kvuili

tomuto nepomeéru se geneticky kéd oznacuje jako redundantni, protoze jednu
aminokyselinu maGze kodovat tfeba jen jediny kodon (napf. tryptofan je uréen
pouze kodonem UGG), anebo hned nékolik kodont, napf. $est (UUA, UUG, CUU,
CUC, CUA a CUG urcuji aminokyselinu leucin; obr. 1).

aminokyselinovy
fetézec (protein)

1. SCHEMA
syntézy
proteinu na
ribozomu se
znazornénou
funkci mRNA
a tRNA.
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is genetickym kédem, ktery nevymyslel
genialni programator, nybrz se stal produk-
tem série nepredvidatelnych udalosti. Jak to
vtipné nazval spoluobjevitel struktury DNA
Francis Crick, jeho ustanoveni l1ze nejlépe
popsat jako ,,zamrzlou nahodu“.

Fascinujici vlastnosti Zivého svéta totiz je,
Ze (témér) zadné pravidlo neni bez vyjimek.
Diive ¢i pozdéji se najde organismus, ktery
si jakékoli pravidlo v pribéhu evoluce tak ¢i

druhé pismeno

onak pozmeéni ¢i pfimo ,,ohne“. Takze i kdyz
se u genetického kodu - tohoto spolecného
jmenovatele vSeho Zivého - dlouho pied-
pokladalo, Ze jakékoliv jeho zasadni zmény
jsou nepiipustné, protoze kazda vétsi
odchylka musi byt z definice smrtelnd, ve
skutecnosti tomu tak neni.

Soucasné neuvéfitelné tempo sekveno-
vani DNA desitek tisic organismu ukazuje,
Ze tu a tam si néktery tvor tento geneticky
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kéd opravdu trochu ,,ohnul”, v nékterych
pripadech dokonce pofadné, a piesto prezil.
Ackoli stale plati, ze priblizné 99,99 % orga-
nismt ho ma stejny, tj. pfesné takovy, jaky
ukazuji uebnicova schémata (obr. 1 a 2),
dosud bylo popsano 32 rtiznych typt odchy-
lek. Tyto tzv. nestandardni genetické kody
se od univerzalniho lisi ¢asto jen nepatrné,
napf. zménou jen jednoho kodonu pro jednu
aminokyselinu, ale v nékolika pozoruhod-
nych pripadech jsou tyto odchylky pomérné
dramatické. Patii mezi né i geneticky kéd,

v ném?z je stop kodon ¢ten jako smysluplny
kodon, tj. misto ukonceni tvorby proteinu
je mu pfifazena aminokyselina a syntéza
pokracuje nerusené dal.

PODIVUHODNY BICIKOVEC
BLASTOKRITIDIE

Po tomto ucebnicovém a patrné i trochu
tnavném uvodu je nejvyssi Cas predstavit
univerzalniho genetického kédu, k niz doslo
u jednoho prvoka neboli jednobunééného
eukaryota. Jde o bi¢ikovce ze skupiny Trypa-
nosomatina, coZ jsou prvoci blizce pfibuzni
napf. trypanozomé spavicné, ktera je u Clo-
véka a skotu ptivodcem smrtelného onemoc-
néni zvaného spava nemoc. Tohoto prvoka
jsme izolovali z celkem bézné se vyskytujici
plostice Eysarcoris aeneus (obr. 4A), chyce-

né na louce vedle Podtroseckych rybniku

v Libereckém kraji. Hledanim bi¢ikovcu
parazitujicich na hmyzu se zabyvame témér
dvé desetileti a béhem té doby jsme popsali
mnoho novych druhti z raznych koutt
svéta. Rozhodné jsme se ale nenadili, Ze

ten dalece nejpodivuhodnéjsi, kterého jsme
pojmenovali Blastocrithidia nonstop (obr. 4B),
se vyskytuje pfimo za humny.

Dramaticky odklon od univerzalniho
genetického kodu v jeho pripadé znamena,
Ze ve svych genech nese tisice stop kodonu
UAA, UAG a UGA, které vsak jeho ribozom
necte jako tecky na konci véty, rozuméjme
genu, a tedy jako konec vyroby piislusné-
ho proteinu. Kdyby tak ¢inil, zddny z jeho
proteint by nebyl vyroben v plné délce,

v nadsazce feCeno by se prvok nedozil
dalsiho rana. Ribozom blastokritidie témto
Lteckam” totiz prifazuje aminokyseliny
glutamat pro UAA a UAG a tryptofan pro
UGA, takzZe vse, co k Zivotu potiebuje, si jeho
burika bez problému vytvoii.

Velkou zahadou vsak bylo, jak to dokaze.
Vzdyt i tento podivuhodny systém potie-
buje spravné urcit konec kazdého proteinu!
Podafilo se nam ukazat, Ze kazdému stop
kodonu UAA je pfifazena aminokyselina
glutamat pouze uvnitf gent, zatimco pokud
se UAA nachdazi na konci genu, ktery ma
tento prvok velmi specificky definovany,
funguje jako opravdovy stop kodon a ribo-
zom zde syntézu proteinu ukon¢i. Priklad
takového textu, ktery se postupné odchyli
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Obalka ¢asopisu Nature Leo$ Shivaya Valasek a Kelly Krause, Nature

Ly A

od zavedeného standardu, a pfesto jej 1ze
piecist, ukazujeme na obr. 5.

To ale stale neodpovida na otazku, jak
dokaze blastokritidie bez problému ¢ist stop
kodony neboli extra tecky uprostied svych
genetickych vét, aniz se ztraci jejich smysl.
Vzdyt jsou tisice jasné zdokumentovanych
pfipadd, kdy nechtény vyskyt jediného
stop kodonu uprostfed genu (tzv. nonsense
mutace) znamena pied¢asné ukonceni
syntézy prislusného proteinu se zavaznymi
dtsledky. Zkraceny protein totiz byva ne-
funkéni, coz vede tieba u ¢lovéka k desitkam
vaznych dédi¢nych chorob; k tém nejzna-
méj$im patii napiiklad cysticka fibréza.

Zjistili jsme, Ze stac¢i drobna zména ve
struktufe vyse zminéné tRNA (obr. 6A), aby
se tato molekula chovala jinak, nez ,ma“
tj. aby prostfednictvim svého antikodonu
Cetla kromé svého pasujiciho (tj. komple-
mentarniho) kodonu i kodon jiny. V pfipadé
nami studovaného prvoka jde o tryptofa-
novou tRNA, ktera ve své podivné zkracené
formé umi precist také stop kodon UGA -
prosté ho pielozi jako tryptofan (obr. 6B).
Navic takto zkracené tryptofanové tRNA se
Ctenim UGA jesté velmi vyznamné pomaha
jedine¢né pozménény, tzv. uvolilovaci pro-
tein (terminacni faktor 1), ktery v buinikach
za normalnich okolnosti zajistuje rozpozna-
vani vSech tii teCek (UAA, UAG a UGA), tj.

1) Kachale A. et al.: Short tRNA anticodon stem and
mutant eRF1 allow stop codon reassignment. Nature
613, 751-758, 2023.

Pozn. redakce: Tento ¢lanek je co do (Ceského)
sloZeni autorského tymu zcela mimofddny. VSechna
jména autorli s ¢eskym domicilem viz
DOI: 10.1038/s41586-022-05584-2.

2) Robertson W. E. et al.: Sense codon reassignment
enables viral resistance and encoded polymer
synthesis, Science 372, 1057-1062, 2021/6546,
DOI: 10.1126/science.abg3029.
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3. CASOPIS Nature si tentokrat vybral élanek éeskych autor( pro titulni stranu.
4. PLOSTICE Eysarcoris aeneus (A) a z jejiho stfeva izolovana Blastocrithidia
nonstop (B - vlevo je obarveny bi¢ikovec ve svételném mikroskopu, vpravo
bic¢ikovec s cystami ve skenovacim elektronovém mikroskopu).

piesné ukonceni syntézy proteinu. Ve své
mutované formé totiZz terminacni faktor 1
nedovede rozpoznat tecku UGA.

S ostatnimi stop kodony UAG a UAA
rozptylenymi uvnitf gent si pak blastokri-
tidie poradila tim nejjednodussim moznym
zpusobem, tj. vytvofila si specifické tRNA,
které maji svuj antikodon pozménény tak,
aby oba stop kodony vzdy precetly jako
aminokyselinu glutamat. Diky sou¢innosti
vsech takto jedinec¢né upravenych molekul
pozna jeji ribozom, kdy m4, nehledé na
spoustu tecek, vétu spravné ukoncit, a kdy
ma teCky naopak nahradit tryptofanem
¢i glutamatem, coz genetické informaci
vraci smysluplnost (viz video na vesmir.cz).
VSechna tato molekularni ,,pfenastaveni®,

jichz se studovany bic¢ikovec dopustil, pfed-
stavuji naprosto bezprecedentni poruseni
standardnich watsonovsko-crickovskych
pravidel pro dekdédovani genetického kodu.
Nas objev proto zaujal i Casopis Nature.1

K CEMU ODCHYLKA SLOUZI?
K ¢emu ale mtiZe byt popsana obskurni
tchylka obskurnimu prvokovi uzite¢na?
V kazdém piipadé nam ukazuje, Ze pravi-
dla genetického kédu 1ze porusit a nejen
nezemfit, ale dokonce s tim i normalné zit.
Pro¢ by ale jakykoli organismus podnikal
tak riskantni zménu pravidel Zivota? Ne-
Cekany a zaroven elegantni divod nazna-
¢uji pokusy s Escherichia coli, publikované
nedavno v Casopise Science.2 V nich védci

Pro jednoduchost si Ize gen predstavit jako jednu vétu za€inajici velkym pisme-
nem a kong¢ici tec¢kou, zatimco genom je kniha vypravéjici cely pribéh. Velka pis-
mena a tec¢ky oddélujici jednotlivé véty davaji celému pribéhu jasnou strukturu
a smysl. Nedavno se vSak ukazalo, ze existuji organismy, do jejichz vét pronikly
teéky navic a nahradily specificka pismena (E a V) v libovolnych slovech. V disl.d-
ku toho jsou ¢ét.nafi (. pfipadé genomu jsou jimi ribozomy) zmat.ni, n.védi, kde
.8ta skut.éné konéi, a pfibéh s. stava n.srozumit.Iny. €.ti .édci obje.ili molekular-
ni m.chanismus, kt.ry se u tohoto prvoka vy.inul, aby ¢t.nar (ribozom) mohl pro-
chaz.t jeho gen.tickymi .€tami tak, jako by v nich zadné pr.byte¢né t.cky nebyly.
Trik spociva v povaze a délce molekuly transferové RNA (tRNA), ktera ribozomu
bézné slouzi jako lustitelska pfirucka, a v jedineéné upravé jedné bilkoviny, ktera
v bunkach za normalnich okolnosti zajiStuje rozpoznavani teéek. Soucinnosti
téchto dvou upravenych molekul pozna ribozom prvoka - nehledé na spoustu
teéek -, kde ma vétu spravné ukonéit a kde ma teéky naopak nahradit dvéma pu-
vodnimi pismenky (E a V), coz pribéhu (genetické informaci) vrati smysluplnost.

5. PRIKLAD TEXTU, v némz jsou vynechana pismena podobnym zptisobem jako
v genomu bi€ikovce Blastocrithidia nonstop.

Leo$ Shivaya ValaSek
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této vSudypfitomné bakterii pozménili
geneticky kod a ukazali, Ze ji tim ochrani
pfed napadenim fadou virt, ktefi by ji jinak
zabili. Takova trvald a nesmirné efektivni
obrana pred vSemi viry by mohla stat za
riziko dramatické odchylky od univerzalni-
ho kédu a urcité se pokusime otestovat jeji
platnost i u popsané blastokritidie.

N4&s objev mtiZe mit ale i jiné, potencial-
né dalekosdhlé dusledky. Jak jsme si fekli
vyse, pro ukonceni translace na skutecném
konci kazdého genu pouziva blastokritidie
pouze jeden stop kodon (UAA), ¢imzZ uvol-
fiuje dalsi dva vSeobecné pouzivané stop
kodony (UAG a UGA) pro jiné pouziti. Takové
uvolnéni kodont pro syntetické, v prirodé
se nevyskytujici aminokyseliny je jednim
z hlavnich cild dynamicky se rozvijejici
syntetické biologie.

L] tRNA!P

?= CI: Blastocrithidia
A—U

UGG v

UGA v

Dal$im nasim velice dulezitym zjisténim
je to, Ze vySe popsané odchylky lze pohodlné
prenést z podivné blastokritidie i do zcela
standardné geneticky vybavené kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, ktera je jiz po
nékolik desetileti nejrozsifenéjsim mode-
lovym organismem molekularni a bunécné
biologie. Navic se zd4, Ze naSe prace s timto
organismem jiZ brzy odpovi na dalsi zaji-
mavou otazku, tj. pro¢ pravé takto zkracena
verze tryptofanové tRNA umi piecist tecku
UGA. Ale o tom tieba pristé.

JelikoZ od kvasinky je uz jen pomyslny
kracek k ¢lovéku, domnivame se, Ze bude
»zkracena“ tRNA fungovat stejné i v lid-
skych burikach. Odtud uz zase neni tak da-
leko k predstavé, Ze by ,blastokritidiovsky*
specidlné upravena tRNA mohla v lidskych
buiikach pfepsat nesmyslné mutace (tj. stop

kodony) uprostied klicovych genti aminoky-
selinou tryptofan, a tim pomahat 1é¢it fadu
vaznych genetickych onemocnéni ¢lovéka.

Az budoucnost ukaze, ktera z téchto
predstav se stane realitou. Jedno je ale jisté
uz nyni, a jelikoz se na to posledni dobou
stale vice zapomind, neodolame to zde
nezminit. Zakladni vyzkum provadény
tieba na zdanlivé bezvyznamnych parazi-
tech plostic muzZe pfinést (a prinasi!) objevy
se znacnym dosahem. Tak jako evoluce dala
vzniknout tfeba monstréznim dinosaurim,
kterym meteority a soutéZivi savci nakonec
odzvonili konec, dokazala evoluce vytvofit
i podivnosti ¢asto schované v mikrosko-
pickych organismech, které se za posledni
miliardu let moc nezménily a skryté a v ti-
chosti pfezivaji kolem nés - a nabizeji nam
moznost ke zkoumani. Pfiroda je prosté
mocna Carodéjka. @

Podékovini: Tato prdce byla financné podpore-
na granty od Grantové agentury CR (22-14356S,
20-11585S a 20-00579S) a Akademie véd CR
(Praemium Academiae).

6. SCHEMA zkracené
tryptofanové tRNA

(z blastokritidie) a jeji
porovnani s normalni
tryptofanovou tRNA
(z trypanozomy

a kvasinky).

U—A tRNAtP Antikodonové raménko

L1 Trypanosoma je vyznadeno zluté a pro

C=G . g .

L1 rozdilnou funkci kliCovy

¢ tRNAP par bazi éervené. Rovnéz

A=U Saccharomyces jsou vyznacéeny kodony
¢tené prislusnou tRNA.
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