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Editovani RNA: od obskUrnosti
k vS§Udypritomnosti

Cilem tohoto ¢lanku je seznamit ctenare s postupnym objevovanim biologického
fenoménu, ktery oznacujeme jako editovani RNA. Je to pribéh, ktery ukazuje,
jak v obskurnich zakoutich vznikaji objevy, které vyrazné ovliviuji celou biolo-
gii. Nejprve si ale pojdme stru¢né pfipomenout nezbytné zakladni informace.
Pozn. redakce: Timto ¢lankem se po delsi dobé vracime k problematice ribo-
nukleovych kyselin, jak byla popisovana v pfedchozich ro¢nicich Zivy (Ziva
2007, 3: 98-100; 5: 195-198; 6: 244-247; 2008, 2: 53-56; 6: 243-246).

Genom organel: DNA v burikach neni
uloZena pouze v jadre
Je tomu jiZ vice neZ 50 let, kdy byla popsé-
na struktura dvousroubovice DNA, ktera
znamenala prilom v dal$im badani. Brzy
bylo zfejmé, Ze jde o geneticky material
burky a Ze v typické eukaryotické buiice
je uloZena v jadie. Navic se jiz védélo, Ze
tyto buiiky jsou rozdéleny membranami
do riznych oddéleni neboli kompartmen-
t. Mitochondrie pfedstavuje vSudyp¥itom-
né oddéleni eukaryotické buiiky, v némz
probiha energeticky metabolismus.

Brzy poté, co James Watson, Francis Crick
a Maurice Wilkins dostali Nobelovu cenu
za objev dvousroubovice DNA (1962), ob-
jevily se v8ak dvé velmi zajimavé prace,
které zpochybnily pfedstavu, Ze viechna
DNA je uloZena v bun&tném jadie. Mar-
git a Sylvan Nass ze Stockholmské uni-
verzity nalezli vlakna DNA v mitochondrii
a téméf okamzité tento objev biochemicky
potvrdili Gottfried Schatz a jeho kolegové
v Rakousku. Fakt, Ze mitochondrie, a jak
se pozdéji ukézalo i chloroplast, obsahuji
vlastni DNA, byl ne¢ekany a mél zdsadni
vliv na nase chapani evoluce Zivota (Ziva

2009, 2: 50-52). To je ale jiz mimo rdmec
tohoto sdéleni, ztistaneme pouze u mito-
chondridlni DNA, ktera ma vztah k edito-
vani RNA.

Tok genetické informace:
ustredni dogma molekularni biologie
V prilomovém ¢lanku z r. 1958 formulo-
val F. Crick teorii, kterou nazval ustfedni
dogma molekularni biologie. Rika v ni, Ze
informace ulozend v DNA ve formé& geni
,tece” prosttfednictvim molekul RNA do
bilkovin — proteint (obr. 1A). Jinymi slo-
vy, pofadi ¢ty¥ pismen (A, C, Ga T —adenin,
cytozin, guanin a thymin) dvoufetézce DNA
je pfesné kopirovano do jednofetézce RNA
(v ni jsou v8echny thyminy nahrazeny ura-
cily), ktery je posléze na ribozomech opét
s velkou pfesnosti pfeloZen do jazyka ami-
nokyselin — stavebnich kameni bilkovin.
Trvalo pak nékolik let, neZ se véci vyraz-
né zkomplikovaly. Phillip Sharp a Richard
Roberts (Cold Spring Harbor Laboratory)
nezavisle prokazali, Ze ne v8echna infor-
mace obsaZzena v genech se nakonec pfe-
nese do bilkovin. Useky DNA, které se
nachdzeji ve vétsiné eukaryotickych gent,
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jsou podle Crickova dogmatu pfepsény do
molekul RNA, ale pak dojde k jejich vystfi-
zeni, vzniklé konce jsou spojeny a teprve
takto upravend RNA sméfuje do ribozom1,
kde se vytvori p¥islusna bilkovina (obr. 1B).
Za objev tzv. intront dostali oba védci No-
belovu cenu (1993). Pravé kvuali tomuto
sestfihu, oznadovanému jako RNA splicing,
védci nyni definuji kédujici oblast jako
¢ast genu, kterd projde sestfihem a na je-
jimz zékladé se syntetizuje bilkovina.

Objev editovani RNA: prekvapivy nélez
v mitochondrii trypanozom

Pomérné kratce poté, co byl védeckou
komunitou jednoznad¢né pfijat proces se-
stfihu RNA, se v Holandsku (na univerzi-
té v Amsterdamu) skupina vedend Robem
Bennem pustila do sekvenovani mito-
chondridlniho genomu jednobuné¢ného
bicikovce trypanozomy spavi¢né (Trypa-
nosoma brucei). Mitochondridlni DNA
tohoto ptivodce africké spavé nemoci se
oznacuje jako kinetoplastovd DNA (kDNA,
viz také Ziva 2010, 5: 202—-203) a byla po-
zorovana jiz koncem 19. stol., coz ji kva-
lifikuje jako vtibec prvni popsanou DNA
organel. Pro¢ je tomu tak? Odpovéd je
pomérné jednoduchéd — kinetoplastové
DNA je v mitochondrii trypanozom a pii-
buznych prvoka obrovské mnozstvi, navic
je v8echna uloZena v pfedni ¢asti buriky —
pfesné v misté, kde se mitochondrie do-
tyké kofene bi¢fku trypanozomy (viz obr.
2A—C). Pomoci elektronové mikroskopie
se zjistilo, Ze kDNA je sbalena do disko-
vité struktury (obr. 2D) a dalsi studium
disku metodami molekularni biologie uka-
zalo, Ze je sloZena z nékolika tisict navza-
jem propojenych malych kruznicovych
molekul (minikrouzkd, viz obr. 2E). Jejich
funkce ztstavala dlouho zdhadou, ale véd-
cum se ji nakonec podatilo objasnit a po-
zdéji se k ni jesté vratime. Kromé& mini-
krouzkd je kinetoplast tvofen jesté asi
dvéma tucty mnohem delsich kruznic (10
az 20x vétsich nez minikrouzky), oznaco-
vanych jako maxikrouzky. Jak vzapéti uvi-
dime, ze sekvence maxikrouzkt se dala
snadno a rychle ur¢it jejich funkce. Pfed-
stavuji typickou mitochondridlni DNA,
kterd v naprosté vétsing eukaryot nese
geny kddujici podjednotky respira¢niho
fetézce (pravé prostiednictvim néj jsou

1 Tok genetické informace.

A — Ustfedni dogma molekularni biolo-
gie. DNA obsahuje geny, trvalé ischovny
genetické informace, ktera se pienasi
do dalsi generace. Tok genetické
informace v jedné generaci zahrnuje
prepis (transkripce) gent do molekul
RNA, které maji stejnou sekvenci jako
geny a pfeklad (translace), kdy je infor-
mace v RNA pouzita pro syntézu
bilkoviny.

B — Sestfih RNA. Ne vSechna informace
prepsana do RNA se pouzije k syntéze
bilkoviny. Ve v8ech eukaryotickych
organismech jsou nékteré tiseky, introny,
vystfizeny z RNA molekuly procesem
oznacovanym jako sestfih RNA
(splicing). Oblasti mezi introny

se nazyvaji exony. Tyto kédujici

¢asti (exony) jsou posléze pospojovany
a pfedstavuji finaln{ instrukci k syntéze
proteinu.
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tyto organely schopny vyrabét velké mnoz- s hlavnim hrdinou, ¢imz cely film postra-
stvi energie nezbytné pro existenci buttkky) da smysl. Ale mavnutim proutku nékdo
a od mitochondriadlni DNA bunégk ¢lové- tyto scény dodate¢né vsune a divaci mo- cox3 i
ka se vlastng na prvni pohled nijak zvlast hou byt spokojeni. Nemajf ani tuseni, jaké ~//——{GChohaty } 4\~ DNA
drama se délo v zakulisi. 1 piepis
Laboratof R. Benneho se rozhodla pravé Tento zdhadny bunéény proces objevi- | primarni transkript
pro sekvenovani maxikrouzkti, protoze telé popsali jako editovdni RNA (Benne |RNA se 463 editace RNA
jsou vSechny navzajem identické, zatimco a kol. 1986), jelikoZ diky nému dochézelo nukleotidy 1

minikrouzky se jeden od druhého riazni
(dnes jiz zndme i sekvence vétsiny mini-
krouzkt trypanozom). Pustit se do tehdy
velmi pracného a drahého sekvenovéni
obskurniho genomu v obskurnim organis-
mu a pfitom plisobit v amsterdamské ne-
mocnici, jejiz vedeni se domnivalo, Ze
nemocnych, bylo riskantni rozhodnuti.
Navic prvn{ vysledky nebyly pfili§ zajima-
vé, protoze nalezené geny se podobaly
gentim z jinych mitochondridlnich DNA.
Ale pozornost zahy upoutalo zjisténi, ze
nékteré geny maji ve své sekvenci prekva-
pivé mnoho chyb. Slo o chybéjici nukleo-
tidy, podobné jako kdyby ze jména zakla-
datele genetiky vypadlo nékolik pismen
(Rh¥ Medl a Reho¥ Mendel). V$ichni vime,
ze i pii velké presnosti obéas nastanou
chyby a nejinak se tomu déje u nukleo-
vych kyselin. Dochézi k nim ale vyjimec-
né a jsou co nejd¥ive opravovany. Jenze
maxikrouzkové geny byly chyb plné — ,,vy-
padla“ z nich spousta pismen a bylo tudiz
zfejmé, Ze z nich nemohou tradi¢nim
zpusobem vznikat funkéni bilkoviny.

Nastésti se holandsti védci rozhodli rov-
néz sekvenovat i mRNA pro tyto ,,posko-
zené“ geny metodou reverzni transkrip-
ce, pii niZ se RNA napied piepise do DNA.
A pravé sekvence jedné takové zpétné
piepsané mRNA z gelt pfipravenych stu-
dentem Justem Brakenhoffem znamenala
skute¢nou ,,bombu®. Ukézalo se, Ze pis-
mena o¢ividné vypadla z DNA se do se-
kvence né&jakou zdhadnou cestou vratila
na drovni RNA, takZze DNA vytvofena
zpétnym pfepisem mRNA uZ neobsahuje
chyby a ribozom tudiz podle ni mtze bez
problémt vyrobit funkéni bilkovinu. Dal-
$im velkym pfekvapenim byl fakt, Ze viech-
na zpétné vsazena pismena byly pouze
uridiny a Ze se v nékterych p¥ipadech
uridiny na drovni RNA dokonce ztricely.
At uZ ale byly uridiny do RNA vkladany
(inzerce) nebo vyjiméany (delece), vzdy
diky tomu doslo k opravé chyby v sekven-
ci DNA.

Tento objev byl ve své dobé zcela bez-
precedentni. Pfedstavme si, Ze reZisér na-
to¢i ¢ast filmu, ale bez kli¢ovych scén
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k opravé — editovani organelové DNA na
drovni RNA. Thned po publikovani v pres-
tiznim ¢asopisu Cell zptisobil mezi mole-
kularnimi biology velké pozdviZeni, proto-
Ze naprosto odporoval vieobecné pfijatému
Crickovu dstfednimu dogmatu moleku-
larni biologie. Kde se bere informace pro
vklddani a vyjiméani stovek uridint do
a ze sekvence mRNA? Navic na rozdil od
vy$e popsaného sestfihu RNA, pfi némz
jsou odstratiovdny z mRNA dseky nepo-
tfebné pro syntézu proteint, se v p¥ipadé
editovani RNA opravy dé&ji v kli¢ovych
exonovych tsecich. Pro¢ si trypanozoma
,vymyslela“ takové komplikace, kdyZ v mi-
mu se stejné bilkoviny vyrabéji jednodu-
chou cestou (DNA — RNA — protein)?

Rozsahle editované RNA:

ohroZeni ustfedniho dogmatu?
Sekvenovani dalsich tsekt kinetoplasto-
vé DNA trypanozom pfineslo opét pfekva-
peni. Trypanozomy ve své organele postra-
daly nékolik gent nalezenych v ostatnich
mitochondridlnich DNA (napf. u kvasi-
nek). Jejich ,,zmizeni“ se podafilo vytesit
laboratofi Kenna Stuarta v Seattlu, ktera
ukézala, Ze jsou sice pfitomny, ale v DNA
jsou k nerozpoznani. Az kdyZ se sekvenu-
je RNA z ,nesmyslnych®“ dsekd maxi-
krouzk, zpisobi vlozeni a vyjmuti stovek
uridint tak dramatické zmény, Ze se se-
kvence téchto zdéanlivé chybéjicich gent
vlastné diky masivnimu editovan{ vytvo-
fi az na trovni RNA (obr. 4). Prostfednic-
tvim editovani je do nékterych mRNA vlo-
Zena vice neZ polovina nukleotidd a neni
proto pfekvapivé, Ze na irovni DNA se
tyto geny trypanozom svym homologiim
(pfibuznym gendm u ostatnich organis-
mi) viilbec nepodobaji.

Objev mRNA, do nichZ je vkladano tolik
genové nekédovanych uridint, byl pro
Fadu molekularnich biologt uz p#ilis. Od-
kud se bere informace pro pfesné vlozeni
(a méné casté vyjmuti) téchto a pravé jen
téchto bazi? Bylo to, jako by se pfi promi-
tédn{ filmu objevila celd horda hrdind, kte-
ré pfi natdcen{ nikdo ani nezahlédl a ne-
pocital tedy s nimi.
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oblast rozsahlé editace
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2 Mitochondrialni genom trypanozomy
spavi¢né (Trypanosoma brucei) — kineto-
plastovda DNA (kDNA).

A — Protahly parazit trypanozoma

T. brucei ve svételném mikroskopu

(s Nomarského diferenénim kontrastem);
B —Jadern4 a kinetoplastova DNA. Stejny
parazit obarveny modrou fluorescenéni
barvou, kterd se vaze na DNA. Velké
tecky (j) predstavuji jadro, které obsahuje
vétsinu bunééné DNA. Kinetoplastova
(k) DNA je viditelna jako mala tecka;

C —Mitochondrie. T. brucei obarvena
¢ervenou fluorescencni barvou, ktera
barvi pouze mitochondrii. Tento obrazek
je ukazan v prekryvu s obrazkem B,
kinetoplast a jadro jsou vyznaceny;

D — Kinetoplast. Na snimku z elektrono-
vého mikroskopu vidime diskovitou
strukturu kinetoplastu v mitochondrii
obklopené membranou. Veskery mito-
chondridlni genom (tedy kinetoplast)

je zabalen v této kompaktni struktute.
Foto E. Bontempi;

E — Minikrouzky a maxikrouzky DNA
tvotici kinetoplast. Snimek vycisténé
kDNA z elektronového mikroskopu pfed-
stavuje vzajemné propojené kruznicové
molekuly DNA. Tato pfesné uspofadana
sit je tvorena nékolika tisici minikrouzka
a desitkami maxikrouzk, které nesou
mitochondridlni geny (horni schéma).

3 Omezené editovani RNA kédujici
gen cox2. Ukazan je pouze kratky tsek
sekvence genu cox2 pozménéné editova-
nim. Gen, ktery nekéduje polohu ¢éty¥
uridind, je pfepsan do RNA. Pokud by
tato molekula RNA byla pouzita jako
pfedloha k syntéze bilkoviny, byla by ta
zcela nefunkéni a doslo by k jejimu
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rychlému odstranéni. Proto musi mole-
kula RNA projit editovanim, béhem
néhoz jsou Gtyfi uridiny (malé cervené
pismeno u) vloZeny pfesné do urcitych
mist, ¢imz se vytvori spravna mRNA,
kterd je na mitochondrialnim ribozomu
pfelozena do funkéni a pro Zivot nezbyt-
né bilkoviny cox2.

4 Rozsadhlé editovani RNA kédujici gen
cox3. Gen cox3 v maxikrouzku je pred-
stavovén nesmyslnym pofadim bézi,
nekdduje syntézu bilkoviny. Tento isek
DNA je pfepsan do RNA, ktera prochazi
velmi rozsdhlym editovanim — do jejtho
potadi je vloZeno 547 uridint a zaroven
41 jinych uridint vynato. Toto tzv. pan-
editovani je ukdzédno na malém tseku
editované molekuly RNA, kde vsunuté
uridiny jsou oznaceny jako mala
¢ervend u, zatimco odstranéné uridiny
pfedstavuje modra hvézdicka.

5 Malé pravodcovské — guide (g) RNA
jsou ulozeny na minikrouzcich a nesou
informaci pro editovdni mRNA. gRNA
piepsana z minikrouzku se vaze na maly
tisek mRNA piepsané z maxikrouzku

a tato vazba probihé podle principu
pérovani bazi ve dvousroubovici DNA.
gRNA je tvofena tfemi oblastmi: kotvici
sekvenci (zluté), kterd obsahuje sekvenci
vazici gRNA molekulu k preeditované
mRNA, informacni oblasti (Gervené),
nesouci instrukci pro editovani navazané
mRNA a koncovou oligoU sekvenci,
neboli koncem gRNA tvofenym sérif
uridint (modfe). Obecné platné, tedy
kanonické parovani bazi (A-U, G-C)

je zndzornéno ¢arkami, neobvyklé

¢i nekanonické parovani (G-U)
znazornuji hvézdicky.

Objev privodcovské RNA

a odolnost ustfedniho dogmatu

Rada laborato¥i se poté soustiedila na se-
kvenovani mitochondridlnich gent trypa-
nozomy na drovni DNA a p¥{slusnych
Céastetné i zcela editovanych mRNA. To
umoznilo brzy vytvotit velmi solidni kata-
log v8ech editaénich mist, ale pal¢ivou
otazku, odkud se bere informace pro ten-
to proces, ktery musi byt navic extrémné
presny, se stale nedatilo zodpovédst.

Jak uz to ale ve svété védy chodi, nékdo
nakonec ptijde s prilomovou myslenkou
nebo p¥imo FeSenim. V tomto pfipadé se
zaGatkem 90. let 20. stol. proslavila labo-
ratof Larryho Simpsona z Kalifornské uni-
verzity v Los Angeles. Jeji ¢lenové ukaza-
li, Ze onu zdhadnou informaci nese zcela
nova kategorie molekul RNA, oznacenych
jako guide (g) RNA (Cesky privodcovska
RNA, obr. 5). Pro kazdé editované misto
existuje piislusna gRNA (vétsinou obsa-
huje molekula RNA dlouha pfiblizné 70
bézi informaci pro nékolik editovanych
mist) a systém tedy musi pracovat se stov-
kami gRNA.

Nasledujici vyzkum ukazal, Ze pfislus-
né gRNA se pomoci parovani bazi, které
objevili Watson a Crick, vaZe s primarnim
transkriptem mRNA (kotevni sekvenci).
Po tomto navazani gRNA k needitované
mRNA vstupuje do hry jiny tsek gRNA,
oznacovany jako informativni, ktery nese
névod pro editovani — mtiZeme pouit slo-
vo dekédovani. Podle predlohy (templa-
tu) informativniho tseku gRNA jsou do
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piislusné ¢asti mRNA postupné vkladany
uridiny a jiné z néj zaroven vyjimény, az
se obé sekvence stanou komplementarni
a vznikne mezi nimi dokonala vazba. V této
vazbé mezi molekulami gRNA a mRNA se
uplatriuje i ,,vzdcnd“ vazba uridinu a gua-
ninu, kterd nikdy nenastava v DNA (mezi
thyminem a guaninem), a proto byva také
oznacovana jako ne-Watson-Crickova vaz-
ba. Zatimco pro editovan{ nékterych mRNA
stac¢i jedind gRNA (pfikladem mutiZe byt
cox2 mRNA, do niZ jsou vsunuty pouze
¢tyfi uridiny), pro dekédovani jediné roz-
séhle editované mRNA (napf. cox3) je jich
treba az 30.

Zajimavé je, Ze celé dekédovani probi-
hé jako kaskada krokt v presné stanove-
ném pofadi. Navdzani gRNA1 umozni
editovani malého tseku mRNA, na né&jz
se po uvolnéni gRNA1 pfichyti gRNA2,
odvede svoji praci, umozni p¥ichyceni
gRNA3, a tento slozity proces pokracuje
od jednoho konce mRNA aZ na druhy.
Vysledkem je jedind editovand mRNA,
ktera vstoupi do ribozomu. Pravé v Simp-
sonové laboratofi se podafilo zachytit
i mezistupné této rychlé kaskady déju
a tim odhalit mechanismus editovani (viz
obr. 6).

Vratme se nyni k minikrouzktm zmi-
nénym na zacatku povidani o podivnos-
tech mitochondrialni (kinetoplastové) DNA
u trypanozom. Ackoli byly minikrouzky
(obr. 2E a 5) objeveny jiZz v 60. letech, tepr-
ve objev editovani RNA o 30 let pozdéji
jim dal smysl. Stovky rtiznych gRNA jsou
totiz kédovany pravé na téchto sekvenc-
né riznorodych malych krouzcich DNA,
které jsou navzdjem propojeny do jediné
obrovské sité kinetoplastové DNA. Deseti-
letf trvajici usilovné studium kDNA uka-
zalo, Ze pravé jejich provazani zabraiiuje
ztraté jednotlivych minikrouzka p¥i bu-
nécném déleni a Ze toto vpravdé inZenyr-
ské Fe$eni umoziiuje, aby matefska burika
pfedala obéma dcefinym tplné stejnou
sadu nékolika tisic riznorodych mini-
krouzkd, jakou nese sama. Jesté dilezit&jsi
bylo ujisténi vzrusené védecké komunity,
Ze 1 pFes slozity mechanismus lze v§echnu
informaci pro editovani RNA trypanozom
vystopovat v DNA (Ze se ¢ast informace
nachazi v maxikrouzku a jiné ¢ésti v mini-
krouZcich, je sice zajimavé, ale podruzné)
a ustfedni dogma molekularni biologie
tedy stale plati.
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Mechanismus vkladani a vyjiméani
uridini

Vzépéti, co se védcim podatilo objasnit
zdroj informace pro editovani RNA pro-
stfednictvim uridint, pustili se do objas-
flovéani procesu, jakym se to d&je. Snaha
fady laborato¥i, k niZ se snazi pfispivat
i nase laboratof molekularni parazitolo-
gie v Parazitologickém tstavu Biologic-
kého centra AV CR, v. v. i., ukézala, Ze
k tomuto déji je nezbytna fada enzymo-
vych aktivit (obr. 7). Nebudeme zde zmi-
fovat vSechny dosud objevené, ale uve-
deme alespoii kli¢ové, které jsme navic
intuitivné ¢ekali. Molekula RNA musi byt
nejprve v misté editovani rozstépena enzy-
mem endonukledzou. Dalsi krok zavisi na
tom, zda dojde k vloZeni nebo vyjmuti
(jednoho ¢i vice) uridina. Pokud v daném
misté plati prvn{ alternativa, vstupuje do
hry enzym s ozna¢enim TUT4za (3'-termi-
nélni uridylattransferdza), ktery k jedno-
mu z obou vzniklych konct ptipoji poza-
dovany pocet uridint. Pokud je ale v daném
misté nezbytna delece uridini (a opét to
muZe byt jeden nebo tfeba fada péti), p¥i-
chazi na fadu enzym exoUdéza (exouridy-
latnukledza), jehoZz tikolem je odstipnout
poZadovany pocet nukleotidii. At TUTaza
uridiny vloZi, nebo je exoUéza vysttihne,
vytvoif se v daném misté mRNA komple-
mentarita navazané gRNA a dalsi enzym —
RNA ligdza spoji obé ¢asti mRNA. Edito-
vani v daném misté je hotové.

Vsechny tyto aktivity (a fada dalsich) jsou
obsazeny v bilkovinném komplexu, ozna-
¢ovaném jako editozom (obr. 6). Podobné
jako ribozom je editozom slozity moleku-
larni stroj, tvofeny 20 raznymi bilkovina-
mi, ktery nesmirné vykonné a pfesné pro-
vadi sérii enzymovych krokt nezbytnych
pro prubéh editovéani. Za zminku stoji ne-
davny objev latky, kterd ti¢inné blokuje
klicovou soucast editozomu — RNA ligazu.
Jelikoz v burikéach ¢lovéka zadny proces
srovnatelny s inzerci nebo deleci uridint
neni znam, 1ék cileny proti editozomu by
mohl mit charakter ,,magické kulky“, kte-
ra trefuje pouze parazita. Z tohoto hledis-
ka predstavuje proces editovani mimorad-
né vhodny cil. Hlavnim problémem tak
zustava nezdjem celého odvétvi farmaceu-
tického primyslu o tropické choroby, pro-
toZe zems, jejichZ obyvatelé jsou jimi pie-
devsim postiZeni, nemaji na potiebné léky
prosté penize.
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této molekuly RNA (zndzornéno malymi d d Jd Jd
ée}‘ven}?ml u. :Ti,rn se vytvvof‘iv Va%ebné o cytidin uridin adenozin inozin
misto pro kotvici oblast (zluté) nasledujici
gRNA. Tato druha gRNA nahradi prvni
a umozni editovani dal$iho tseku mRNA B
hned vedle tuseku dekédovaného prvni preklad
i i N0 R — (02020, 020,020
gRNA. Tfeti gRNA nahradi druhou gRNA TWC S
a proces pokracuje az na konec editované l editace RNA dlouha ApoB bilkovina
oblasti mRNA. »
7 Série enzymovych aktivit nezbytnych MMMV ITRNN jatra
pro editovani RNA u trypanozom. l preklad D
V levé ¢asti je ukdzano vkladani uridindg,
v pravé ¢asti schéma jejich vyjiméni. O0-0-0-0 ‘ \{
Editovanou mRNA vzdy pfedstavuje - P CAUUAAGGUGGGUGG
A PR kratka ApoB bilkovina
horni vlakno a gRNA spodni vlakno. P L= THET
Barevné jsou znazornény &asti gRNA: Ve CUAGUCCCAUCCACC
kotvici tsek zluté, informacéni dsek tenké stievo 8
¢erveneé a oligoU sekvence modfe.

Procesy vkladani (inzerce) a vyjimani
(delece) zac¢inaji a kondi stejné, ale 1isi se
ve stfedni ¢asti. V poc¢atecnim kroku

je mRNA nejprve rozstépena
endonukledzou v misté planovaného
(podle sekvence ptiloZzené gRNA)
vloZeni nebo vynéti uridinu.

V prvnim piipadé je p¥islusny pocet
uridinid vkladan enzymem s nazvem
TUTéza (3'-termindlni uridylattransferéza).
V druhém pfipadé jsou pfebytecné
uridiny vyjmuty enzymem exoUézou.
Poté jsou oba procesy opét shodné — obé
¢asti mRNA se spoji vSudypfitomnou
RNA ligazou. Takto editovand mRNA

se nyn{ plné vaze diky Watson-Cricko-
vym (A-U; G-C) i nekanonickym (G-U)
vazbdm s kotvici a informac¢ni oblasti
piislusné gRNA. Ta se po provedené
,praci“ odpoji.

8 Dalsi vybrané typy editovani RNA

u jinych organismu.

A —Konverze cytidinu na uridin. Diky
chemické reakci oznacované jako deami-
nace dojde k odstranéni aminové skupi-
ny cytidinové baze (Cerveny krouzek),
¢imz vznikd uridinové baze. Tato reakce
probihé ve specifickych oblastech mRNA
v mitochondriich a chloroplastech rostlin;
B — Editovani mRNA kédujici bilkovinu
apoB u zivocichu. V jediném urc¢itém
misté mRNA pro apoB dochézi k edito-
vani cytidinu na uridin, ¢imz se vytvaii
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instrukce pro vznik kratkého apoB
proteinu. Déje se tak pouze ve stfevé
savcu (deaminace enzymem APOBEC1),
zatimco v jatrech k tomuto procesu
nedochézi a z piislusné apoB mRNA

je na ribozomech syntetizovana dlouha
apoB bilkovina;

C — Konverze adenozinu v inozin.
Aminoskupina adenozinové baze
(Cerveny krouzek) je odstranéna

a deaminaci vznikd inozinova baze;

D — Editovéan{ v jediném misté mRNA
kédujici glutamatovy receptor

u obratlovci. Diky vlasence, ktera
vznikne v jediné molekule mRNA
prostfednictvim vzdjemného parovani
dvou tsekt, se vytvari misto rozeznavané
enzymem ADAR (Adenosine Deaminase
that Acts on RNA), ktery pfeméni
piislusny adenozin na inozin (oznaceno
sipkou). Blize v textu.

Foto a orig. H. Hashimi a J. Lukes.
Kresby M. Chumchalové (obr. 1, 3, 5 a 8)
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Editovani RNA:

od obskUrnosti k v§Udyptitomnosti

Od sekvenovani mitochondridlniho geno-
mu takového parazita nikdo necekal, Ze
povede k jednomu z kli¢ovych objevi
tykajicich se RNA. Béhem ¢tvrtstoleti, kte-
ré ub&hlo od prvniho objevu, se védcim
podaftilo rozlustit molekuldrn{ mechanis-
my editovani RNA. Navic je pravé tento
biologicky proces v buiice parazita ideal-
nim cilem pro novou generaci 1é¢iv, kterd
jsou vyvijena proti piivodciim spavé ne-
moci a dalsich tropickych chorob.

Popis editovdni RNA ma v3ak jesté jiny
aspekt. Vétsina vyzkumu v oblasti mole-
kularni biologie se z pochopitelnych du-
vodid zameéfuje na metazoa, coZ jsou mno-
hobunééni Zivoc¢ichové veetné ¢lovéka.
Neméli bychom ale zapominat, Ze vétsinu
eukaryotické diverzity predstavuji podle
poslednich fylogenetickych analyz pravé
prvoci. Dovolujeme si pfedpovédét, Ze
diky prudkému zleviiovéani sekvenovani
pfinese jejich studium v brzké dobé fadu
prulomovych objevi typu editovani RNA.

Zavérem si stru¢né uvedeme piiklady
editovani RNA u jinych organismi, které
byly objeveny po popisu extrémni formy
tohoto procesu v mitochondrii trypano-
zom. A nebudeme prehéanét, kdyz fekne-
me, Ze RNA je editovdna viude kolem
nas. Rostlinné buriky obsahuji kromé mito-
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chondrii i chloroplasty, v nichZ probfha
fotosyntéza, bez niz si Zivot na této pla-
neté nedovedeme pfedstavit. Podobné
jako mitochondrie obsahuje také chloro-
plast svij vlastni genom a RNA v obou
organeldch rostlinnych bunék je editova-
na formou tzv. konverze. To znamena, Ze
nedochézi k vkladani a vyjiméni nukleo-
tidt jako pfi editovéni u trypanozom, ale
méni se pfimo baze jednotlivych nukleo-
tidd jiz p¥itomnych v molekule RNA. B&z-
nym piikladem je pfemeéna specifickych
cytozint na uracily, proces oznatovany
jako deaminace, pfi niz dojde k odstipnu-
ti aminové skupiny (-NH,) z nukleotidové
baze (obr. 8A). V typické rostlinné buiice
probiha mezi 20—40 konverzemi cytidind
na uridiny v chloroplastové RNA, zatimco
v mitochondridlni RNA stejné buiiky se
muZe ménit aZ 1 000 nukleotidi.

A pro¢ se nepodivat i do bunék nase-
ho vlastniho téla? Znamym p¥ipadem je
mRNA apolipoproteinu B (bilkovina od-
povédné za transport cholesterolu), kde
dochazi k pfeméné jediného cytidinu na
uridin v dobfe zapamatovatelné pozici
6666 (Greeve a kol. 1993). Presto, Ze jde
o jedinou zménu, jeji dosah je dalekosah-
ly. Tento proces probiha pouze v tenkém
stfevé a pravé diky nému se prostfednic-
tvim editovan{ vytvoii ve 2153. tripletu
stop kodén — konec bilkoviny kédované
mRNA (obr. 8B). Jelikoz ale v burikach
jater neni stejnda mRNA vibec editovdna
(schazi tam odpovidajici cytidindeamina-
za APOBEC1), nedojde k vytvofeni pied-
¢asného stop kodénu v pozici 6666 a v jat-
rech se tedy z genu pro apolipoprotein B
syntetizuje mnohem dels{ bilkovina nez
v tenkém stfevé. Jinym typem editovani
RNA, Siroce rozsifenym jak u mnohobu-
néénych organismd, tak u vird, je pfemé-

£ t\\y?] i,
A

Orig. Vladimir Renéin

na adenozinu na inozin (obr. 8C). Inozin je
velmi zajimavy nukleotid, ktery se trans-
la¢nim systémem ¢te jako guanozin. Ke
konverzi adenozinu na inozin dochézi
také prostfednictvim deaminace, provadé-
né velmi intenzivné studovanym enzymem
oznacovanym zkratkou ADAR (Adenosine
Deaminase that Acts on RNA). Substratem
pro ADAR a ptibuzné enzymy jsou dvou-
vlaknové tseky — vlasenky, které se vy-
tvofi v rdmci parovani bazi uvnitt jediné
molekuly RNA. P¥iklad pfemény konkrét-
niho adenozinu na inozin v glutaminovém
receptoru u savci ukazuje obr. 8D. Tento
receptor je klicovy pro spravné fungovani
nervového systému a pokud je jeho edito-
vani naruseno, dochazi u pokusnych mysi
k nervovym poruchéam.

Na zavér se jesté jednou vratme ke vkla-
déni uridint, jehoz mechanismus u trypa-
nozom jsme si podrobné popsali. V r. 2009

Vyslo v Nakladatelstvi Academia

Vladimir Vondrejs: Otazniky
kolem genového inZenyrstvi

Molekularni biologie a genové inZenyrstvi,
které se z ni pozdéji vyvinulo, budi velkou
pozornost v odbornych kruzich, o ¢emz
svédéi obdivuhodné velky pocet Nobelo-
vych cen, které se na tyto védecké oblasti
vazou. Genové inZenyrstvi bylo po poca-
teénim vahani pfijato pro svij tzasny
metodicky p¥inos viemi obory biologie,
ale i lidskou a veterinarni medicinou a sta-
le vice proniké do pramyslu, zemédélstvi
a mnoha dalsich obort.

Vladimir Vondrejs se zabyva jako peda-
gog a jako védec prakticky cely sviij zivot
molekuldrn{ biologii a genovym inZenyr-
stvim u mikroorganismu a vyznamné se
podilel na zavedeni téchto disciplin do vy-
uky nejen na Pfirodovédecké fakulté UK
v Praze. V pravé vyslé publikaci se zamé-
il na problémy, které kolem genového
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inZenyrstvi nepfestavaji jitfit spory. Po-
dobnég, jako je tomu v fadé& oblasti lidské
¢innosti, ¢4st vefejnosti se stile obava no-
vych moZnosti, které genové inzenyrstvi
nabizi, neo¢ekavanych nésledkti a mozné-
ho zneuziti. Autor st¥izlivé zvaZzuje pfed-
nosti a skute¢na rizika aplikaci genové in-
zenyrskych postupt a ukazuje, jak se vztah
vefejnosti k dosazenym vysledkim po-
stupné méni, podobné jako se vyvijeji od-
povidajici formy bezpetnostnich opatfeni.

Kniha patfi do edice Prihledy, kterou
Nakladatelstvi Academia splaci dluh vetej-
nosti a snazi se popularni formou sezna-
movat s nejnovéjsimi tématy, jimiz se véda
zabyva, a se sméfovanim novych védeckych
obort. Otazniky kolem genového inZenyr-
stvi zahrnuji pohled do budoucnosti a upo-
zorniuji na otazky, které se v plné mifre

253

vysla prace Jacka Wisniewského a spolu-
pracovniki (Zougman a kol. 2008), v niz
autofi tvrdi, Ze k tomuto procesu dochazi
i u mRNA kédujicich né&které bilkoviny
v jadie lidskych bunék. Do téchto mRNA
je na konkrétnim a vzdy stejném misté vlo-
zen jediny uridin, coZ umoziiuje vznik
delsi verze bilkoviny (situace podobna pii-
padu apolipoproteinu B). Zatim o tomto
vkladan{ uridind do nékterych lidskych
mRNA nevime nic blizsiho, ale uz ted je
jisté, Ze se stane pfedmétem studia fady
laborato¥{. Moznéa vyjde za nékolik let
v Zivé ¢lanek o tom, jakym zdsadnim
zptisobem vkladani uridint do lidskych
mRNA ovliviiuje nase zivoty.

pr@dy

Otazniky kolem
genového inzenyrstvi

ACADEMIA

Vladimir Vondrejs

objevi teprve za nékolik let. Sou¢asné na-
znacuji nékterd mozna feSeni, na nichz se
jiz v predstihu védecky pracuje.

Pozn. redakce: Na zadni strané obalky
knihy doslo nedopatifenim k uvedent ne-
pfesného titulu autora, spravné je doc.
RNDr. Vladimir Vondrejs, CSc. Autorovi
i ¢tenafim se omlouvame.
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