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Geneticka podstata inkorporacie selénu
do proteinov v bunkach baktérii

MARIAN MACOR - JOZEF GRONES

SUHRN. Inkorporicia mikroelementov do bunkovych proteinov je zdvisld od mnohych
regula¢nych faktorov v priebehu translaéného procesu. Jednym z vyznamnych mikroele-
mentov je selén inkorporovany do selenoproteinov. Reguldciou syntézy selenoproteinov
na urovni translacie sa zaobera tato prehladova praca.
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Bunky Zivych organizmov su charakterizované dvomi zdkladnymi faktor-
mi, ktoré si navzdjom protirecia; prvym je presnost a druhym flexibilita.
VSetky procesy, ktoré sa podielaju na prenose genetickej informdacie z DNA
do proteinov, teda cely translacny apardt, je velmi pruzny. Pruznost takych-
to procesov zdvisi od rozmanitosti, konformadcie Struktir a komplexnosti zlo-
ziek zucastnujucich sa na tychto procesoch. Pruznost je charakterizovand
tromi zdkladnymi vlastnostami, ktoré sprevadzaju centrdlnu dogmu moleku-
larnej bioldgie. Patria sem rozdelenie na zmysluplné a na nezmyselné kodo-
ny, zachovanie ¢itacieho rdmca a nakoniec sekvencné cCitanie molekuly
mRNA [1,2].

V tomto ¢lanku sa pokusime diskutovat o troch procesoch, ktoré treba
pokladat za vynimku z vysSie uvedenych pravidiel. P§jde o translédciu cez ter-
minac¢ny kodon, posun ¢itacieho rdmca a obidenie skupiny kodénov. Tieto
spOsoby je nevyhnutné povazovat za alternativnu cestu ¢itania genetick€ého
kédu [3,4].

V tejto stati sa zaoberdme existenciou alternativnej cesty Citania gene-
tického kodu u Escherichia coli a Salmonella typhimurium. Urcite tieto pro-
cesy podobnym spdsobom prebiehaju aj u kvasiniek, rastlin, Zivocichov
a Ciastocne aj u retrovirusov a retrotranspozonov [3,4].
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bioldgie, Prirodovedeckd fakulta, Univerzita Komenského, Mlynskd dolina B-2,
842 15 Bratislava.
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Génové produkty zahrnuté v biosyntéze selenocysteinu

Mnohé enzymové reakcie su zavislé od pritomnosti niektorych kovov, ako
je zelezo, molybdén, nikel, kobalt a selén, ktoré su kofaktormi enzymovych
reakcii.

Selén v bunkdch zivych organizmov sa vyskytuje viazany na cystein a sele-
nocystein. Selenocystein je jednou z integralnych sucasti enzymu glutation-
peroxiddzy, ktory sa zucastiiuje pri intracelulirnom opravnom mechanizme
oxidacnych poskodeni v bunke. Selén je tiez pritomny v 5'-jodotyronindea-
mindze, v selenoproteine P a dalSich selenoproteinoch. V poslednom obdo-
bi sa ukazuje, Ze selenoproteiny maju podstatny pozitivny vplyv na imunitny
systém vysSich organizmov [5-7].

Nevyhnutnost pritomnosti selénu pri degraddcii kyseliny mravcej bola
zistena uz v roku 1954, ale trvalo takmer 30 rokov, nez sa zistila skutoc¢na
pric¢ina [8]. Selén sa inkorporuje do troch enzymov, formatdehydrogendz
(FDH - 3 izoenzymy: FDHu, FDHN, FDHo). Pri syntéze proteinov FDH sa
selenocystein ako aminokyselina inkorporuje do proteinu v mieste kodénu
UGA na mRNA. Pritomnost selenocysteinu v izoenzymoch FDH bola
dokdzand pouzitim radioaktivne znaceného selénu (73Se) [9,10]. Biosyntézy
selenocysteinu sa zucastiiuje niekolko génov (tab. 1).

Mutanty s poruSenou formatdehydrogendzou vykazuju poruchy v biosyn-
téze alebo v inkorpordcii selenocysteinu do proteinového retazca. Selenocys-
teinsyntetdza [EC 4.2.1] je produktom génu sel4. Enzym je homodekamér
zlozeny z peptidov s molekulovou hnotnostou 50000. Vytvara viazbu medzi
aminoskupinami v piatich molekuldch seryl-tRNASec s karboxylovou skupi-
nou enzymu pyridoxal-5’-fosfatu. Elimindciou molekuly vody vznika seleno-
cysteyl-tRNASec, pri¢com aktivaciu selénu zabezpecuje selenofosfatsyntetaza,
ktora je kodovana génom selD [11-15].

TaB. 1. Gény kddujiice enzymy zicastnujuce sa pri biosyntéze selenocysteinu.
TaB. 1. Genes encoding enzymes participating in the biosynthesis of selenocysteine.

Gen Génowy produke o chromondme’ [min]
selA | fdhA |selenocysteinsyntetdza 80,4
selB | fdhA | selenocysteyl-tRNASec - §pecificky elonga¢ny faktor 80,4
selC | fdhC | tRNASec 82,4
selD | fdhB |selenofosfatsyntetdza 38,5

1 - gene, 2 - gene product, 3 - location on chromosome [min].
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OBR. 1. Cesta biosyntézy selenocysteinu a sposob jeho inkorporacie do proteinov.
F1G. 1. Biosynthestic pathway of selenocysteine and the mode of its incorporation into proteins.

Selenofosfatsyntetdza [EC 6.5.1] je monomérny protein s molekulovou
hmotnostou 37000. Na N-termindlnom konci proteinu je primdrna Struktira
-Cys-17-Gly-Cys-19- (v pozicii 17 je cysteinylovy zvySok) nevyhnutnd
pre katalyticku aktivitu enzymu [16]. Selenocysteyl-t-RNASec pre dekddujuci
proces na ribozome vyzaduje Specificky translacny faktor SELB. Faktor
SELB je funkéne homologicky s elonga¢nym faktorom (EF-Tu) [17]. SELB
ma schopnost viazat sa a Specificky rozozndvat Struktiru nachddzajucu sa
na molekule mRNA kddujicej prokaryotické selenoproteiny [16]. Gény sel
su exprimované konStitutivne, ¢im organizmus reaguje na potrebu selénu
pre syntézu formatdehydrogendz [17,18] (obr. 1).

Supresia terminac¢nych kodénov

U prokaryotickych a eukaryotickych organizmov je termindcia syntézy
polypeptidového retazca signalizovand jednym z troch termina¢nych kodo-
nov: UAA (ochre), UAG (amber) a UGA (opal). Ked komplex uvolfiujicich
translacnych faktorov na mRNA rozoznd terminacny kodon, dochddza
k uvolneniu polypeptidového retazca. Ak je termina¢ny kodén na ribozome
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v mieste A (alebo v jeho tesnej blizkosti) rozpozndvany prislusnym uvolfiova-
cim faktorom, dochddza k hydrolyze peptidu z peptidyl-tRNA v ribozomal-
nom mieste P [11].

V bunkdch E. coli riadia termindciu dva Specifické uvolfujice faktory:
uvolnujuci faktor 1 (RF1) katalyzuje termindciu na kodonoch UAA a UAG,
a uvolnujuci faktor 2 (RF2) katalyzuje termindciu na kodénoch UAA
a UGA [19]. Faktor RF1 je kddovany génom prfA4, ktory bol na chromozéme
DNA E. coli mapovany v oblasti 27. mintty. Mutdcie v tomto géne sposobu-
ju supresie dvoch nezmyselnych kodénov [20]. Gén prfB kdduje faktor RF2
mapovany v oblasti 62. minity na chromozome baktérie E. coli. Mutdcie
v tomto géne supresuju nezmyselné kodény UGA [21]. Niektoré z tychto
mutdcif su letdlne [22]. Tret{ uvoliiujuci faktor (RF3) je kédovany génom tos
a bol mapovany v oblasti 99. mintity na chromozéme E. coli. Faktor RF3 sti-
muluje aktivitu faktorov RF1 aj RF2 [23] a potldca (supresuje) vSetky tri
nezmyselné kodony [24-26].

Pri supresii terminacnych kodonov sttazia uvolnovacie faktory a supre-
sorové tRNA o termina¢né kodony. Mutdcia uvolfiovacieho faktora spdsobi
zdrZanie uvolnenia polypeptidového retazca z ribozému, ¢im sa umozni
inkorporacia aminokyseliny do proteinu v mieste termindcie.

Pri nezmyselnej supresii (terminac¢ny kodon je rozpozndvany Specifickou
tRNA) dochddza k zacleneniu aminokyselin a pri posunovej supresii (fra-
meshift suppression) dochddza k posunu translacného aparatu do rdznych
¢itacich ramcov v polohach +1 alebo -1.

Uloha ribozémov pri supresii

Interakcia uvolfovacich faktorov s ribozomami je nevyhnutnd pre
uvolnenie polypeptidového retazca. Viazanie uvolniovacich faktorov nastava
medzi dvomi podjednotkami ribozomu [27,28]. Faktory RF1 a RF2 sa m6zu
viazat priamo na terminacny koddn, pricom na védzbe sa podiela aj
16S rRNA [29,30]. V tejto oblasti dochadza k priamemu parovaniu baz s ter-
mina¢nym kodénom UGA a vytvdra sa helikdlna Struktuira, o je signdlom
pre termindciu v pritomnosti faktora RF2 [29]. Helikdlna Struktira hrd vyz-
namnu ulohu pri translécii vSetkych troch termina¢nych kodénov [31]. Ak sa
v mutovanej bunke syntetizuji prisluSné tRNA, supresuju aj terminacné
kodony UAA a UAG. V tomto pripade ribozomy funguji ako supersupreso-
1y [32].

Niektoré vytvorené supresorové mutdcie ukazuju, Ze ak mutdcia zasiahla
supresiu UAG, zniZi sa ucinnost supresie a mutdcie. V pripade zasiahnutia
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supresie UGA sa ucinnost supresie zvysi. Vysledky naznacuju, Ze uvoliiova-
cie faktory RF1 a RF2 sitazia o doménu na rRNA. Zmena na 16S rRNA
moéze znizovat ucinnost viazania RF1 voc¢i RF2. Experimentdlne poznatky
potvrdili, Ze oba faktory sa viazu na rozdielne vizbové miesta [33].

Nezmyselna supresia

Nezmyselné (nonsense) supresory tRNA s modifikdciou v antikodéne
pri vizbe na kodon na miesto ukoncenia terminac¢ného peptidového retazca
inzertuju aminokyselinu [34]. V bunkdch E. coli bolo generovanych 5 supre-
sorov, rozpozndvajucich kodén UAG. Su to supresory pre gény supD, supE,
supF, supP a supT, ktoré namiesto termina¢ného kodonu zaclenujui do poly-
peptidového retazca serin, glutamin, tyrozin, leucin alebo glycin [35].

Gén supG koduje supresorovd tRNA, ktord rozozndva nielen koddon
UAG, ale aj kodon UAA a zaclenuje v ich mieste polypeptidového retazca
lyzin. Metddou s vyuZitim amber supresorovej tRNA sa v¢leni do Zelaného
miesta v polypeptidovom retazci ind aminokyselina, pricom vznikd novy
mutant [36].

V bunkdch E. coli boli zistené dva druhy supresorov odvodené od pro-
duktu génu #rpT a to Su7 (supU), kde antikodén CCA bol modifikovany
na ACU, ¢o spdsobi schopnost rozpoznat tento kodon ako UGA pre trypto-
fan [37]. U druhého supresora Su9 nastala substiticia guaninu za adenin
v pozicii 24, ¢o umoznilo tRNATP ¢itat kodon UGA s vysokou dcinnostou
[28,37]. Bolo zistené, ze ako u E. coli, tak aj u S. typhimurium moze byt
kodon UGA ¢itany aj prirodzenou nemutovanou tRNATP, ale s pomerne
nizkou ucinnostou [38].

tRNASec produkovand génom selC prednostne rozpoznava kodény UGA
u Enterobacteriaceae. Tato RNA umozZiuje inkorporiciu selenocysteinov
[39], nesie antikodén ACU zodpovedajici kodonu UGA a md najdlhSiu va-
riabilnd slucku (22 ribonukleotidov). Pomocou seryl-tRNA syntetdzy je
na fu najskor preneseny L-serin a tento je preneseny na aminoakryl-
tRNASec a potom az na selenocysteyl-tRNASee [17] (obr. 2).

Vplyv nukleotidov v okoli terminacného kodénu na supresiu
Na ucinnost nezmyselnej supresie maju vyznamny vplyv nukleotidy

nachddzajuce sa v okoli termina¢ného kodonu na 3’-, ako aj na 5’-konci.
Pri zvySenom pocte purinovych nukleotidov dochddza k vyraznému zvySeniu
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prazdna tRNASec

UCA - antikodén
L-sertn + ATPT seryl-tRNA syntetdza

UCA

xﬂ selenocysteimsyntetdza
H,O

aminoakrylyl-tRNASe¢

UCA
fosfoselendt selenocystemsynteldza
(H,PO3SeH)

selenocysteyl-tRNASec

UCA
lﬁ elongacny faktor SELB-GTP

komplex
SELB-GTP-selenocysteyl-tRNASec

OBR. 2. Proces zaradovania selenocysteinu
do ribozému.

Fi1G. 2. Shifting of selenocysteine into ribosome.

hladiny supresie a naopak,
v pripade vacSieho poctu pyri-
midinovych nukleotidov hladi-
na supresie vyrazne poklesne
[40,41].

Rossi a Roth [40] dokdzali,
Ze ucinnost supresie kodonu
UAG pre amber supresorovu
tRNA supE vyrazne zvysi zme-
na nukleotidu, ktory nasleduje
po UAG. Dolezitd tlohu hrd
nukleotid nasledujici v polohe
3’ a to v poradi: adenin, guanin,
cytozin a uracil [42,43]. Nu-
kleotidy na 5’-konci majui bud
maly, alebo Ziadny efekt na su-
presiu UGA. Purinové nukleo-
tidy zvySuju stabilitu parovania
kodon-antikodén ovela viac
ako pyrimidinové nukleotidy.

Citanie
termina¢ného kodonu

Termina¢ny kodon moze
stratit svoju pdovodnu funkciu.
Na mieste je otdzka, ako
uvolfujici faktor (RF2) roz-
poznava, kedy md ukoncif tvor-
bu polypeptidového retazca
a kedy inkorporovat aminoky-
selinu. Pri transldcii dve tRNA

rozpoznavajd terminacny kodén UGA ako kodon pre tryptofan (tRNATP),
alebo selenocystein (tRNASec). Ukdzalo sa, ze ak je na 3’-konci kodonu
UGA adenin, umozni to inkorporéciu tryptofanu [9,35]. Ovela zlozitejSie je
to v pripade selenocysteinu. U E. coli pozorovali vznik $pecifického komple-
xu selenocysteinu s kodénom UGA, ktory umoziiuje, aby kodén UGA nebol
¢itany ako terminacny [44]. Tento kodon je 40 nukleotidov dlhy a vytvara
Specifickd vldsocnicovd Strukturu (stem-and-loop). V bunkdch E. coli
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v génoch fdhF a fdnG [44-46] na molekule mRNA pre vytvorenie formatde-
hydrogendzy H a N (obsahuju selenocystein) je tato Struktira umiestnena
za kodonom UGA. Ak sa takyto Specificky kodon inzertuje napr. do génu
lacZ, dochddza k ndslednej inkorpordcii selenocysteinu do koreSpondujice-
ho peptidu [44,47]. Podmienkou je pritomnost jednoduchych derivétov selé-
nu v kultivacnom médiu (obr. 3).
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OBR. 3. Vlasocnicova Struktira mRNA tvorend zo 40 nukleotidov,
ktord umozZiuje terminacny kodén UGA ¢itat ako koddn pre selenocystein.
FIG. 3. The loop structure of 40 nucleotides which facilitates reading
of the terminatory UGA codon as a codon for selenocysteine.

Unikdtna sekunddrna Struktira mRNA je esencidlna pre inkorporaciu
selenocysteinu. Kazda cast vldsocnicovej Struktury je vysoko Specifickd
a z4visi od spravneho ohnutia a velkosti [48]. Oblast ocka (loop) vldsocnice
slizi ako rozpozndvacia Cast pre protein SELB, ¢o je Specificky elongacny
faktor, ktory mdZe transportovat selenocystein-tRNASec do ribozému a tym
alternuje elongacny faktor Tu [10].

Mechanizmus inkorporacie selenocysteinu riadenej UGA

Selenocysteinovy Specificky elongacny faktor (SELB) spolu s GTP tvor{
komplex so selenocysteinyl-tRNASec, Vytvoreny komplex sa viaze na vlasoc-
nicovu Struktiru kodonu UGA na molekule mRNA. Ribozém postupuje
z 5’-konca molekuly mRNA, pri¢om c¢iasto¢ne rozpletie vldsocnicovu Struk-
tiru. Ked sa do ribozémového miesta A dostane kodon UGA, dochadza
k naviazaniu selenocysteinyl-tRNASec do pozicie antikodonu. Nie je celkom
jasné, ako dochddza k siutazeniu medzi inkorpordciou selenocysteinu
a uvolnovacim faktorom RF2 pri rozpozndvani kodénu UGA. Predpoklada
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sa, ze kodon UGA je zakryty vldso¢nicovou Struktirou mRNA, ktord je
v komplexe so SELB a tRNASec, Na takyto zakryty kodon UGA sa zo sté-
rickych dévodov nemdze naviazat faktor RF2 a ukoncit transldciu [49]
(obr. 4).

UGA

OBR. 4. Vizba elonga¢ného faktora SELB s naviazanou selenocysteinyl-tRNASec
na vldsocnicovu struktiru mRNA umoznuje kodon UGA citat ako koddn pre selenocystein.
F1G. 4. Binding of the elongation factor SELB with bound selenocysteinyl-tRNASec
to the loop in mRNA facilitates reading the UGA codon as a codon for selenocysteine.

Posunova supresia (frameshift suppression)

Jednou z dalSich mozZnych alternativ, ako obist terminac¢ny kodon, je
posun Citacieho apardtu do rozdielnych citacich rdmcov (+1 alebo -1).
Takyto posun sa moZe odohrat v tesnej blizkosti termina¢ného kodonu,
alebo na ktoromkolvek mieste molekuly mRNA. VicSina pripadov translac-
ného posunu je spojend s posunom ribozéomu dopredu alebo dozadu o 1 nu-
kleotid od ¢itacieho ramca inicia¢éného kodonu [4].

Pred ¢asom sa dokdzalo, Ze posun moze byt sposobeny aj obidenim
vacsieho useku (niekolkych nukleotidov) na molekule mRNA (bypass) [1,50].
Posun mdze byt bud naprogramovany, alebo ndhodny, a zvicsa je odpovedou
na Specifické signdly z mRNA [4,51]. Pri programovanom posune sa zacho-
vava tripletové kddovanie [4], ktoré sa moze vyrazne zmenit mutdciou v géne
[51]. Mutécie v translacnom aparate, ktoré sposobuju posun, sa zistia na za-
klade ich schopnosti kompenzovat (supresovat) defekt spdsobeny posunom
mutdcie na kodujucej urovni. Preto ich oznacujeme ako posunové supresory
[51,52]. Posunové supresory si zmenené tRNA, ktoré prilezitostne indikuju
posun Citacich rdmcov. Su rozdelené do nasledujucich skupin:

Prvi skupinu tvoria supresorové tRNA s posunom Cc¢itaciecho rdmca
o 1 nukleotid v smere transkripcie. Vedla bdz antikodénu je inzertovand
Stvrtd bdza, napr. guanin pri génoch sufA a sufB a cytozin pri géne sufD [52]
(obr. 5).
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OBR. 5. Struktiira tRNA pri supresorovej mutdcii s inzerciou §tvrtej bazy vedIa antikoddnu.
FIG. 5. Structure of tRNA at a supression mutation
with an inzertion of a fourth base in the vicinity of the anticodon.
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OBR. 6. Struktiira tRNA pri supresorovej mutdcii s inzerciou cytozinu
nielen do samotného antikodénu, ale aj mimo neho.
FIG. 6. Structure of tRNA at a supression mutation with aan insertion of cytosine
not only to the anticodon but also outside of it.

V druhej skupine supresorovych tRNA s posunom citacieho rdmca
o 1 nukleotid v smere transkripcie sa inzertuje cytozin nielen do samotného
antikodonu, ale aj mimo neho. Tento supresor rozozndva Standardny triplet
ACC a sposobuje translokdciu ribozému cez Styri bazy [53]. Takyto kodon
rozpoznava tRNA s osemnukleotidovou antikodénovou sluckou, ktord sa
paruje aj so Styrmi alebo tromi bazami (obr. 6).

Na 3’-konci molekuly tRNA sa nachddza triplet CCA, ktory shiZi ako mies-
to na naviazanie aminokyseliny. V mieste CCA sa pozorovali mutdcie, ktoré
zmenili kodon na GCA alebo ACA [54]. Interakcia kodon CCA na tRNA
slizi ako kotvenie na prvom alebo druhom alternativnom mieste 23S rRNA.
Narusenie tejto interakcie moze spdsobit chybné parovanie bazovych parov
kodon-antikodén. U opisanych mutantov sa prejavi posun a ndsledne Citanie
termina¢ného kodonu v prospech novej aminokyseliny [54].
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tRNA s modifikovanym nukleotidom —1-metylguanozin (m!G) je jednym
z evolucne najstabilnejSim z nukleotidov v pozicii 37 na tRNA, ktoré Citaju
kodony zacinajice cytozinom napr. tRNAPro, tRNALeu tRNAArg [55].
Metylaza, ktord metyluje guanozin, je kddovana génom #rmD [56]. Metylacia
bdzy zdaroven brani parovaniu medzi guanozinom a cytozinom. Metyldcia
je ddlezitd pre uchovanie ¢itacieho ramca [57]. U tychto mutantov bola ziste-
nd translokdcia ribozému cez 4 bazy.

Vsetky ribozémové mutanty zvySuju frekvenciu posunu +1 a -1 a mézu
teda pdsobit ako supresory terminaénych kodénov. Mutédcie sa mozu dotykat
ribozémovych proteinov alebo ribozémovej RNA. Mutanty ramA (rpsD)
v ribozédmovom proteine S4 si nezmyselné supresory posunovych mutécii
[58] podobne ako rpsE a rpsL, u ktorych sa zmena dotyka ribozomovych pro-
teinov S5 a L.7/12 [16,24,59,60]. V mutante G517 je mutécia v 530. nukleoti-
de na 16S rRNA, ktord sa dotyka vizby tRNA v A a P mieste ribozomu [59].
Podobne je to aj u mutantov G2253 a U2555 [24].

Limitovand koncentrdcia aminoacyl-tRNA tieZ pomdha posunu ¢itacieho
ramca v heptanukleotide v tzv. ,hladnom koddéne® [61,62]. Pozicia tohto
kodonu urcuje smer posunu. V sekvencii GCCAAGC je ,,hladnym kodo-
nom“ pre lyzin AAG, Co vytvdra pravostranny posun a u sekvencie
CTTCAAG dochédza k lavostrannému posunu. Posun vznika iba vtedy, ked
vhodnd aminoacyl-tRNA je v limitovanom mnozZstve. Takymto sposobom
mozu ribozémy posuntf termina¢né kodony, aby neprislo k ukoncéeniu syn-
tézy peptidového retazca.

Regula¢né mechanizmy translacie

Z vy$Sie opisanych moznosti vyplyva, Ze terminac¢ny koddn nie je tolero-
vany bud nezmyselnou supresiou, posunovou supresiou alebo obidenim sku-
piny nukleotidov. Uvedené tri spOsoby sa prejavia najma vtedy, ked je trans-
la¢ny aparat mutovany. V divom type buniek sa mdzu tieto procesy vyskyto-
vat a v8etko zavisi od regulac¢nych procesov zabezpecujucich expresiu génu
na urovni mRNA. Fyziologické podmienky, ktoré m6zu prednostne vplyvat
na niektory z tychto sutazivych elementov, mozu tiez vplyvat na reguldciu
spomenutych procesov.

a) Transldcia cez terminacny kodon

Kodon UGA (opal) bol prvykrat opisany u bakteriofaga QB pri Studiu
hlavného kapsidového proteinu [36]. Kodon UGA terminuje syntézu oba-
lového proteinu. V pripade, ak je kodon ¢itany tRNATP, proteosyntéza pre-
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bieha dalej a syntetizuje sa aj maly kapsidovy protein IIb. Takymto mecha-
nizmom ¢itania kodénu UGA sa reguluje pomer oboch syntetizovanych pro-
teinov tvoriacich kapsid [63-65]. Termina¢ny kodon UGA reguluje aj zacle-
fiovanie selénu cez tRNASec v pritomnosti regulacného proteinu SELB [44].

b) Posunovd transldcia

Prikladom posunovej transldcie je syntéza uvoliiovacieho faktora (RF2),
ktory je kddovany génom prfB v autogénnom regulacnom mechanizme [66].
Na jednej strane je ulohou proteinu RF2 rozozndvat terminacény koddn
UGA (opal), na druhej strane syntéza RF2 vyzaduje posun pre prekonanie
kodonu UGA génu prfB v pozicii 26 (obr. 7).

Shine-Dalgarno
miesto  spiace kodony

- AUG - --- AGG GGG UAU CUU UGA C UAC ---- UGA -
22 23 24 25 26 398

OBR. 7. Poradie nukleotidov na mRNA géne prfB so spiacim termina¢nym kodénom UGA.
F1G. 7. Nucleotide sequence of mRNA
of the prfB gene with a sleeping UGA termination codon.

Kodén UGA sa formuje ako ,,spiace miesto® pre posun ¢itacieho ramca
o 1 nukleotid v smere transkripcie, kde faktor RF2 mdze regulovat svoju
vlastnu tvorbu a to bud termindciou, alebo posunom (obr. 8).

RF2 <————————— pifBCitaci rdmec

termindcia
-
v kodéne 26 RF2

OBR. 8. Reguldcia syntézy proteinu prfB proteinom RF2 pri posunovej supresii.
Fi1G. 8. Regulation of the prfB protein synthesis by RF2 protein at frameshift suppresion.

Ked je pritomné dostatocné mnozstvo faktora RF2, syntéza sa ukonc{
na termina¢nom kodéne UGA. Ak je hladina faktora RF2 nizka, posun ¢ita-
cieho rdmca sa moze vyrazne zvySit. UmozZnuju to dve Struktiry na moleku-
le mRNA. Prv4 $truktiira je v mieste CUU UGA (kizavé pohyblivé miesto),
v ktorom sa moZe odohrat posun ¢itacieho rdmca o 1 nukleotid v smere tran-
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skripcie [66]. Druhd Struktira je Shine-Dalgarnova sekvencia AGG GGG.
Pri triplete z klzavého miesta kodénu CUU sa zvySuje tendencia k posunu
¢itacieho ramca [67].

c¢) Obchddzka pri transldcii

Jednym z moznych spdsobov obidenia terminaéného kodénu okrem
metddy preSmyknutia sa jednotlivych nukleotidov a preskokom cez niekolko
nukleotidov je, Ze vSetky translacné proteiny obchadzaju velky usek na mole-
kule mRNA (bypassing). Prvykrdt bol tento mechanizmus potvrdeny
na géne 60 bakteriofaga T4 (gén kdduje podjednotku DNA topoizomerazy)
[61,68]. V tomto pripade bunkovy translacny apardt obchddza medzeru
50 nukleotidov (obr. 9).

Gén 60 bakteriofdga T4 LacZ’

gap 50 nukleotidov
18] CG
ICJ G
C G
G

A
-— ----- -CAC-GAU-GGA-U-UCU-AUA-AUU-GGA- ---- -UUA----GGG---

16 neprekladanych His Asp Gly

kodonov na 5° konci

OBR. 9. Transldcia na mRNA pre DNA topoizomerdzu, pri ktorej sa obchddza 50 nukleotidov.
F1G. 9. Translation of the DNA topoisomerase m RNA by bypassing 50 nucleotides.

Zaujimavé je, Ze proces prebieha s vysokou tcinnostou (takmer 100 %).
Struktiira mRNA vo vniitri ,,gapu“ je stimula¢nym signalom [69]. Klti¢om
k takémuto regulacnému mechanizmu moéze byt terminac¢ny kodon UAG
lokalizovany na zaciatku v neprekladanej oblasti, pretoze pre samotny
bypassing je pritomnost tohoto kodonu v danej oblasti nevyhnutne potreb-
nd. V pripade, Ze sa tento kodon ¢ita ako terminacny, bypassing je vyrazne
zredukovany [68]. Teda to, ¢i pride, alebo nepride k obchddzke zavisi
od toho, ¢i faktor RF1 rozoznd kodén UAG ako terminacny alebo ako zmys-
luplny. Fyziologické podmienky a bunkové faktory zniZujuce ucinnost jeho
rozpoznania zniZuju zdroven aj ucinnost obchddzky. Medzi takéto faktory
mozno pocitat zniZenie koncentracie faktora RF1, znizenu aktivitu faktora
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RFl1, zvySenu sutazivost supresorov a pod. Iny priklad obchadzky je gén trpR
E. coli, ktory koduje represor reguldcie biosyntézy a transportu tryptofanu
[1,2]. Na rozdiel od predoslého pripadu na obidenie 55 nukleotidov namies-
to Struktiry na mRNA je nevyhnutny Specificky segment 15 nukleotidov
v géne frpR a nespecificky 5'-koniec dlhsi ako 10 kodénov.

Zaver

Specifické $truktiry, primarna, sekunddrna a tercidrna §truktiira mRNA
patria medzi faktory, ktoré ovplyviiuju a podielaju sa na procese translécie.
Vyrazny vplyv na translaciu ma aj Specifickd vlasocnicova Struktira mRNA
(stem-and-loop) nevyhnutnd pre inkorpordciu aminokyselin riadend UGA,
medzi ktoré patri aj atypicky selenocystein [44]. Specifické Struktiry hraju
rozhodujicu dlohu pri obchddzke cez velké segmenty mRNA. V pripade
inkorporacie selenocysteinu v mieste UGA su potrebné aj in€ Struktiry, ako
napr. Specificky elongacny faktor SELB a Specifickd transferovd RNA
(tRNASec) [39].

Roznorodost procesov Citania genetického kodu zvySuje schopnost bu-
niek regulovat produkciu roznych proteinov. Experimenty potvrdili, Ze
nesmierne dolezitd ulohu reguldcie transldcie hrd aj terminacny kododn.
V celom procese proti sebe stoja uvolitujice faktory (RF1 a RF2) a tRNA.
Skutocnost, Ze jedna alebo druhd Struktira rozozndva terminacny kodon
potvrdzuje, Ze tieto procesy musia byt domyselne kontrolované. Kedze
transla¢ny aparéat je velmi flexibilny, umoziuje realizovat geneticku infor-
mdciu roznymi alternativnymi cestami. Predpokladdme, Ze musia existovat aj
dalSie doteraz nepoznané gény, ktoré dosledne reguluju tieto procesy. Dote-
raz zndme spdsoby obchddzanie vSetkych Struktir mRNA v procese trans-
lacie oznacujeme spoloénym pojmom ,,translac¢ny intrén® [1].

Pri riadenej inkorporicii selenocysteinu do genetického kodénu UGA
v bunkdch E. coli boli identifikované dve Specifické translacné Struktury [39].
Kodon UGA mézeme povaZzovat za ,,bio-homonymum®, pretoze faktor RF2
interaguje bud s tRNATP. alebo tRNASec, Pri tejto interakei dochadza bud
k termindcii polypeptidového retazca, alebo k inkorpordcii tryptofanu, resp.
selenocysteinu. Nukleotid na 3’-konci kodéonu UGA urcuje, ¢i bude rozpoz-
navany ako faktor RF2, tRNATP a existencia unikatnej ,,stem-and-loop
Struktdry umoziiuje, aby bol rozoznavany ako tRNASec s naslednou inkor-
pordciou selenocysteinu za podpory Specifického elongaéného faktora
SELB [39].
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SUMMARY. Incorporation of microelements into cell proteins is dependent on several regula-
tory factors during translation. An important microelement is selenium, which is incorporat-
ed in selenoproteins. This review deals with the regulation of selenoprotein synthesis
at the level of translation.
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