RNA v proteosyntéze
Ustfedni Gloha ribozomalni RNA

Jiri Jonak

V predchozim dilu (Ziva 2007, 5: 195-198) jsme si vylozili pravidla genetické-
ho kédu a tvorby aminoacyl-tRNA (aa-tRNA). Nyni se budeme zabyvat mecha-
nismy té faze proteosyntézy, ktera se nazyva ribozomalni. Na ribozomech se scha-
zeji molekuly aa-tRNA a mRNA spolu s dal$imi aktéry, predevsim transla¢nimi
faktory, k cyklicky se opakujici soucinnosti, jejimz vysledkem je nova bilkovina.

Ribozomy jsou ribonukleoproteinové
castice zhruba kulovitého tvaru. Skladaji se
vzdy ze dvou nepodobnych podjednotek
(v€tsi a mensi) a toto usporidani i jejich
funkce jsou evolu¢né konzervovany. U pro-
karyot, mitochondrii a chloroplastd jsou
mensi a oznacuji se jako 70S (podle rych-
losti sedimentace, molekulova hmotnost
cca 2 600 000). Cytoplazmatické ribozomy
eukaryot, vcéetné rostlin, jsou vétsi a ozna-
¢uji se jako 80S (molekulova hmotnost cca
4 200 000). V bunkich eukaryot tak vedle
sebe nachazime oba typy ribozomu. Ani celé
ribozomalni podjednotky, ani jejich jednot-
livé soucasti se vSak nedaji mezi obéma typy
ribozomi zaménovat bez ztrity funk¢nosti.
Z lékarského hlediska je také dulezité, ze
70S a 80S ribozomy se navzijem lisi v citli-
vosti k urcitym antibiotikGim.

Ribozomalni ¢astice jsou vystavény z né-
kolika raznych molekul ribozomalni RNA

(rRNA) a mnoha desitek rtznych ribozo-
malnich bilkovin (r-bilkovin, viz tab.). Pfi-
tom RNA tvofi 50-60 % hmoty kazdého
ribozomu. Pro¢ je ji tak mnoho? Ackoli
tomu bylo dfive naopak, od konce 80. let se
postupné prokazalo, ze ne r-bilkoviny, ale
molekuly rRNA jsou zikladem i pro funkce
ribozomu a nejen pro jeho strukturu a tvar.
Hlavni roli zde hraje schopnost molekul
RNA samovolné se sbalovat do kompakt-
nich dtvary, které mohou ménit svou kon-
formaci a tim i sviij interakéni potencial.
Jak jsem uvedl v predchozim prispévku,
ribozom se aktivné ucastni dekoédovaciho
procesu, tj. ¢teni kodonti v mRNA antiko-
dony v aa-RNA. Bylo totiZ vypocteno a ex-
perimentalné ovéreno, Ze termodynamické
rozdily ve stabilitach dvojnych komplexti
mezi riznymi kodony v mRNA a antiko-
dony tRNA nestaci samy o sobé zabezpecit
takovou selektivitu dekédovaciho procesu,

Tab. Ribozomy — jejich slozeni a klasifikace (podle T. M. Devlina 20006, upraveno)

Pavod ribozomi Velikost | Podjednotky a jejich slozeni

Prokaryota 50S: 23S; 5S rRNA; 34 bilkovin

Escherichia coli 708 30S: 16S rRNA; 21 bilkovin

Eukaryota

1. Cytosol 80S 608S: 28S; 5,8S; 5S rRNA; 50 bilkovin
40S: 18S rRNA; 34 bilkovin

2. Mitochondrie

a) Zivocisné 55-60S 40-45S: 16S rRNA; 20-100 bilkovin
30-35S: 12S rRNA;

b) vyssich rostlin 77-80S 60S: 25S; 58 rRNA; _ P .
40S: 195 rRNA:; 70-75 bilkovin

3. Chloroplasty 708 508: 238S; 5S; 4,55 rRNA; 34-38 bilkovin
30S: 16S rRNA; 20-24 bilkovin

kterd by zajisStovala presnost translace
zméfenou #n vivo. Ta dosahuje hodnoty
10%-10%, k chybovani dochazi jen v rozsahu
1:1 000 az 1:10 000. Energie vazby ko-
don-antikodon vsak nemuze zarucit nizsi
hladinu chybovani nezZ jen 1:10 az 1:100,
ale ribozom stabilitu komplexu a presnost
dekodovani radové zvysi. Pak se takovy
spravny trojny komplex mRNA-aa-tRNA-ri-
bozom di i dobfe izolovat napft. filtraci pres
nitrocelulozovy filtr a nerozpadne se ani
pri opakovaném promyvani pufrem, jsou-1li
pfitomny hofec¢naté ionty v koncentraci
zhruba 102 mol/l. Pokud ale kodon a anti-
kodon nejsou plné komplementarni, ribo-
zom nic nestabilizuje a na filtru nic nezt-
stane.

Na rozdil od syntetaz, které jsou adapto-
vany na rozpoznani vzdy jen dvou specific-
kych substratit — tRNA a aminokyseliny,
a navic maji specificka katalyticka a editac-
ni mista, musi ribozom ménit svou specifi-
citu v kazdém kole dekédovaciho procesu.
Do hry totiz vstupuje téméf vzdy jiny kodon,
a tak se musi také vybrat vzdy jind amino-
acyl-tRNA. Dekodovani na ribozomu pri-
tom musi byt velmi rychlé, aby zajistilo
vysokou rychlost proteosyntézy. Napt. bak-
terie Escherichia coli se déli v optimalnim
prostredi jedenkrat za 20 az 30 minut. To
predpoklada, ze za tuto dobu se také zdvo-
ji vétsina bilkovin bunky, jejichz pocet se
odhaduje na vice nez 4 000 a jsou slozeny
v pruméru ze 300-400 aminokyselin. (Ob-
dobné naroky se samozfejmé kladou i na
rychlost syntézy nové molekuly DNA a mo-
lekul vSech tiid RNA.) Nova bilkovina roste
na ribozomu primérnou rychlosti 10 ami-
nokyselin za sekundu a zvladnuti vyse po-
psanych pozadavkt tak nezbytné vyzaduje
soucasné zapojeni nékolika desitek tisic
ribozomt soucasné a jest€ ve formé poly-

Obr. 1 Krystalové struktury ribozomdinich pod-

jednotek 508 (vlevo) a 308 (vpravo) bakterie
Thermus thermophilus po rozevieni 70S ribozo-
mu. Pobled na styéné plochy obou podjednotet.
Modelové je zndzornéna poloha molekul tRNA
na mistech E, P a A (zkratky viz obr. 6) a oblast
dekddovaciho centra na 308 podjednotce a pep-
tidyltransferdzového centra na 508 podjednotce.
Sedivé 238 rRNA, svétle fialové 58 rRNA, riiZo-
vé r—bilkoviny 508 podjednotky (oznadeny L),
modie 16S rRNA, tmavé ﬁalovgv r—bilkoviny
30S podjednotky (oznaceny S). Cervené tRNA
v mistech A a B Zluté tRNA v misté E. Na ribo-
zom 708 se mohou in vivo soucasné vdzat nej-
vySe dvé tRNA & Obr. 2 Krystalovd struktura
708 ribozomu z Thermus thermophilus, pohled
z boku. Vlevo 508 podjednotka, vpravo 308S.
Snimky H. Nollera, se svolenim autora
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zomu (tj. utvart, kdy jedna molekula mRNA
je prekladana soucasné né€kolika ribozomy
pohybujicimi se po ni za sebou).

Uspésné dekodovani mRNA
na ribozomu

Co tedy vlastn€ ribozom pfi vybéru sprav-
né tRNA déla? A jaké nastroje k zajiSténi
translacni pfesnosti pouziva? K osvétleni
mechanismu tohoto pochodu se dospélo
teprve nedavno, kdyz se po vice nez 25 let
trvajicim usili podafilo ziskat vhodné krys-
taly ribozomalnich castic a z nich odvodit
rentgenostrukturni analyzou jejich konfor-
macni strukturu, tj. navrhnout jejich ato-
mové modely. Nékolik laboratofi nezavisle
urcilo struktury jak samotnych ribozomal-
nich podjednotek 308, resp. 50S (obr. 1),
tak i 70S ribozomu (obr. 2), a to i v komple-
xech s mRNA a tRNA. K osvétleni dekodo-
vaciho mechanismu prispély i rozsahlé bio-
chemické experimenty vyuZzivajici technik
oznacenych jako footprinting — otiskovani
a cross-linking — sesivani a mutacni analy-
zy aplikované na molekuly 16S rRNA a 238
rRNA, které tvori pater ribozomalnich 308,
resp. 50S podjednotek. Témito pristupy se
na 30S podjednotce také poprvé identifi-
kovala a lokalizovala oblast dekodovaciho
centra. Ve shodé s predchozimi nazory bylo
zjiSténo, Ze se nachazi na ploSe, kterou
308 podjednotka priléha k 50S. Dale byly
v 16S rRNA nalezeny oblasti dulezité pro
funkci dekédovaciho mista véetné tii vyvo-
jov€é konzervovanych bazi (A1492, A1493
a G530), které jsou napft. u E. coli nezbytné
pro jeji zivotnost. K urceni pozice mist,
kam se vazou na ribozom molekuly tRNA
a transla¢ni faktory (oblast SRL, obr. 1),
a k urceni celkovych tvarti ribozomalnich
castic prisp€la nezavislym zptsobem také
novéjsi technika nazvana kryoelektronova
mikroskopie (vzorek se prohlizi pfi velmi
nizké teploté, obvykle tekutého dusiku).

Nicméné€ ke strukturnimu objasnéni me-
chanismi umoznujicich dekodovani byly
zasadni vysledky krystalografické. Zejména,
kdyz byla v laboratofi V. Ramakrishnana
(Cambridge, UK) vyfeSena krystalicka struk-
tura 308 podjednotky pri rozliSeni cca 3 A,
a to jak samotné, tak v komplexu s frag-
menty antikodonové smycky tRNA, mRNA
a antibiotiky (napf. aminoglykozidovym pa-
romomycinem), ktera zvysuji chybovani pri
translaci.

Bylo zjiSténo, Ze si ribozom vytvofil pro-
stfednictvim urcitych useka 16S rRNA a ri-
bozomalniho proteinu S12 nastroj, kterym
striktn€ sleduje kvalitu parovani mezi kodo-
nem a antikodonem. Déje se to tak, zZe kri-
tické baze 16S rRNA se vazou ke komplexu
kodon-antikodon jako cidla a kvalita jejich
vazby signalizuje, zda vybér aa-tRNA byl
spravny nebo zda ma byt aa-tRNA z trans-
la¢niho pochodu vyloucena. Podstata selek-
¢niho procesu spociva v pfimém rozpoznani
3D-geometrie parovani mezi bazemi ko-
donu a antikodonu (obr. 3). Aby tvar kom-
plexu kodon-antikodon ,prosel“ vybérem
zdarné, parovani v prvnich dvou pozicich
musi byt vzdy ,rigorézni“, Watson-Cricko-
va typu, tj. As Ua G s C. To se da pravé
v malém zlabku dvousroubovicového tutva-
ru, ktery vytvari kodon s antikodonem pfi
vzajemné interakci, velmi dobfe odlisit od
parovani, které toto pravidlo nedodrzuje.
Treti, ,wobble“ pozice komplexu kodon-an-
tikodon uz neni monitorovana tak piisné —
jak vyplyva z geometrie interakci v této
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Obr. 3 Jak ribozom monitoruje kvalitu interak-
ce kodonu s antikodonem v dekédovacim centru
na 308 podjednotce. Kodon v mRNA misté A je
riigovy, antikodonovd smycka tRNA zelend.
Kritické ,,monitorovaci bdze z vidkna 16S
rRNA, které se vizou ke komplexu kodon—an-
tikodon, jsou uvedeny isly a zndzornény £luté.
S12 je ribozomdlni protein. Kulicky predstavuji
hotelnaté ionty. Vétsina monitorovacich kontak-
tii se uskutetriuje prostiednictvim bdzi A1492,
AI1493, G530 a dile C1054 v 16S rRNA
a Ser50 ribozomdiniho proteinu SI12 na strané
308 podjednotley a malym £ldbkem dvousroubo-
vicového iitvaru, ktery vytvdri kodon s anti-
kodonem pii vzdjemné interakci. Je sledovdna
prdvé dokonalost tvaru tohoto Zldbku. Uprave-
no podle Ogle a kol., Science (2001)

casti selek¢niho mista ribozomu. Parovani
napt. typu G-U je tolerovano a nevyvola sig-
nal, aby tRNA ribozom opustila. Vytvori-li
tedy utvar kodon-antikodon charakteris-
ticky Watson-Cricktiv komplex, vybér pro-
béhne zdarné, naopak dostane-li se do
komplexu kodon-antikodon na prvnich
dvou mistech i jen jedina nerigorozni baze,
zméni se konformace celého utvaru. Tam,
kde tim doslo k preruseni vazeb s dekodo-
vacim centrem, se exponuji partnefi pro
vazbu vodikovymi mustky, porusi se vrstve-
ni (stacking) bazi a zméni se rotacni stav
komplexu. Jisté dostatek podnéta k zamit-
nuti aa-tRNA. Ribozom prosté prednostné
stabilizuje vazbu spravného substritu.

Dile se ukazuje, Ze ribozom pouZiva pri
dekodovani mechanismus ,induced-fit“.
To znamend, Ze teprve vazbou se spravnym
substratem u néj dochazi k vySe uvedené
reorientaci dekodovacich prvki v 16S rRNA
a S12 do nejvhodnéjsich poloh pro reakci
(vazbu). Pokud v$ak kodon a antikodonem
nejsou komplementarni i jen v jediné po-
loze, k reorientaci uz nedojde. Takze i kdyz
aa-tRNA s relativné velmi podobnym anti-
kodonem uspésné proklouzne prvni bra-
nou selek¢niho procesu (kdy se predevsim
vyrazuji zcela nepribuzné aa-tRNA), potom
je s vysokou pravdépodobnosti vyrazena
v druhé fazi selekce nazvané korektura
(proofreading). Komplementarita substratu,
aa-tRNA, je tak kontrolovana dvakrat a Cet-
nost chybovani, ktera dosahuje po prvni
fazi selekce hodnot az 1072, se snizi na
10-5-1073. Flexibilita ¢idla, 16S rRNA, zna-
mena, Ze vnima a rozliSuje zménami své
konformace a zmény navic signalizuje (i pres
aa-tRNA) opé€t konformacné dale. To je ne-
zbytné pro dalsi krok translace, usazeni
aa-tRNA do vazebného mista na ribozomu
(A/A, akomodace aa-tRNA, obr. 6/I). Sprav-
ny komplex kodon-antikodon dava sprav-
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ny signal, ktery to umozni, naopak pfi ne-
komplementarité komplexu je aa-tRNA
z ribozomu uvolnéna (podrobné na obr. 6).
Dile se ukazalo, ze lokalni konformacni
zmény v dekédovacim misté vedou i k na-
venek pozorovatelné celkové prestavbé
tvaru 308 castice. Jde-li o spravny komplex
kodon-antikodon, jeji hlava a rameno se na-
vzajem seviou.

Ribozom je ,induced—fit“ ribozym

Poslednim prikladem pifimé ucasti RNA
pfi proteosyntéze, ktery chci uvést, je ribo-
zomalni katalyza tvorby peptidické vazby.
Timto pochodem se jedna aminokyselina
za druhou postupné pripojuji do rostouci-
ho peptidového vlikna, buduje se moleku-
la nové bilkoviny. Jak uz bylo feceno, bilko-
viny a peptidy se tvofi od zacatku do konce
na ribozomech a dokud nejsou hotovy, zi-
stavaji na nich vazany. Rostouci bilkovina
je vazana na ribozom prostfednictvim
tRNA a tento meziprodukt se nazyva pepti-
dyl-tRNA. Ukolem ribozomu je, aby pepti-
dovou cast peptidyl-tRNA prodluzoval na
karboxylovém C-konci, pridaval k ni po-
stupné aminokyseliny vybirané podle ko-
donu v prekladané mRNA. Bilkoviny se
tedy na ribozomu syntetizuji od N-konce,
a to je také prvni ¢ast nové bilkoviny, ktera
se dostava volna z ribozomu do cytosolu.
Druhym svym koncem, tj. posledni C-kon-
covou aminokyselinou, je rostouci peptid
vazan na tRNA ve formé¢ peptidyl-tRNA,
ktera se pohybuje uvnitt 70S/80S ribozomu,
mezi obéma podjednotkami (obr. 1).

Jak tedy k rustu peptidu vlastné dochazi?
Na ribozomu existuje vazebné misto pro
peptidyl-tRNA (misto P, obr. 6) a vazebné
misto pro pravé vybranou aa-tRNA (A). Na
obé mista jsou tyto dvé molekuly tRNA
vazany interakci kodon-antikodon, pricemz
kodony vazici obé tRNA spolu na mRNA
sousedi. Parovani kodon-antikodon nastava
v téch castech P a A mista, kterd jsou na
malé ribozomalni podjednotce. V mist€é A
jde o vySe popsané dekodovaci centrum.
Dile, akceptorové konce obou tRNA se na
ribozom vazou v téch ¢astech mist P a A,
ktera jsou uz na velké ribozomalni podjed-
notce — v oblasti nazvané peptidyltransfe-
razové (PT) centrum. Prodlouzeni peptidic-
kého fetézce o dalsi aminokyselinu je pak
pochod, pfi kterém se peptidyltransferazou
prenese peptid z peptidyl-tRNA (pfi prvnim
methionyl-tRNA) v misté P na o-aminosku-
pinu aminokyseliny z aa-tRNA v misté A. Jde
o tzv. peptidyltransferazovou reakci (obr. 5).
Pri ni se uvolni esterova vazba, kterou je
vazan karboxy-konec peptidu na tRNA
v misté P a tento konec peptidu se spoji pep-
tidickou vazbou s a-NH,-skupinou amino-
kyseliny aa-tRNA v misté A. Chemicky jde
o nukleofilni atak o-NH,-skupinou na
karbonylovy uhlik posledni aminokyseliny
peptidu v peptidyl-tRNA. Na misté A tak
vznikne peptidyl-tRNA delsi o jednu ami-
nokyselinu. V dalsim kroku se pochodem na-
zvanym translokace presune peptidyl-tRNA
z mista A na misto P, a to spolu s mRNA.
Posun mRNA ma délku priavé jednoho ko-
donu (obr. 6). Do uvolnéného mista A se
dostane nasledujici kodon z mRNA a vySe
popsanym seleké¢nim pochodem se navaze
nova aminoacyl-tRNA. Prodlouzeni rostou-
ciho retézce bilkovin o dal$i aminokyselinu
tak maze znovu probéhnout. Uvedené reak-
ce se stale opakuji, mluvime o elonga¢nim
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5 Peptidyltransferazova reakce

A smycka

Obr. 4 Peptidyltransferdzové centrum na 508
pod]ednotce ribozomu z archaebakterie Halo-
arcula marismortii. Cervené vldkno j je smyéka P
a modré vldkno je smycla A z 23S rRNA. Mezi
nimi je zndzornéna (kulicky a tycky) pozice
—~CCA konce peptidyl-tRNA (Cervené) v misté P
a —CCA lonce umznoacyl—tRNA v misté A
(modre). Zluté Jje zndzornén inhibitor pepti-
dyl-transferdzy, ktery byl pritomen pii krystali-
zaci 508 podjednotky. Obr. se svolenim P Nis-
sena (Science 2000)

(prodluzovacim) cyklu. Vse pokracuje, do-
kud se pfi ¢teni mRNA v A misté ribozomu
nenarazi na jeden z terminacnich tripletu.

Tvorba peptidové vazby nevyzaduje Zad-
ny dalsi zdroj energie (ATP nebo GTP). Ta je
primarné obsaZena v esterové vazbé mo-
lekul aminoacyl-tRNA, které do ribozomu
vstupuji, a neztraci se ani pii jejich preme-
né na molekuly peptidyl-tRNA, jak jsme jiz
o tom mluvili. Rozdil mezi volnou energii
esterové vazby, kterou je pripojen peptidy-
lovy (nebo na zacatku methionylovy) zbytek
na tRNA v misté P, a volnou energii pepti-
dové vazby je pak dostatecny k uskutec¢néni
peptidyltransferazové reakce. Smicha-li se
vSak samotna peptidyl-tRNA s aminoacyl
-tRNA, k reakci prakticky nedojde. Dojde
k ni az po pfidani 70S ribozomu anebo jen
velké ribozomalni podjednotky. Reakce se
zrychli az 107krat.

Dlouho se hledala odpovéd na otazku,
jaké slozKy ribozomu, tj. ribozomalni bilko-
vina(y) nebo rRNA, se na PT reakci podileji
a jakou svou Casti vstupuji do katalytického
procesu. Jaky je Kkatalyticky mechanismus?
Co je ribozomalni peptidaza za enzym? Pri
urceni krystalové struktury 50S podjednotky
z archaebakterie Haloarcula marismortii
v r. 2000 navrhla laborator T. A. Steitze, Ze
baze A2451 z jeji 23S tRNA pfimo vstupuje
do katalytického procesu jako acido-bazic-
ké cinidlo, které odnima proton z a-amino-
skupiny aa-tRNA (v misté A), aby ji aktivo-
valo k provedeni nukleofilniho ataku. Tuto
funkci A2451 vSak rada dalSich experimen-
ti zpochybnila. Jako o dalsi mozné aktivacni
skupiné se uvazuje o 2'-OH skupiné pepti-
dyl-tRNA v misté P (obr. 5), nebot se pro-
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Obr. 5 Peptidyltransferdzovd reakce, substrdty, meziprodukty, produlkty a chemismus (podle S. Stro-
bela, upraveno). Velkd ribozomdini podjednotka (508 u prokaryot, 60S u eukaryot) obsahuje kata-
lytické centrum — peptidyltransferdzové centrum (PT). Jak je popsdno v textu, ve vychozi poloze
katalytického procesu jsou jako substrity PT centra vdzdny na jeho misté P —CCA konec
peptidyl-tRNA a na jeho misté A —CCA konec aminoacyl-tRNA (zde tyrozyl—tRNA). Peptid v pep-
tidyl-tRNA i aminokyselina v aminoacyl—tRNA jsou na své t—RNA vdzdny esterovou vazbou vytvo-
fenou mezi 3 OH skupinou ribdzy 3 koncového adenozinu obou tRNA a karboxylovou skupinou
C—koncové aminokyseliny peptidu, pripadné aminokyseliny samotné. Souds se, Ze PT reakce probi-
hd v prechodném stavu pres meziprodukt, jehoZ rozpad vede k deacylaci tRNA na P misté a pripoje-
ni uvolnéného peptidu na aa—tRNA na misté A (produkty reakce)  Obr. 6 Zjednodusené schéma
elongacniho cyklu (blize v textu). Na 70S ribozomu existuje vazebné misto P pro peptidyl-tRNA
a vazebné misto A pro aa—tRNA. KaZdé z mist md dvé Cisti: na 308 podjednotce a na 508 podjed-
notce. Vldkno mRNA nent zndzornéno. Na ribozomu existuje jesté 3. misto pro tRNA, tzv. E (exit)
— pres toto misto opousti ribozom tRNA zbavend peptidu. Pri dekédovini mRNA se kaZdd
aa—tRNA dostdvd na ribozom nejprve do jeho mista A/T, a to jen ve formé trojného komplexu
s elongacnim faktorem EF-Tu a GTP. Prechod aa—tRNA ze stavu A/T (prvotni vazby na ribozom,
1) do stavu A/A (pripravent se na peptidyltransferdzovou reakci, Il) se nazjvi akomodace a je pod-
minén vytvorenim rigorézniho komplexu kodon—antikodon (viz text). Tim se totiz indukuje hydro-
bza GTP vedouct ke zméné konformace EF-Tu, a tak ztrdté jeho afinity k aa—tRNA. Pri PT reak-
ci se prenese peptid z peptidyl-tRNA v misté P/P na aa—tRNA v misté A/A (nent zndzornéno). Soud{
se, Ze Cerstvé prodlouzeny peptidylovy konec se ihned presune do P mista PT centra. Tak vznikd
tzv. hybridni A/P forma vazebného mista pro peptidyl-tRNA: svou antikodonovou oblasti zdistdvd
tRNA vizdna na A misto na 30S podjednotce, ale akceptorovou oblasti nesouct peptid se uz vdze do
P mista na 508 podjednotce (III). Posun antikodonové oblasti peptidyl-tRNA do P mista na 30S
spolu s mRNA se nazyvd translokace a sicastni se ho dalsi elongacni faktor EF-G a GTP. Tim se ribo-
zom dostane do stavu, kdy md volné misto A a miiZe vizat dals{ aa—tRNA (IV). Sled reakct se opa-
kuje. Podle V. Ramalerishnana (Cell 2002), upraveno

kazalo, Ze je nezbytna pro PT aktivitu. Pak
by slo o tzv. katalyzu podporovanou sub-
stritem. Baze A2451 je také pro translacni
proces nepostradatelnd, nebot jeji zmutova-
ni ma za nasledek dominantné-letalni feno-
typ, ale jeji pfesnou ulohu zatim nezname.
Co vlastné vime o slozeni PT centra?
Cilené biochemické prace z laboratore
H. Nollera z konce 80. let 20. stol. uz uka-
zovaly, ze presné usazeni -CCA konce
aa-tRNA do ribozomalniho mista A a ~-CCA
konce peptidyl-tRNA do ribozomalniho
mista P v PT centru zajiStuje ribozom pro-
stfednictvim interakci s vysoce konzervova-
nymi smyckami A a P z 23S rRNA. Krystalo-
vé modely 508 a 70S ukazaly, Ze PT centrum
je slozeno pravé z téchto useka 23S rRNA
(a dalsich) a do vzdalenosti 18 A se nenacha-
zi zadny protein nebo jeho zbytek (obr. 4).
Pritom piimo v krystalu, ze kterého byl mo-
del odvozen, se da demonstrovat PT akti-
vita. VSechny tyto vysledky se tak dnes po-
vazuji za presvédcivy dtvod pro tvrzeni, Ze
centralni reakce proteosyntézy — tvorba
peptidové vazby — je témér jisté katalyzo-
vana jen RNA a ribozom je nepochybné
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jasny ribozym. Nicméné znovu, co tedy ri-
bozom vlastné déla, pokud se jeho slozky
katalyzy (asi) pfimo nezucastni? V cem je
jeho jedine¢nost? Ziejmé se potvrzuje dav-
na pfedstava propagovani uz v 60. letech
20. stol. prazskou laboratori I. Rychlika
v Ustavu organické chemie a biochemie teh-
dejsi CSAV, ze ribozom asi ,jen“ zajistuje
spravné sesazeni a orientaci substrati (a tim
jako spravny enzym snizuje aktivacni ener-
gii reakce) tak, aby spolu mohly reagovat
(,entropicka katalyza?“). Priblizi nukleofilni
a-NH, skupinu aa-tRNA na van der Waal-
sovskou vzdalenost k elektrofilnimu karbo-
nylovému uhliku, se kterym ma reagovat.
(Bez externi aktivace a-NH, skupiny?) Sko-
ro to nuti az ke zvolani: ,Vzdyt je to tak pro-
sté, mily Watsone!“ (Zde kolega S. Holme-
se.) Ale detaily jesté nezname. Ze srovnani
konformaci prazdnych ribozomt s ribo-
zomy s navazanymi tRNA navic vyplynulo,
7e také PT centrum se substraty pouziva
mechanismus ,induced-fit“. Vazba substratu
(aa-tRNA) v misté A indukuje v ribozomu
konformacni zménu, kterou se exponuje es-
terova skupina peptidyl -tRNA, aby mohla
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byt atakovana aminoskupinou aa-tRNA, ale
chranéna pred hydrolyzou.

Na tomto mist€ si neodpustim jednu re-
miniscenci. V r. 1973 bylaJ. Cernou a I. Rych-
likem publikovana prace, na niz jsem se
také podilel. Poprvé a jasné prokazovala, ze
23S rRNA, jeji integrita jsou nezbytné pro
peptidyltransferaizovou aktivitu a zvlasté
pro vazbu -CCA konce peptidyl-tRNA do P
mista PT centra ribozomu. Vysledky jsme
interpretovali podle dobového konsenzu,
ze kdyz 23S rRNA vytvari kostru pro vazbu
Lkatalytickych bilkovin“ PT centra, tak po-
tom uz i malym narusenim této kostry se
jejich vazba zméni, nebo se omezi pristup
pro substrat, a ztrati se tim i PT aktivita.
Moznost, Ze by jen sama RNA stacila na PT
aktivitu, z nasich vysledku prirozené také vy-
plyvala, ale nikdo si v té€ dobé nedovolil, a ani
my, na néco takového jen pomyslet. Také
zadné podobné vysledky o RNA jako moz-
ném enzymu nebyly v té dobé k dispozici
a do objevu ribozymi zbyvalo jesté 10 let.

Ale tak jednoduché to zfejmé také nebu-
de. Jak bylo feceno, zajiSténi celistvosti
a presné konformace usekt 23S rRNA v PT
centru je nezbytné pro chod peptidyl-
transferazové reakce. 16 S i 23S rRNA jsou
nadany samosbalovaci schopnosti, ¢imz se
primarné uréi napt. celkovy tvar 30 S i 508
podjednotky (A. Spirin). Pro uvedeni PT
centra do aktivniho stavu to vSak zfejmé
nestaci, nebot samotna 23S rRNA nema PT
aktivitu. K jejimu obnoveni je tfeba pone-
chat nebo dodat nékteré ribozomalni bilko-
viny (napf. L2, L3, L27). Na druhé strané ani
zadna samotna r-bilkovina neni schopna
katalyzovat tvorbu peptidické vazby. Do-

hromady to naznacuje, Ze obé€ stavebni
slozky 50S podjednotky jsou nakonec pro
funkci PT centra nezbytné. Jak tedy uvést
v soulad krystalografické modely PT centra
a rekonstituc¢ni vysledky? Vysvétleni, které
se dnes nabizi, miZe byt asi nasledujici: Pfi-
tomnost urcitych ribozomalnich bilkovin je
zifejmé nezbytna k uvedeni PT usekt 23S
rRNA a/nebo substratti do aktivni konfor-
mace pro katalyzu PT reakce. Neboli zda se,
Ze bilkoviny, i kdyZ ne pfimo, by prece jen
mohly mit na chodu PT reakce svij (dilezi-
ty) podil.

Mé¢li jsme moznost trochu nahlédnout
do molekularnich a atomovych mechanis-
mu proteosyntézy, zvlasté pak probrat, jak
se strukturni schopnosti RNA vyuzivaji k vy-
tvoreni aktivniho ribozomu. Ukazalo se, zZe
jak ribozom, tak jeho substrity jsou vybra-
né dynamické molekuly, jejichZ konformac-
ni premény jsou nedilnou soucasti téchto
pochodt. Je zfejmé, Ze molekuly RNA hraji
hlavni ulohu jak pri dekodovani mRNA, tak
i pri tvorbé peptidové vazby. Ribozom je
tak strojem vybavenym ribozymovym me-
chanismem. Navic jak jeho dekodovaci cen-
trum, tak PT centrum vyuZivaji mechanis-
mus ,induced-fit* ke zvySeni substritové
specificity. To by mohlo i znamenat, Ze se
tento mechanismus vyvinul uz v RNA svété,
a Ze i v tomto ohledu RNA predbéhla pro-
teiny. Stereochemické propojeni mezi fisi
aminokyselin a fi$i nukleotidi preslo do?
/ztstalo v? rukou starodavnych bilkovinnych
enzymu — aminoacyl-tRNA syntetaz.

Ackoli obecna schémata proteosyntetic-
kého pochodu se bézné probiraji v kazdé
ucebnici biochemie, pri vysvétlovani né-

Interakce klisté—hostitel
l. Sani krve a prenos patogenu

Tereza Matéjovska

vev s

vektory z kmene ¢lenovct (Arthropoda). Na ¢lovéku parazituji a prenaseji na néj
razna onemocnéni zastupci dvou tfid ¢lenovct: hmyzu (Insecta, predevsim
komari — Culicidae) a pavoukovcl (Arachnida), nejvice zastupci podradu klis-
tat (Ixodida). Ten se dale déli na Celedi Ixodidae (klistata), Argasidae (kliStaci)
a Nuttallidae (blize Ziva 2002, 2: 73-76).

Prijem potravy (sani krve) ektoparazitl je ztizen faktem, zZe hostitel ma ucinné
mechanismy, jak zabranit ztrat€ krve a tedy i nasati. Na druhé stran¢ sliny ekto-
paraziti obsahuji Sirokou $kalu biologicky aktivnich latek, které umoziuji obran-
né mechanismy hostitele obejit. V dlouhodobé koevoluci parazit-hostitel se stra-
tegie obrannych molekul jak na stran€ parazita, tak na strané€ hostitele neustile

vy v

ktery se snazi ztraté krve zabranit?

Vsechny druhy kliStat saji krev svych
hostiteld, ale jen 10 % z celkového poctu
(k dnesnimu dni asi 899 druhi) ma schop-
nost pfenaset patogenni organismy — viry,
bakterie a prvoky — na clovéka. VSechny
patogeny se do kliStéte dostanou béhem
sani na infikovaném hostiteli a pfi nasledu-
jicim sani se prenaseji skrze slinné zlazy
na dalSiho hostitele. Z klistak pfenasi ne-
moci na c¢lovéka jen rod Ornithodoros,
hlavnimi vektory patogenti jsou predevsim
kliStata.
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K nejznaméjsim virovym infekcim pre-
nasenym klistaty patii klisStova encefalitida
se tfemi podtypy (evropska, vychodni a si-
birska) zptsobena virem TBE (Tick Borne
Encephalitis) z cel. Flaviviridae, do které
patii i ptuvodci dalsich onemocnéni — pro
vétsi prehlednost uvadime podrobnosti v ta-
bulce (tab. 1). Z dalsich virovych celedi je
tfeba jmenovat Reoviridae, Bunyaviridae
a Asfarviridae.

Nejznaméjsim zastupcem bakteridlnich
onemocnéni prenasenych klistaty (tab. 2)
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kterych pochodt na molekulirni drovni,
a tedy i snaze o pochopeni jejich mecha-
nismu, se mnohde stile jest€¢ dostavame do
uzkych. Zatimco v porozuméni mechanis-
mu presnosti dekodovani ¢i peptidyltrans-
ferazového kroku translace byl ucinén dra-
maticky pokrok, v jinych pripadech, napf.
posunu molekul tRNA v ribozomu z mista
A do mista P, posunu mRNA, spiazeni hyd-
rolyzy GTP s témito pochody atd., tak dale-
ko nejsme. Trivialni otazky, jako jak mole-
kula tRNA prerusi a znovu vytvoii kontakt
s ribozomem, kdyZ se posouva témér o 50 A
z jednoho do druhého mista, zdstavaji ne-
zodpovézeny. Jak nezavisle fikaji V. Rama-
krishnan a H. Noller, k aplnému objasnéni
molekuliarni dynamiky pochodu translace
v atomovém rozliSeni potfebujeme umét
natocit souvisly film v tomto rozliSeni, za-
tim vSak mame spiSe jen jednotlivé obrazky.
Nasazeni vsech modernich pfistupt krys-
talografickych a kryoelektronmikroskopic-
kych, kinetickych analyz, zobrazovacich
technik ke sledovani jedné molekuly a dale
pocitacovych simulaci molekularni dynami-
ky na atomovych strukturnich modelech
bude vysoce zadouci. (Ackoli by se v soucas-
nosti zdalo, zZe pro simulace bude ribozom
se svymi 2 640 000 atomy zcela nespolk-
nutelné sousto, takova simulace — wviibec
nejvetsi ve svété — uz prekvapivé probiha
v Los Alamos Nat. Laboratories v USA.)
Vzhledem k ustfedni uloze, kterou ma trans-
lace v biologii, by se to jist¢ mélo vyplatit.
Predevsim je to jedinec¢na prilezitost, jak do-
bfe rozjetou studii néjakého biochemic-
kého stroje dotahnout jako prvni az blizko
nebo do samotného konce.

je lymska boreli6za zpusobena spirocheta-
mi komplexu Borrelia burgdorferi sensu
lato (prokazatelné typy B. burgdorferi sen-
su stricto, B. afzelii, B. garinii a B. valaisia-
na). Klistata dale prenaseji napt. bakterie
zpusobujici tularémii (Francisella tularen-
sis), intracelularni bakterie z Cel. Rickettsia-
ceae a dal$i choroby, které opét pfiblizuje
podrobnéji tabulka.

V neposledni rad¢ je tfeba uvést parazi-
tarni onemocnéni z kmene Apicomplexa
(nejznaméj$im zastupcem je puvodce ma-
larie — rod Plasmodium). Z. téchto nemo-
ci je znama babesioza a teilerioza. Babe-
sioza je zavazné a smrtelné onemocnéni jak
Clovéka (Babesia microti), tak i skotu (B. di-
vergens a B. bovis) a prenaseji ho kliStata
rodu Ixodes, Rbipicephalus, Hyalomma
(viz obr.) a Amblyomma. Teilerioza (Thei-
leria parva) se vyskytuje predevsim u ovci
a dobytka v celé Africe, vektory jsou kliStata
rodu Rbipicephalus.

V Ceské republice patii k nejzavaznéjsim
onemocnénim prenasenym klistaty klistova
encefalitida (Ziva 2001, 4: 150-152) a lym-
ska borelioza, jejichz vektorem je klisté
obecné Ixodes ricinus (viz obr.).

Sani krve kliStaty

Uspésny piijem potravy je Zivotné dtile-
zity pro dokonceni vyvojového cyklu klis-
téte, preziti a nakladeni vajicek samickou.
Na druhé strané, t€lo hostitele je béhem sani
vystaveno poskozeni kiize, zanétlivé reakci
a moznému prenosu patogent. Pomoci
chelicer klistéte dochazi k pruniku saciho
orginu — hypostomu do kaze hostitele,
coz ma za nasledek poskozeni epidermal-
nich a dermalnich bunék vcetné mistnich
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