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Trypanosomatida jako nastroj
k opravam poskozené knihy

zivota? II.

,»Préatele si drz blizko, nepratele jesté bliz!“ Ano, jak bylo popséano v prvni kapi-
tole dvoudilného pojednani o trypanozomach, intenzivni vyzkum téchto para-
zitti nakonec vedl k vyvoji ucinnych léku a kombinace terapie nakazZenych osob
a sofistikovaného boje s mouchami tse-tse dostala spavou nemoc na hranici
vymyceni (Ziva 2024, 6: 301-303). TentyZ vyzkum thlavnich nepratel subsahar-
ské Afriky nas ale posunul jesté dal, do takovych oblasti mediciny, kde bychom
to jesté pred nékolika lety viibec necekali. De facto Stastnou nahodou se totiz
ukéazalo, Ze jedinecné vlastnosti velmi unikatniho rodu a druhu trypanosomatid
Blastocrithidia nonstop maji realny potencial stit se zdkladnim kamenem vyvo-
je novych lécebnych postupti pro celou radu vzacnych lidskych genetickych
onemocnéni, dosud bohuzel nevylécitelnych. V nadsazce feceno, snad se tak blizi
doba, kdy zacne platit, ze ,,Kam cert miZe, nastr¢me trypanosomatidy!*

Opravy poskozené knihy Zivota?

Predstavte si, Ze ¢tete napinavou knihu,
ktera ¢it4 20 tisic vét. A nékde v poloving
knihy, kterd vam jinak neda spét, se docte-
te, ze: ,,Nezvykly sramot ji zvedl z postele,
vykrocila k oknu, kdyZ v tom se ji za zady
necekané objevil ..., a ona hned poznala, Ze
uz delsi dobu spravné tusila, kdo je vrah.“
Chybi slovo, v této klicové vété chybi jedno
jediné slovo, které by vas jasné nasméro-
valo do druhé poloviny knihy. Knihtisk ale
selhal, to slovo, zfejmé& jméno, neznéte,
a tak jste odsouzeni po zbytek textu jen ta-
pat, zcela ztraceni v celém pfib&hu (obr. 1).

A ted si predstavte, Ze existuji geneticka
onemocnéni, s nimiz se to méa velmi po-
dobné. V celém genomu, tedy nasi knize
zivota, chybi v téch 20 tisicich vétach jen
jediné slovo. Co slovo. Casto chybi pouze
jedno jediné pismeno! To staci, aby z ni
nase buriky neptecetly klicovou informaci
pro dokonalé fungovani téla v jeji jediné
spravné podobé. Kvalita nageho Zivota tak
utrzi fatdlni ranu. NeZijeme, pouze s vypé-
tim v8ech sil pfezivame.

Nas vyzkum s ,,blaznivou” trypanozo-
mou Blastocrithidia nonstop, o které jste se
docetli v prvnim dilu, ndm kromé dosud ne-
predstavitelné odchylky od b&Zného fungo-
véani butiky také mozné ukazal cestu, jak se
pomeérné jednoduse vratit do pfibéhu. Jiny-
mi slovy, jak odhalit chybéjici slovo/pisme-
no a vratit knize ptivodni smysl, potazmo
plné zdravi nagemu Zivotu.

Ribozom jako tovarna na bilkoviny

Pro zacétek si pfipometime, Ze geneticka
informace uloZend v DNA se pfepisuje do
mediitorové RNA (mRNA), ktera ji pfena-
§1 z jddra do cytoplazmy. Zde se mRNA
setkdva s ribozomem, bunécnou ,,tovarnou
na bilkoviny*“. Ribozom funguje jako sofis-
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1 ,Nezvykly Sramot ji zvedl z postele,
vykrocila k oknu, kdyz v tom se ji za
zady necekané objevil ..., a ona hned
poznala, Ze uz delsi dobu spravné tusila,
kdo je vrah.” BliZe v textu. Vytvofeno
pomoci Chat GPT. Orig. Z. Paris

tikovany molekularni dekodér, ktery pie-
klada ¢tyfpismenny k6d mRNA (A — ade-
nin, C - cytozin, G — guanin, U —uracil) na
dvacetipismenny jazyk bilkovin. Tento
preklad umoziiuji molekuly transferové
RNA (tRNA), jez ribozomu slouzi jako
,prekladova pFirucka“.

Ribozom zahajuje proces pfekladu ge-
netické informace nesené mRNA identifi-
kaci poc¢étku genu. K tomu mu slouzi cela
fada pomocnych proteind, kterym se ¥ika
inicia¢nfi faktory. Jejich préce je zcela za-
sadni, nebot kdyby nebyl nalezen spravny
zatétek prekladu, nejenze by nevznikl pro-
tein, ktery buitka zrovna potfebuje, vznikl
by tplné jiny protein, ktery by mohl byt
pro burtiku velmi $kodlivy. Poté ribozom
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postupné proc¢ita mRNA vzdy po trojicich
bazi — kodonech. Kazdy kodon odpovida
jedné konkrétni aminokyseling, ktera je
nésledné pfipojena k rostoucimu fetézci
bilkoviny. Molekuly tRNA hraji v tomto
procesu zcela klicovou roli — pro kazdy
kodon burika kéduje specifickou tRNA
s antikodonem, ktery ho pfesné rozpozna.
Diky komplementarnimu parovani mezi
kodonem a antikodonem tRNA dopravi na
ribozom jen tu sprdvnou aminokyselinu,
pfesné podle instrukci genetického kédu.

Proces pfekladu nekon¢i, dokud ribo-
zom nenaraz{ na néktery ze tii stop kodont
(UAA, UAG, UGA), signalizujicich ukon-
¢eni syntézy bilkoviny. Po dosaZeni stop
kodonu se nové vytvorena bilkovina uvolni
z ribozomu a za¢ne vykondvat svou speci-
fickou funkci v buiice. Ribozomalni vyrob-
nf linka se tak vyprazdni, aby se vzapéti
pfipravila na dalsi sménu.

Selhani knihtisku: chybéjici slovo
Naprosto devastujici vliv na syntézu bilko-
vin v buiice mohou mit bodové, nonsense,
mutace v DNA, které zptisobuji zdménu
Casto jen jednoho jediného pismene, jedné
jediné baze. Nonsense se jim ¥ik4 proto, Ze
pokud se vlivem fady faktorti objevi v kédu-
jici oblasti genu (napf. uprostied) namisto
kodonu, ktery za normélnich okolnosti
urcuje specifickou aminokyselinu, vznik-
ne pfed¢asny terminacéni kodon (PTG, Pre-
mature Termination Codon). Tento proces
je pro buiiku vysoce $kodlivy, nebot vede
k syntéze zkracenych, a tedy nefunkénich
bilkovin. A pokud jsou takto zasazené bil-
koviny pro Zivot buriky nepostradatelné,
postiZeni jedinci se dostavaji do nefesitelné
situace a trpi mnoha zdravotnimi problé-
my. V pfeneseném slova smyslu lze ¥ici, Ze
knihtisku se pfechodné nedostéva tiskai-
ské ¢erni, z knihy Zivota se vytratilo kli¢ové
slovo, a cely pfibéh ztratil na své ptvodni
dokonalosti.

PTC mutace nelze viibec brat na lehkou
vahu, nebot tvo¥i ptiblizné 11 % vsech
genovych zmén spojenych s dédi¢nymi
genetickymi onemocnénimi. Jednim z nej-
znameéjsich prikladi je cysticka fibréza
(CF), ktera vazné poskozuje plice, travici
systém a dal$i orgény a je zptsobena vel-
kym podtem nonsense mutaci v kli¢ovém
genu kédujicim transmembranovy regula-
tor. Dal$im zavaZnym onemocnénim je
Duchennova svalova dystrofie, jez posti-
huje zejména mladé chlapce. Zptisobuje ji
vyskyt pfedcasnych terminac¢nich kodoni
v genu pro dystrofin, nezbytném pro zajis-
téni strukturélni celistvosti svalovych bu-
nék. Mezi piipady spojené s vyskytem PTC
patii také postiZeni o¢i pigmentovou reti-
nitidou, Shwachmantv-Diamondiv syn-
drom, postihujici pfedev§im slinivku bfigni
a kostni dferi, a v neposledni fadé napt. me-
tabolické onemocnéni mukopolysacharid6-
za prvaniho typu.

Kli¢ k FeSeni: Jak vratit chybéjici slovo?
Nejjednodussim zptsobem, jak pokraco-
vat ve ¢teni napinavého p¥ibéhu, by bylo
donutit ribozom, aby ignoroval pfitomnost
pfedcasného stop kodonu. Pokracovala by
syntéza ,,postiZené“ bilkoviny a jeji ukondce-
ni by nastalo aZ na skute¢ném konci genu,
definovaném jedinym spravnym stop kodo-
nem. Touto myS$lenkou se pochopitelné
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védci zabyvali jiz d¥ive. Zjistili, Ze toho lze
docilit prostfednictvim sniZeni pfesnosti
translace. Jinymi slovy, zdmérnym zvyse-
nim chybovosti pfi ¢teni genetického kédu.
Popsany zpisob, pro ktery se vyuzivaji
rizné chemické latky negativné ovliviiuji-
ci ,,molekularni dekodér” ribozomu, ma
ale jedno velké ALE. Zminéné latky sice
podporuji ,,pro¢itani* pfedéasnych stop
kodont, coz ribozomu umoziiuje pokraco-
vat v syntéze postiZenych bilkovin, ale ne-
jenZe nefesi, jakym slovem (aminokyseli-
nou) se mezera vyplni (zpravidla jde o zcela
nahodné ,,slovo”, coz smysl pfibéhu nevra-
ti), navic se zvySenou frekvenci pfifazuji
nadhodné aminokyseliny i tam, kde uz syn-
téza opravdu konci. Nasledkem je zcela
nesmyslné prodlouZeni pfib&éhu — pro buii-
ku a potazmo cely organismus to mtiZe byt
toxické a mutize vést az k bunééné smrti.
V kone¢ném disledku mohou tyto latky
napachat vice $kody neZz uzitku, a i kdyz
vyzkum jde v tomto sméru dal, zatim spise
,,8kobrta“.

Mezi latky podporujici pro¢itani stop
kodonu, které mohou sniZit pfesnost trans-
lace, patii napf. aminoglykosidova anti-
biotika. VaZou se na ribozom p¥imo do mis-
ta, kde dochazi k dekédovani. Geometrii
daného mista, ktera je kriticka pro sprav-
nost funkce, svou vazbou silné ovlivni, coZ
zvy$uje pravdépodobnost, Ze ribozom bude
pokracovat v syntéze bilkoviny i po pfecte-
ni pred¢asného stop kodonu. Zménéna geo-
metrie dek6dovaciho mista tak sice muze
prispét k dokong&eni syntézy nékterych bil-
kovin, soucasné ale nepodporuje zakladni
princip genetického kédu — komplemen-
tarn{ parovan{ mezi kodonem mRNA a anti-
kodonem tRNA, diky némuz ribozom zafa-
di do vznikajici bilkoviny jen tu spravnou
aminokyselinu. Ribozom v podstaté vyuzi-
je jakoukoli tRNA nesouci aminokyselinu,
coZ muze mit negativni vliv na spravnou
funkci vysledné bilkoviny.

Jina skupina latek naru3uje ¢innost ter-
minaénich faktoru, které za normélnich
okolnosti poméahajf ribozomu ukonéit syn-
tézu bilkovin tam, kde se nachéazi skutec-
ny stop signal. Pf¥ikladem je 1ék vyvinuty
k 16¢bé nékterych typt Duchennovy svalo-
vé dystrofie nazvany ataluren, ktery pfes-
né tento proces negativné ovliviiuje. I kdyz
tyto latky poméhaji p¥ekonat pfedcasny
stop kodon, a tim zvysit tvorbu bilkovin
v jejich spravné velikosti, maji také znacné
nevyhody vedouci k nezddoucim téinkdm.
Zcela ocekavatelné, kdyZ se ribozomu ne-
dafi ukoncit syntézu bilkoviny na PTC,
bude ji hiife ukoncovat i na skute¢nych stop
kodonech. Zvysené procitani skutecnych
stop signéld pak vede k tvorbé vcas ne-
ukonéenych, a tim paddem del$ich a poten-
cialné velmi skodlivych variant klicovych
bilkovin.

Fakt, Ze tyto latky opravdu nejsou opti-
malni, je zfejmy z Fady klinickych studif,
kdy pacienti 1é¢eni takovymi substancemi
trpi diisledkem vaznych vedlejsich ucinka,
jako je ztrata sluchu nebo porucha rovno-
vahy. A tak i pfes pokrok, ktery tyto postu-
py pfinesly, se ukazuje, Ze jejich nedosta-
te¢na specifita, zdvazné vedlejsi ucinky
a netuspésné klinické studie vyzaduji hle-
déani jinych feSeni.

Nedavny pokrok v technologii CRISPR-
-Cas9 (bliZe o metods v Zivé 2017, 2: 70-72
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a XLVII-XLIX, 4: 146—148), umoziujici
opravit chybu pfimo ve zmutované DNA,
nabizi potencialné trvalé feseni pro nemo-
ci zplisobené nonsense mutacemi. Stéle
vak existuje spousta prekazek, které brani
rychlému pouziti této technologie v 1é¢bé,
jako je doruceni opravného systému do
spravného typu bunék v mnohobunééném
lidském organismu, efektivita opravy DNA
a riziko nezadoucich tdprav v jinych mfs-
tech genomu. Dal$im omezenim jsou nékla-
dy na diagnostiku a 1lé¢bu, které by musely
byt usité na miru kazdého pacienta zvlast,
a to kvili konkrétnim mutacim a genetic-
kym rozdildm jednotlivych pacienti.

Doplnéni chybéjiciho slova

pomoci upravenych tRNA

Nejslibnéji se zatim jevi pouZiti uprave-
nych tRNA oznacovanych rti-tRNAs (read-
through-inducing tRNAs), tedy tRNA pod-
porujici proc¢itani stop kodonu. Ty maji
bud upravené antikodony, aby byly schop-
né se dokonale pérovat s konkrétnim pfed-
¢asnym stop kodonem, nebo jsou upraveny

Uginné proéitani stop kodonu
pomoci rti-tRNAGI

eS25-NTD /

Y,
4
F 4
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2 Princip pouZiti upravenych tRNA —
rti-tRNA, které umoziiuji proc¢itdni
pfedcasnych stop kodont (readthrough-
-inducing tRNAs). Diky tomu miize
ribozom pokracovat v translaci a dokon-
¢it syntézu kompletni, funkéni bilkoviny.
Blize v textu

3 Mechanismus t¢inného procitani
terminacnich signéld. Pouze ty tRNA
schopné vazat se na vybrané ribozomalni
proteiny tvorici jeho dekédovaci
centrum, napf. eS25 a eS30, se stabilné
v tomto centru ,,zahnizdi“. A i kdyz

je ribozom pfipraven syntézu ukondit,
piitomnost specidlnich rti-tRNA pfedcas-
nému ukonceni zabrani, a umozni tak
ribozomu cely protein dokoncit.

A-site — ribozomélni akceptorové

misto, tedy misto, kam se na ribozom
vazou noveé piisedsi tRNA,

NTD — N-koncova doména proteinu.
Upraveno pomoci bioRender.com podle:
Z.. Capkova Pavlikova a kol. (2025).

Orig. L. S. Valasek

4 Schéma zndzortiuje vyuziti adenoviru
nesouciho gen pro rti-tRNA. Adenovirus
pronika povrchem bunky a dostava se
do jadra, kde je jeho genetické informace
pfepséna do rti-tRNA. Ta je nasledné
transportovana do cytoplazmy

a na ribozomu umoznuje proc¢itani
predcasnych stop kodont.

5 Snimek ze skenovaciho elektronového
mikroskopu jednohostitelského
trypanosomatida Blastocrithidia non-
stop, ktery je schopen vytvaret odolna
cystickd stadia (oznacena $ipkami).

Foto J. Votypka

6 TYi Gpravy tif riznych tRNA, které
umoziuji B. nonstop dekédovat viechny
tfi stop kodony jako ,,sense kodony*.
Vytvofeno pomoci bioRender.com.

Orig. Z. Paris (obr. 2, 4 a 6)

v rdmci primarni sekvence mimo antiko-
don (obr. 2). V obou pfipadech to umoziiuje
ribozomu ignorovat signal pro ukonceni
translace a pokracovat v syntéze bilkoviny
az ke skute¢nému stop kodonu, a to bez
jakéhokoli naruseni dekédovaciho centra.

Jak jsme nedavno ukézali, trik rti-tRNA
s upravenou primérni sekvenci (tedy se
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adenovirus
s genem
pro rti-tRNA

cytoplazma

AUC
UAG

START

Aminokyseliny
Glu — kyselina L-glutamova
Trp — tryptofan

Glw

eRF1 — transla¢ni terminaéni

faktor 1
AUU (eRF1) "
UAA UAAMAAA AAAAAAAA
STOP 6

zachovanym, pfirozenym antikodonem)
spoc¢iva v tom, Ze vytvéteji dulezité kon-
takty s nékterymi ribozomalnimi proteiny
tvoficimi dekédovaci misto. Tyto kontakty
jim pak umozni vytvotit stabiln{ vazbu, kte-
rou terminacni faktory, jinak zodpovédné za
ukonceni syntézy, nejsou schopné narusit
(Capkové Pavlikové a kol. 2025; obr. 3).

Vyhoda vsech typt procitacich rti-tRNA
spo¢iva v tom, Ze predstavuji pfirozenou
soucést v8ech organismd, coZ znamen4, Ze
by mély byt dobfe tolerovany imunitnim
systémem, na rozdil od genovych editac-
nich technologii, jako je nap¥. CRISPR. Na-
vic tyto upravené tRNA jsou vysoce spe-
cifické pro jednotlivé stop kodony, coz je
vyhodou oproti zminénym chemickym lat-
kém, které aminokyseliny do proteint vkla-
daji ndhodné, ¢imZ mohou narusit jejich
funkci. Nade v8i pochybnost tak rti-tRNA
predstavuji slibnou moZnost pro personali-
zovanou medicinu s potencidlem dlouho-
dobych ucinkd.

Aby vsak bylo mozné tuto technologii
efektivné vyuzit, je tfeba vyfesit nékolik
kli¢ovych otdzek. Prvni vyzvou je zajisténi
stabilni exprese a bezproblémového fun-
govéni rti-tRNA pii translaci. Pfesné piipo-
jeni spravné aminokyseliny ke konkrétni
tRNA zavisi na enzymech zvanych amino-
acyl-tRNA syntetdzy, coz vyzaduje duklad-
nou optimalizaci téchto terapeutickych
tRNA nejen pro vysoce i¢inné procitani,
ale rovnéZ pro pfesné pfipojeni konkrét-
ni aminokyseliny. Dalsi vyzvou je cilené
a efektivni doruceni tRNA do cilovych bu-
nék a tkani. Nedavné studie ukazaly, Ze re-
kombinantni adeno-asociované viry (rAAV)
mohou bezpec¢né dodévat tyto terapeutic-
ké tRNA do poskozenych bunék. To vedlo
k obnoveé syntézy a funkce zmutovanych
proteint v my$ich modelech genetickych
onemocnéni, jako je mukopolysacharidé-
za I a Duchennova svalova dystrofie.

V neposledni fadé musime zminit, Ze
je tfeba zajistit, aby specidlné upravené
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rti-tRNA procitaly jen pfedcasné stop kodo-
ny a zcela ignorovaly ty opravdové, které
ukondéuji syntézu na spradvném misté, jak
jsme se o tom zminili vy3e, v souvislosti
s riznymi chemickymi latkami. Nagtésti
maji rti-tRNA, diky jejich pfirozenému
vyskytu v burikdch, oproti témto umélym
latkdm jednu velkou vyhodu. Rik4 se ji
poziéné specificka terminace. Jde o to, Ze
pravy stop kodon na konci kédujici oblasti
mRNA je oznac¢en jedine¢nou mRNA sek-
venci [poly(A)], na kterou se vaZe specific-
ky protein PABP [poly(A)-Binding Protein].
Zda se, ze pomoci téchto dvou molekul
jsou vyse zminéné terminacni faktory, které
syntézu proteint ukoncuji, pfesné pozic-
né umistény pouze u pravych stop kodonti.
De facto tam uZ ¢ekaji na ribozom, aby oka-
mzité ukoncily syntézu. Tim padem nemaji
rti-tRNA na pravych stop kodonech moc
velkou $anci $kodit. Tyto dvé molekuly
u predcasnych stop kodont chybéji, tak-
Ze tam tolik nepusobi terminac¢ni faktory
a upravené rti-tRNA maji mnohem vé&tsi
Sanci konat svou zddanou praci.

Kam cert miize,

nastréme trypanosomatidy!

A nyni se konetné dostdvame zpét k try-
panozomam rodu Blastocrithidia (obr. 5
a na 2. str. obalky) a jejich dramatické
odchylce od genetického kddu. Zatim stale
nevime jak a proc, ale uz dobfe chapeme,
diky ¢emu dokéZou i pfes své — pro ostatni
tvorstvo smrtonosné — tpravy kddu tito
zv]astni prvoci normélné prezit. Co je pro
pacienta zcela zdsadni zdravotni problém,
tedy vyskyt PTC v genu kli¢ového protei-
nu, je pro tyto organismy zcela béznou
praxi. Jejich genom totiz PTC v8ech tii
typti — UAA, UAG i UGA - doslova preky-
puje. Jak je to mozné? Pravé diky existenci
specidlné upravenych tRNA! Nas spolecény
vyzkum s Juliem Luke$em a Janem Votyp-
kou (autory prvniho dilu v Zivé 2024, 6)
publikovany v ¢asopise Nature v r. 2023

59

ukézal, Ze pfirozenou tpravou tRNA mole-
kul kédujicich tryptofan a glutamovou ky-
selinu uméji tito bi¢ikovcei snadno pieko-
nat jakykoli PTC kdekoli ve svém genomu.
Ty tpravy jsou pfesné tfi a vzajemneé se
od sebe vyznamné lisi. Zatimco v pfipadé
dvou tRNA nezévisle na sobé kodujicich
glutamovou kyselinu, u nichZ doslo v rdm-
ci evoluce ke zméné jejich antikodonu tak,
ze je nyni plné komplementarni s UAA,
popiipadé UAG stop kodony, tryptofanova
tRNA se vydala evolu¢né zcela jinou ces-
tou. Ponechala sviij antikodon beze zmény,
jen jednou drobnou tpravou jej trochu
priblizila ke svému ,,télu”. Vypada to, jako
by se o néco zmensila, jak se ¥ika, vrostla
zpét do zemé. Tato drobné a v p¥irodé vel-
mi ojedinéla tprava ji poskytla zcela jedi-
neénou vlastnost — nejenze stale dokaze
prekladat UGG kodon jako tryptofan, jako
tryptofan dokonale dekéduje i UGA stop
kodon. Nepifedvidatelnost a rozmanitost
svéta tRNA jsou zkritka nddherné!

A vzhledem k tomu, Ze, jak jsme si uz
fekli, rti-tRNA predstavuji velmi nadéj-
ny smér vyzkumu, ktery by mohl vyfesit
problémy spojené s vyskytem nonsense
mutaci, domnivame se, Ze inspiraci pro
vyvoj u¢inné lécby lidskych genetickych
onemocnéni, a to nejen téch zpisobenych
PTC, mohou poskytnout organismy s alter-
nativnimi genetickymi kédy, jako jsou pra-
vé& Blastocrithidia a rtizné typy nalevniki
(Ciliates). A¢ netusime, z jakych divodu
se b&hem svého vyvoje odchylily od univer-
zélniho genetického kédu, ktery je obecné
povazovan za dobfe vyladény, jedno je
jasné. Musely snaset dusledky téchto ,,roz-
hodnuti® a k tomu, aby prezily, musely
vyvinout co nejchytiejsi feseni, ktera pii-
rozené vznikla béhem dlouhého evoluéni-
ho obdobi. Teprve budouci vyzkum ukaze,
co v8echno se od téchto organismii mizeme
naucit pro zlepeni zdravi ¢lovéka, resp. pro
doctent pfetrZenych pfibéht v knihach
zivota téch méné $tastnych z néds az do
konce. A utit se beze sporu budeme, o tom
dnes uZ nikdo nepochybuje.
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