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1. Uvod

Prestoze translace mRNA je velmi piesnym a dobie
regulovanym procesem, dochazi k chybam i na této tirov-
ni'”. K zatazeni nespriavné aminokyseliny do molekuly
proteinu dochézi s &etnosti nizsi nez 3-107°. Ve vét§ing
pfipadii ma zdména jedné aminokyseliny minimalni vliv
na funkeci ¢i aktivitu daného proteinu, coz muze byt jednim
z diivodul, pro¢ nedoslo k vyvoji presnéjsiho mechanismu
vybéru aminoacyl-tRNA pfi translaci. Translacni chyby se
zménénym smyslem mohou byt zplsobeny bud’ vazbou
nespravné aminokyseliny na tRNA pomoci aminoacyl-
tRNA synthetasy nebo inkorporaci nespravné, tj. kodonu
neodpovidajici, tRNA do aminokyselinového (A) mista
ribosomu. Takova tRNA se zpravidla paruje s kodonem
pouze dvéma bazemi, coz mize mit v disledku degenero-
vaného genetického kodu za nasledek zatazeni strukturné
podobné (nékdy i téze) aminokyseliny vzhledem k amino-
kyselin¢ kodované.

Vaznéjsi jsou chyby vedouci k piedCasné terminaci
translace, napfiklad spontdnni disociaci peptidyl-tRNA
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z peptidového (P) mista ribosomu v disledku zatazeni
nespravné aminoacyl-tRNA. Chyby vedouci ke zméné
¢teciho ramce mivaji rovnéz fatalni disledky pro syntézu
funk¢niho proteinu. Divodem je kompletni zména sekven-
ce od mista posunu a predcasna terminace v disledku
Castého vyskytu stop kodont v posunutych, nekédujicich
¢tecich ramcich. Cetnost vyskytu chyb v diisledku posunu
&teciho ramee je nizsi, asi 3-107, nez vyskyt chyb se zmé-
nénym smyslem nebo disociace peptidyl-tRNA”™,

Urcité motivy mRNA uc¢inné stimuluji déje podobné
transla¢nim chybam, jejichz Cetnost je pak o nékolik fadu
vyssi. Jisty podil ribosoml pak pokracuje v translaci ve
¢tecim ramcei posunutém o (—1) nebo (+1) nukleotid nebo
dokonce po vynechani urcitého tiseku mRNA. Jiné motivy
mRNA stimuluji proéteni stop kodonu®®. Uginnost posunu
¢tectho ramce se pohybuje vrozmezi od 1% do 50 %
v zavislosti na strukturnich motivech mRNA, které mistu
posunu ¢teciho ramce predchazeji nebo je nasleduji. Tyto
sekvence zpomaluji proces translace, a tak zvysuji pravde-
podobnost posunu ¢teciho ramce, ktery je pii normalni
rychlosti translace velmi nepravdépodobny. Jde tedy
o kineticky fizené procesy”.

2. Typy cileného posunu ¢teciho ramce

Typy posunu ¢teciho ramce lze klasifikovat podle
mechanismu (posun o jeden nukleotid ve sméru nebo proti
sméru translace) nebo podle polohy mista posunu v genu
a s tim souvisejiciho vlivu na pfed¢asnou terminaci a vznik
funkéniho proteinu. Dle jejich fyziologického vyznamu
klasifikujeme posuny &tecich ramcti do ti tidd’.

Trida 1

K posunu ¢éteciho ramce prvni tfidy dochazi pred
3> koncem genl. VétSina ribosoml preklada cely gen
v jednom ¢tecim ramci a k terminaci je vyuzit stop kodon
daného genu. Malé procento ribosoml vsak pied koncem
prvniho genu zméni Cteci ramec a pokracuje v translaci
v novém (posunutém) ¢tecim rameci stovky az tisice nukle-
otidl za stop kodon genu prekladaného v ptivodnim ¢tecim
ramci. Ugelem takového posunu &teciho ramce je syntéza
proteint, které sdileji stejnou N-terminalni cast. C-Ter-
mindlni prodlouzeni mize zplsobit pozménénou biologic-
kou aktivitu nebo jinak ovlivnit funkci N-termindlni ¢asti.

Velmi detailné je posun ¢teciho ramce tohoto typu
prostudovén u retrovirl, kde se uplatiiuje pfi regulaci vza-
jemného poméru strukturnich proteinii tvoricich schranku
kapsidy a retrovirovych enzymi, jichz je zapotfebi fadove
mensi mnozstvi. Zraly virion obsahuje strukturni proteiny
tvotici kapsidu: matrixovy, kapsidovy, nukleokapsidovy,
které jsou spole¢né vSem retrovirim a nekteré dalsi protei-
ny specifické pro jednotlivé retroviry. Tyto proteiny jsou
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Uspoiadani genti gag a pol
v genomu HI'V-1 po prepisu do mRNA

gag pol

\
| (-1) posun ¢&teciho ramce || Stop kodon |

Polyproteinové prekurzory:

Gag
A ]

Gag-Pol
B)Ig:_

Obr. 1. Schematické znazornéni usporadani genu gag a pol
v genomu viru lidské imunodeficience (HIV-1); gen gag kodu-
je zékladni polyproteinovy prekurzor Gag (A), pii jehoz syntéze
nedochazi k posunu ¢teciho ramce. Produkty genu pol jsou synte-
tizovany ve flzi s produktem genu gag za vzniku polyproteinu
Gag-Pol (B), v disledku posunu ¢teciho ramce pied koncem genu
gag o jeden nukleotid zpét

ve virionu pfitomny v ekvimolarnim mnozstvi, nebot’
vznikaji specifickym Stépenim spolecného polyproteinové-
ho prekurzoru (Gag). VSechny retroviry obsahuji také en-
zymy: proteasu, reversni transkriptasu a integrasu’®, které
jsou kddovany spoleénym genem (pol) a vznikaji tedy také
nejprve ve formé prekurzoru. Obecné, genom retrovirti
obsahuje geny gag, pol (obr. 1) a env (kddujici transmem-
branové glykoproteiny, které vznikaji ze sestfizené RNA
a nepodléhaji tedy posunu ¢teciho ramce, proto o nich neni
v tomto prehledu pojednano). U vétsSiny retrovirt vznika
prekurzor retrovirovych enzymi (z genu pol) ve formé
fazniho produktu s polyproteinem Gag, tedy jako Gag-Pol.

Pfi translaci vétSina ribosomd vyuzije k terminaci
stop kodon genu gag a syntetizuje pouze polyprotein Gag.
U 5-20% ribosomt dochdzi pfed koncem genu gag
k posunu ¢teciho ramce o jeden nukleotid zpét, a tak se
stop kodon genu gag dostava mimo ¢teci rdmec. Tyto ribo-
somy pokracuji v translaci genu pol, za vzniku fazniho
polyproteinu Gag-Pol. Tento mechanismus zajiStuje stej-
nou N-terminalni ¢ast polyproteinti Gag i Gag-Pol, ktera je
nezbytnd pro jejich inkorporaci do nezralé virové ¢astice.
Uginnost posunu &teciho ramce je u jednotlivych druhi
retrovirl dana fyziologicky, a tak je zajiStén spravny po-
mér strukturnich proteinit a enzymu, jehoz zachovani je
nezbytné pro vznik zralé infekcni virové Castice.

Tento typ (—1) posunu éteciho ramce se uplatiluje
také pfi expresi minoritniho kapsidového proteinu bakteri-
ofaga T7, infikujiciho Escherichia coli*. Vznika tak alter-
nativni forma hlavniho kapsidového proteinu. Podobny jev
byl pozorovan napf. u hlavniho kapsidového proteinu
bakteriofaga A2 Lactobacillus A2 (cit.”).

Trida 2
Posun ¢tecitho ramce druhé tiidy ma jiny el nez
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prvni typ a vysledkem je zkracena forma proteinu.
V plivodnim ¢tecim ramci vznika funkéni protein, ale ribo-
somy posunuté do nového cteciho rdmce syntetizuji kratsi
formu s odliSnou funkci. Napf. expresi genu dnaX E. coli
v piivodnim ¢tecim ramci vznika protein DnaX, ktery ma
640 aminokyselin a tvoii T podjednotku DNA polymerasy
III. Piiblizné polovina ribosoml je po inkorporaci
430. aminokyseliny posunuta do Cteciho ramce (-1), ve
kterém pfipoji jedinou aminokyselinu a poté dojde
k terminaci na kodonu UGA za vzniku y podjednotky en-

5,10
zymu™ .

Trida 3

K posunu ¢teciho ramce tetiho typu dochazi kratce
po iniciaci translace a pouze protein syntetizovany
v posunutém ctecim ramci je biologicky aktivni. Riboso-
my, které pokracuji v translaci v pivodnim ¢tecim ramci,
produkuji nefunkéni protein. Pfikladem je exprese genu
prfB, ktery kéduje uvoliovaci faktor 2 (RF2) E. coli. Po-
sun Cteciho ramce zde umoznuje autoregulaci exprese
genu (viz nize).

3. Mechanismus cileného posunu ¢teciho ramce

Elongaci polypeptidového fetézce, pfi niz dochazi
k posunu ¢teciho ramce, 1ze zjednoduSené popsat kroky:
vazba aminoacyl-tRNA do A (aminokyselinového)
mista ribosomu,
vznik peptidové vazby katalyzovany peptidyltransfe-

rasou,

— translokace peptidylu z A do P (peptidového) mista
ribosomu,

— uvolnéni deacylované tRNA z E (,,exit*) mista riboso-
mu.

Ttrida 1:
)]
— |
Trida 2:
I — Dl
=
Trida 3:
| S
t Dl

Obr. 2. T¥i tiidy cileného posunu ¢teciho ramce; Sedé Sipky
v hornim ramecku predstavuji oblast mRNA (Cerna cara) piekla-
danou ribosomy v piivodnim &tecim ramci. Cerné Sipky ve spod-
nich rdmeccich reprezentuji usek piekladany v posunutém ctecim
ramci. Transla¢ni produkty predstavované silnymi Sedymi Sipka-
mi jsou syntetizovany v prebytku
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Obecné principy (+1) i (1) cileného posunu ¢teciho
ramce byly popsany na zdkladé vysledkl studia virl
a retrotransposont (kratké tiseky DNA, kter¢ se premist'uji
v genetickém materidlu pomoci reversni transkriptasy).
K cilenému posunu ¢teciho ramce je tfeba dvou motivi na
mRNA: tzv. ,klouzavé sekvence mRNA, kde je posun
tRNA zvyhodnén, a stimulatoru zvysujiciho ucinnost celé-
ho dé&je pravdépodobné docasnym zastavenim pohybu
ribosomu. Stimulatorem byva pomalu piekladana oblast
mRNA, coz mohou byt: kodon pro vziacnou tRNA
(,,hungry codon®), nedokonale rozpoznavany stop kodon,
oblast interakci mRNA-rRNA nebo oblast sekundarnich
a terciarnich struktur mRNA.

Dosud nejlépe odpovida vSem studovanym piikla-
dim cilenych posunii éteciho ramce tzv. integrovany
model'""'?. Oba typy cilené¢ho posunu &teciho ramce (+1)
i (-1) jsou fizeny kineticky a prob&éhnou pouze v pfipadé,
ze ribosom je piechodné zastaven diky pfitomnosti cis-
signald na mRNA (sekundarni a terciarni struktury mRNA
vyskytujici se na dané molekule). Typ posunu je ovlivnén
zpusobem obsazeni vazebnych mist ribosomu molekulami
tRNA. K (-1) posunu dochazi v okamziku, kdy je P i A
misto ribosomu obsazeno, zatimco k (+1) posunu dojde
pouze, kdyZ A misto neni obsazeno molekulou tRNA.

Lze predpokladat, ze mutace nebo sloucenina ovliv-
fujici vazbu a selekci aminoacyl-tRNA do A mista by
meéla ovlivnit ucinnost bud’ (—1) nebo (+1) posunu cteciho
ramce, nikdy ne obou soucasné. Tento predpoklad byl
experimentdln€ ovéten, a tak byla platnost integrovaného
modelu prokazana'®.

Selekce a vazba aminoacyl-tRNA

Eukaryotni elongacni faktor eEFla, ktery je spolu
s aminoacyl-tRNA a GTP soucasti ternarniho komplexu,
umoziuje vazbu aminoacyl-tRNA do A mista ribosomu.
Mutace zpomalujici recirkulaci eEFla z ternarniho kom-
plexu posouva rovnovdhu ve prospéch ribosomu
s obsazenym P mistem a prazdnym A mistem, a tak zvySu-
je pravdépodobnost (+1) posunu ¢teciho ramce. Naopak
pfi mutaci vazebného mista pro GTP v eEFla setrvava
ternarni komplex v A misté déle, coz podporuje (—1) posun
¢teciho ramce.

Mnozeni tzv. kvasinkového viru (,,yeast killer virus®),
které je zavislé na (—1) posunu ¢teciho ramce, je inhibova-
no anisomycinem, tj. antibiotikem, které specificky inhibu-
je vstup aminoacyl-tRNA do A mista ribosomu. Piedpo-
klada se, ze anisomycin také zvySuje G€innost opravného
mechanismu v A misté, a tak se podili na zachovani pu-
vodniho ¢teciho ramce.

Vytvoreni peptidove vazby a translokace

Pred translokaci je A i P misto ribosomu obsazeno
tRNA, zatimco po translokaci je A misto volné, v misté P
je peptidyl-tRNA a deacylovana tRNA je v misté E. Spar-
somycin je antibiotikum inhibujici tvorbu peptidové vaz-
by, ¢imz prodluzuje dobu setrvani ribosomu na ,,klouzavé
sekvenci® s obéma misty (P 1 A) obsazenymi tRNA. Spar-
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somycin tak v souladu s integralnim modelem zvysuje
ucinnost (—1) posunu ¢teciho ramce.

Inhibice translokace snizi mnozstvi ribosomt vhod-
nych pro (+1) posun ¢teciho rdmce. Mnozstvi ribosomi
vhodnych pro (—1) posun cteciho ramce by mélo naopak
vzristat, nebot’ aminokyselinové misto zlistdva obsazeno.
Zjisténi, ze ke zvyseni ucinnosti (—1) posunu nedochazi,
potvrzuje, ze ribosom po vytvofeni peptidové vazby jiz
nemize z termodynamického hlediska posunout ¢teci ra-
mec.

3.1. Cileny (+1) posun ¢teciho ramce
u prokaryot

Dobte popsanym prikladem (+1) posunu ¢éteciho ram-
ce u prokaryot je posun nutny k translaci prfB genu E. coli,
ktery koduje uvoliiovaci faktor 2 (RF2)**° nutny
k uvolnéni nové syntetizovaného polypeptidového fetézce
na stop kodonu. Aby ribosom syntetizoval aktivni RF2
zabranit terminaci posunem ¢teciho ramce o 1 nukleotid ve
sméru translace. Ribosomy pak pielozi jesté dalSich 340
kodonil v novém ctecim rdmci za vzniku funkéniho uvol-
novaciho faktoru RF2. Posun c¢teciho ramce umoziuje
autoregulacni mechanismus. Pokud je hladina RF2
v bunce vysoka, prevlada terminace translace prfB genu
v disledku vazby RF2 na UGA kodon v pozici 26 pivod-
niho ¢teciho ramce. Vznika tak zkraceny neaktivni protein,
ktery je rychle degradovan. Je-li hladina RF2 v buiice niz-
ka, ribosomy piekonaji terminac¢ni kodon posunem c¢teciho
ramce, coz vede k produkei aktivniho RF2. Pozoruhodna
je ucinnost tohoto jevu, jez se mize pohybovat v rozmezi
od 30 az do 100 %.

Analyzy mutanti se zmé€nami v okoli mista posunu
Ctecitho ramce prfB genu ukazaly, Ze tento jev zavisi na
kombinaci tfi elementl (obr. 3):
slaby terminacni kodon UGA nasledovany cytosi-
nem,
posledni smysluplny kodon ptivodniho otevieného
¢teciho ramce CUU, ktery umoziiuje slabé parovani
G s U v posledni pozici,

SbL B P (A

@ORF== Arg  Gly  Tyr Leu Stop
5. JAGGIGGG WAU CuU UGA G..3
[(+1) ORFf= Asp
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Obr. 3. Usek mRNA genu prfB E. coli, kde dochazi k posunu
¢teciho ramce o +1 nukleotid ve stavu, kdy se termina¢ni
kodon UGA nachazi v A misté ribosomu; seckvence podobna
Shine-Dalgarnové sekvenci (SDL) piekryva svym 3’-koncovym
nukleotidem UAU kodon pro tyrosin, ktery je pfi posunu ¢teciho
ramce v E misté ribosomu. Peptidova sekvence nad sekvenci
mRNA odpovida pivodnimu étecimu rameci (0); novy ¢teci ramec
(+1) zacina aspartatem
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sekvence pfipominajici Shine-Dalgarnovu sekvenci
(SD-like sequence, SDL).

Bylo prokazéano, ze triplet UGA je nejslab$im termi-
nac¢nim kodonem, jehoz Gc¢innost je modifikovana nasledu-
jici bazi. C v této pozici nejucinngji zeslabuje stop signal'’.
Sekvence podobna Shine-Dalgarnové (SDL), AGG GGG,
je komplementéarni ke 3’ konci 16S rRNA stejné jako Shine-
Dalgarnova sekvence, ktera urCuje iniciaci translace. Na
rozdil od dobte prostudované Shine-Dalgarnovy sekvence,
ktera lezi pted ptekladanou oblasti, je SDL umisténa uvnitt
kodujici sekvence mRNA. Posledni nukleotid SDL je to-
tozny s prvnim nukleotidem E mista ribosomu v okam-
ziku, kdy se terminacni UGA kodon nachdzi v A misté
téhoz ribosomu (obr. 3). Bylo potvrzeno, Zze vzdalenost
mezi SDL sekvenci a mistem posunu je kriticka pro zacho-
vani vysoké ucinnosti posunu ¢teciho ramce. Vzdalenost

..........

vvvvvv

SDL s komplementarni sekvenci ribosomalni RNA zptiso-
buje pnuti v ribosomu, které ,,tdhne* peptidyl-tRNA do
(+1) mista. Posledni studie vsak prokazaly pfimou souvis-
lost mezi obsazenim E mista deacylovanou tRNA a ucin-
nosti posunu &teciho ramce*. Interakce SDL s ribosomalni
RNA zptsobi uvolnéni deacylované tRNA z E mista, a tak
na ribosomu zlstane pouze jedna tRNA, peptidyl-tRNA.
Takovy ribosom je pak velmi nachylny k posunu do (+1)
¢tectho rdmce. Takto bylo prok4zano, Ze obsazeni E mista
ma nezbytnou Glohu pro zachovani ¢teciho ramce.

Vyskyt SDL uvnitt kodujici sekvence byl potvrzen
ivdnaX genu E. coli. Vzdalenost SDL od mista posunu
¢tectho rdmcee v tomto genu je na rozdil od vySe uvedené-

.....

to jeji interakce s 16S rRNA stimuluje posun peptidyl-
tRNA do (—1) mista. Pfedpoklada se, ze SDL sekvence se
vyskytuje i u dalSich gent, které obsahuji mista posunu
¢teciho ramce.

3.2. Cileny (+1) posun ¢teciho ramce
u eukaryot

U eukaryot bylo popsano né€kolik piipadli posunu
¢teciho rdmce o 1 nukleotid ve sméru translace. Komplex-
nim piikladem je (+1) posun v genu pro inhibitor
(oznacovany jako ,antizym 1°) ornitin dekarboxylasy
(ODCQ), ktera se Gcastni syntézy zivotné nezbytnych polya-
mint. ODC katalyzuje prvni krok biosyntézy polyamind tj.
pfeménu ornithinu na putrescin. Putrescin nasledné slouzi
jako prekurzor pro syntézu polyaminti spermidinu a sper-
minu. Vysoké koncentrace polyamint v bufice mohou byt
toxické, jsou spojovany se vznikem neurologickych dis-
funkci, Alzheimerovy choroby ¢i rakovinného bujeni,
a proto je nutny citlivy regulacni mechanismus zajist'ujici
jejich optimalni koncentrace.

Uloha antizymu v regulaci hladiny bun&énych polya-
mint spociva v jeho schopnosti vazat a inhibovat ornithin
dekarboxylasu a smérovat ji k degradaci do proteasomir’.
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mRNA antizymu obsahuje dva piekryvajici se ¢teci ramce;

.....

signal, ale koduje aktivni domény antizymu. Syntéza
funkéniho antizymu vyZzaduje iniciaci translace na jednom
¢teciho ramce na kodonu, ktery tésné predchazi stop kodo-
nu prvniho ¢teciho rdmce. V disledku vysoké koncentrace
polyaminti (spermidin, spermin), které¢ zvySuji G¢innost
takového posunu ¢teciho ramce az na 30 %, vzrusta kon-
centrace aktivniho antizymu (viz nize). Tak je zajistén
zpétnovazebny mechanismus regulace hladiny polyamint
v bunce.

Misto posunu Cteciho ramce savéi mRNA pro anti-
zym je tetraplet UCCU uvnitt sekvence 5S’UCCUGA3’.
Pro posun ¢teciho ramce je dulezité, aby 3’ baze tetrapletu
byla zaroven prvni bazi stop kodonu. Nezbytny je také
pseudouzel (viz kap. 3.4), jehoz zacatek se nachazi
3 nukleotidy za stop kodonem, a rovnéz specificka sekven-
ce na 5’ stran¢ mista posunu cteciho ramce. Tyto motivy
mRNA kodujici antizym jsou nezbytné pro posun ¢teciho
ramce, ke kterému vsSak v nepfitomnosti polyamini nedo-
chazi viibec nebo jen s minimélni G¢innosti. ZvySovani
koncentrace polyamint v butice vede ke stimulaci posunu
¢teciho ramce tohoto genu a jeho Gi¢innost mize dosahnout
az 30 %. Presny mechanismus stimulace posunu c¢teciho
ramce polyaminy neni dosud objasnén. Predpoklada se, ze
indukce posunu cteciho ramce je zprostfedkovana piimo
slozkami translacniho aparatu butiky, naptiklad ribosomy.
Je zajimavé, Ze tento neobvykly zptisob regulace translace
— nutnost posunu c¢tecitho rdmce pro syntézu funkéniho
antizymu — je zachovan od kvasinek po obratlovce, stejné
jako sekvence, na kterych k posunu dochézi'*.

3.3.Cileny (—1) posun ¢teciho ramce
u eukaryot

Cileny posun ¢teciho ramce o (—1) nukleotid byl po-
psan nejprve u retrovir (prvni tfida cileného posunu cteci-
ho ramce, viz vyse), ale pozdéji také u koronavirt, rostlin-
nych a kvasinkovych virti, bakterii a ned4dvno i u savciho
genu Edr'®. K tomuto posunu jsou rovndZ nezbytné dva
motivy mRNA, heptanukleotidové klouzava sekvence, za
niz nasleduje sekundarni nebo terciarni struktura mRNA'®.
Vzdalenost obou sekvenci 5—9 nukleotidl je pro G¢innost
posunu dilezita. Klouzava sekvence ma obecny sled
nukleotidi X-XXY-YYZ, kde X mohou byt jakékoli tfi
shodné nukleotidy, Y znaci A nebo U a Z je A, U nebo C.
K posunu ¢teciho rdmce dochazi, kdyz jsou kodony XXY-
YYZ obsazeny peptidyl-tRNA a aminoacyl-tRNA v odpo-
vidajicich mistech ribosomu (integrovany model, viz vy-
Se). Triplety Ctecich ramct jsou v textu oddéleny pomlcka-
mi. Pfi posunu obé tRNA simultdnné pterusi parovani,
ribosom se posune o 1 nukleotid zpét a obé tRNA se paruji
v =1 ORF (XXX-YYY). Prvni dvé baze obou antikodonii
tak zlstdvaji sparované, coZz je postacujici pro zafazeni
prislusnych aminokyselin do sekvence rostouciho peptidu.
Poté¢ se vytvoii peptidova vazba, dojde k translokaci
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°Gly - Asn

pavodni &eci ramec ([iy

Kj posun ¢teciho ramce

P 1 m—
P1 + proteasa

Obr. 4. Model (-1) cileného posunu cteciho ramce Beet wes-
tern yellow viru (BWYYV) s typickou ,klouzavou® sekvenci
a pseudouzlem oddélenymi Sestinukleotidovou sekvenci®;
nejcastéjsi pseudouzel se sklada ze dvou vlasenek a dvou smycek,
pficemz baze druhé smycky se mohou v nékterych pripadech
parovat s bazemi prvni vlasenky a tvofit intramolekularni triplex
(napf. u HIV-1). Obdélniky ve spodni ¢asti obrazku schematicky
znazornuji translacni produkty ptuvodniho ¢tectho ramce Pl
a fuzni polyprotein, ktery je syntetizovan v disledku cileného
(=1) posunu ¢teciho ramce

a translace pokracuje v —1 ¢tecim ramci. Pravdépodobnost
procesu je zvySena pritomnosti sekundarni nebo terciarni
struktury mRNA, kterd zpisobi pozastaveni ribosomu na
klouzavé sekvenci®'”™". Takovou strukturou byva nejdas-
t&ji pseudouzel', viz nize (obr. 4).

3.4. Role mRNA

Pseudouzel, prvek terciarni struktury RNA'? je
obecné odvozen od prvkl sekundarnich struktur RNA.
Pseudouzly, které se uplatiuji v mistech posunu c¢teciho
ramce, jsou odvozeny od vlasenkové smycky RNA
(pseudouzly typu H) a vznikaji parovanim bazi mezi tse-
kem smycky ve vlasence a vzdalengj$im jednofetézcovym
usekem téze molekuly RNA (obr. 4, cit?).

Ribosomalni proteiny S3, S4 a S5, které obklopuji
vstupni misto mRNA do ribosomalniho komplexu maji
helikasovou aktivitu, vazi helikalni oblasti mRNA a sepa-
ruji jeji fetézce pfi vstupu do ribosomu. Navrzend teorie
predpoklada, ze strukturni motivy podporujici posun ¢teci-
ho rédmce znemoziuji uCinnou interakci s témito
,rozplétacimi* proteiny. Zjednodusené lze konstatovat, ze
struktura pseudouzlu blokuje vstup mRNA do vstupniho
zlabku ribosomu, protoZe ¢elni €ast pseudouzlu ma rozmeé-
ry 37x 18 A, zatimco vstupni brana do ribosomalniho
tunelu mezi S3, S4 a S5 proteiny je z(zena na 17 x 20 A
(cit.**). Po translokaci je tak pohybu mRNA kladen zna¢-
ny odpor, coz miize vyustit v jeden z nasledujicich déja:
rozpleteni pseudouzlu,
disociace komplexu ribosom a mRNA,

(=1) posun ¢teciho ramce.
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Dosud neni objasnéno, ¢im je fizen vybér téchto tii
mozZnosti. Mechanismus posunu c¢tectho rdmce vyuziva
fada virQ k syntéze proteind nezbytnych pro tvorbu novych
virovych Castic. Pritomnost a stabilita pseudouzlu je vy-
znamna pro uéinnost posunu ¢teciho ramce, a proto lze
ocekavat, ze ucinného naruseni struktury pseudouzlu mize
byt v budoucnu vyuzito k antivirové terapii'®.

3.5. Role modifikovanych tRNA

V eukaryotnich burnikach se vyskytuji tRNA (pro Asn,
Asp, His, Phe a Tyr) s modifikovanymi bazemi ve 3’ pozi-
ci antikodonu, napt. wybutosin (Y) v pfipadé Phe tRNA
a queuosin (Q) u Asn tRNA (obr. 5). Zmény modifikace
bazi v antikodonové smycce tRNA mohou ovlivnit G¢in-
nost (—1) posunu ¢teciho ramce.

Signaly pro posun ¢teciho ramce u retrovird i vyssich
eukaryot obsahuji kodony pro tyto aminokyseliny. Bylo
experimentalné prokazano, Ze v buinkach infikovanych
retroviry (Human T-cell Leukemia Virus, Human Immu-
nodeficiency Virus, Rous Sarcoma Virus) vétSina Phe
tRNA nebo Asn tRNA postrada tyto modifikované baze
v antikodonové smycce. Phe tRNA a Asn tRNA bez mo-
difikovanych bazi se oznacuji jako tzv. ,,shifty* (od shift
= posun) tRNA, protoze stimuluji posun ¢teciho ramce na
klouzavych sekvencich obsahujicich odpovidajici kodo-
ny***. Pfedpoklada se, 7e nepfitomnost modifikovanych
bazi v antikodonové smycce prispiva k posunu cteciho
ramce, nebot’ zde poskytuje vice prostoru, coz umoziuje
vétsi flexibilitu antikodonu. Modifikace ostatnich bazi

HO!

wybutosin

-

%
HO HN 0]
}fLNH
HC
N NH,
1 o 2
queuosin
OH OH

Obr. 5. Struktura wybutosinu a queuosinu, nukleotidi s vyso-
ce modifikovanymi bazemi
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v antikodonové smycce hraje také dulezitou ulohu
v regulaci posunu &teciho ramee®®. Bylo také prokazano,
ze mnoho nadorovych bun¢k obsahuje vysoké hladiny
téchto nemodifikovanych bazi. UdrZovani tRNA ve vysoce
modifikovaném stavu by tak mélo inhibovat nejen retrovi-
ry, ale také rlist neoplazii. Tyto moZnosti terapie jsou pied-

métem intenzivniho studia®*?’.

3.6. Role inhibice peptidyltransferasy

Inhibitory peptidyltransferasy specificky ovliviuji
ucinnost (—1) cileného posunu ¢teciho ramce, a tim napft.
i pomér polyproteint Gag/Gag-Pol v retrovirech®®. Inhibi-
tor peptidyltransferasy, sparsomycin, postacuje k zabra-
néni propagace kvasinkovych vird L-A a M1 (cit.”’). Mu-
tace ribosomalniho proteinu L3 a nepfitomnost proteinu
L41 vede kinhibici peptidyltransferasy Saccharomyces
cerevisiae a nasledn¢ ke zvysSené ucinnosti (—1) posunu
&teciho ramee™. Piedpoklada se, Ze sniZeni aktivity pepti-
dyltransferasy mé za nasledek prodlouzeni zdrzeni riboso-
mu (>207" s) na , klouzavé“ sekvenci ve chvili, kdy je P
i A misto obsazeno, a tak je poskytnuto vice ¢asu k posunu
¢teciho ramce. Celkova rychlost elongace se ale nezméni,
protoze d¢j limitujici rychlost je stale pritomnost amino-
acyl-tRNA v A misté ribosomu (87's) a disociace EF-Tu-
GDP z ribosomu (4's) — data pro ribosomy E.coli, u eu-
karyot se pfedpoklada analogie™.

4. Uméle stimulovany (-1) posun ¢teciho ramce

K posunu ¢teciho ramce miize dochazet i tehdy, kdyz
stimulujici strukturni elementy jsou pfitomny na dvou
riznych RNA (trans-elementy). Nedavny vyzkum ukéazal,
ze oligonukleotidy komplementdrni k useku zacinajicimu
¢tvrtym nukleotidem za ,klouzavou“ sekvenci zvysuji
ucinnost (—1) posunu ctecitho ramce zbazalni hladiny
~1% az na 40 %. Tyto experimenty byly provedeny
s pouzitim ,,klouzavych® sekvenci vyskytujicich se pfiro-
zend u retrovirti. U&innost posunu &teciho ramee na studo-
vanych sekvencich s pfirozenymi stimulatory (pseudouzly)
je 10-20 %. Bylo tedy prokazano, ze stimulaci posunu
¢tectho ramce lze navodit i pouZzitim komplementérniho
oligonukleotidu, ktery pusobi jako piekazka v pohybu
ribosomu®’.

Stimulace posunu ¢teciho ramce ve specifickém misté
pomoci malych oligonukleotidi (15-25 nukleotidll) po-
skytuje moznost terapeutického vyuziti. Mnoho chorob je
zpusobeno delecemi nebo insercemi v genech, jejichz du-
sledkem je nespravny Cteci ramec. K témto mutacim, po-
dobné jako k ribosomalnim posunim c¢teciho ramce, Casto
dochazi na homopolymernich usecich®'*?. Oligonukleotidy
by tedy teoreticky mohly byt pouzity pro cileny posun
ribosomu zpét do spravného ¢teciho ramce.

1073

Referat

5. Zavér

Moznost alternativniho vyuziti genetické informace
cilenym posunem ¢teciho rdmce umoziiuje kontrolu geno-
vé exprese. Nejlépe je tento proces prostudovan u virQ, kde
zajistuje optimalni pomér strukturnich protein kapsidy
k retrovirovym enzymum. Byla také vyslovena domnénka,
ze by ribosomalni posun ¢teciho rdmce mohl byt dal§im
nastrojem genetické variability, poskytujici organismu
evolu¢ni vyhodu napf. v disledku stimulace exprese pro-
teint s modifikovanymi vlastnostmi, coz organismu umoz-
ni obyvat jak prostory piivodni, tak nové ekologické niky”.

Vysledky mnoha studii pfesvéd¢iveé ukazaly, ze sek-
vence, na kterych dochazi k popsanym cilenym (—1) posu-
niim ¢teciho ramce, vykazuji spolecné rysy, které je moz-
no nalézt v databazich znamych prokaryotickych i eukary-
otickych sekvenci®**. Timto postupem bylo identifikova-
no velké mnozstvi potencialnich signalti pro posun ¢teciho
ramce, jejichZ vyskyt je 2—6x vyssi neZ ndhodny. Neékteré
z nich jsou navic konzervativni mezi homolognimi geny
riznych druhd. Problémem zistdva nastaveni vhodnych
parametrii vyhledavani, nebot’ i pfes fadu uspéchd vede
predikce casto k falesné pozitivnim vysledkim ¢i naopak
pri aplikaci striktnich kritérii nejsou identifikovana mista,
na nichz ke zméné kodovani skuteéng dochazi*>***. Jedna
se o mechanismus, ktery lze cilen¢ regulovat a predstavuje
tak nové mozZnosti terapeutického zasahu.

Tato prace vznikla za financni podpory granti
MSMT: 1M6837805002 a MSM 6046137305.
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Z. Smékalova and T. Ruml (Department of Bioche-
mistry and Microbiology, Institute of Chemical Technolo-
gy, Prague): Programmed Translational Frameshifting
— Translation of Alternative Products

Programmed ribosomal frameshifting, one of the al-
ternative decoding events, occurs with the frequency sig-
nificantly higher than the incidence of common transla-
tional errors of this type. In general, there are at least two
motives involved in the frameshifting: the slippery se-
quence, where the shift of the ribosome takes place, and
acis element situated several nucleotides downstream of
the slippery sequence, which enhances the event effi-
ciency. This review is devoted to the mechanisms and
examples of the frameshifting in a variety of organisms.
The importance of this mechanism for their life cycle is
discussed with respect to potential therapeutic applica-
tions.



