P3. Koevoluce proteosyntézy a genetického kodu; cesta
k prvnim buiikam

Otazku, zda molekuly typu RNA predchazely bilkovinam ¢i naopak,
jsme rozhodli ve prospéch RNA - molekul schopnych zastat funkci
genotypu 1 fenotypu. Na konci kapitoly o vzniku Zivota jsme navic
predlozili moznost primarni existence protometabolismu, tj. latkovych
pfemén v radmci neinstruovanych autokatalytickych cykla (cykla
s proteinovymi  katalyzatory, syntetizovanymi v nepfitomnosti
genetické instrukce); protometabolismus by feSil problém vzniku
prekursori. RNA (aktivovanych ribonukleotidl), plvodné asi ve
funkci nosic¢ii chemické energie. Tyto cykly mohly byt i zdrojem
prvnich replikativnich molekul RNA - staly by se zdkladem svéta
RNA a zdrojem hypercykli, schopnych darwinovské evoluce.

Dalsi etapou by bylo pfevzeti (,take-over”) protometabolismu
hypercykly. Tato etapa by zahrnovala koevoluci systému,
umoznujictho primitivni proteosyntézu. Selekci hypercyklli se
schopnosti utilizovat produkty protometabolismu by mohlo dochazet
ke vzniku kongruentniho (navazujiciho, souvztazného) instruovaného
metabolismu (deDuve 1991; de Duve 2002).

 kritickou etapou byl prechod ze sveéta RNA do svéta genetickych

systéemu s instruovanou proteosyntézou. Tento prechod predpoklada
evoluci translacniho apardtu a genetického kodu.

Dnesni syntéza proteini umoznuje prechod od linearniho uspotadani
bazi v genech (Ctyipismenového jazyka) k linearnimu uspotradani
aminokyselin svdzanych peptidovou vazbou (dvacetipismenovému
jazyku); uskuteCnuje se prostfednictvim RNA templatu, souboru
molekul tRNA, a ptfedpist pro pfifazeni jednotlivych aminokyselin
trojicim bazi (kodontim).

Jednou z prvnich hypotéz o vzniku tohoto pfiifazerni je Crickova
hypotéza fixované nahody (,,frozen accident hypothesis; Crick 1968).
Nevysvétluje vSak zakladni vlastnost genetického kodu - jeho vnitini
konsistenci, projevujici se odolnosti proti mutacnim zménam.

Pozorovanim vztahih mezi kodony a jim pfifazenymi aminokyselinami
k nasledujicicm zaveérim:

-matici pfifazeni kodonti aminokyselindm Ize vertikalné rozdélit na dvé poloviny, z
nichz leva (kodony s U, a C, na druhém mist¢) obsahuje hydrofobni aminokyseliny
(hydrofobicita vzrista va sméru C=U), a prava (s kodony A, G, na druhém mist¢)
obsahuje aminokyseliny pfevazné hydrofilni (hydrofilnost vzrista ve sméru G=A);
aminokyseliny jejichz kodony maji spole¢ny dublet jevi velmi podobné polarni



vlastnosti; aminokyseliny jejichz kodony jsou vzdjemné komplementarni, jevi
opacnou polaritu.

-v§echny aminokyseliny (s vyjimkou Met a Trp) jsou kodovany vice nez jednim
kodonem,

-vicendsobné kodony pro tutéz aminokyseliny tvoii bloky synonymnich kodoni:
v blocich se dvéma synonymnimi kodony se kodony lisi tranzici na 3. misté; v
blocich se 3 nebo 4 kodony jsou rozdily opét pouze na 3. miste; Sestikodonovy blok
(Leu) se rozpada na dva souvislejici bloky, jeden se dvéma a druhy se Ctyimi
kodony,

Podrobnéjsim studiem piifazeni 64 kodont 20 aminokyselindm lze odhalit jesté
dalsi, jemnéjsi, souvislosti (Knight, Freeland et al. 1999).

Vzhledem vysoce optimalizované struktufe kodu povazujeme dnes
Crickiiv “frozen accident” za mrtvou hypotézu. V rozporu s ni jsou i
nalezy odchylek od universalniho, kanonického kodu, které byly
nalezeny v genomech eukaryot, mikroorganismii i mitochondrii a
které Ize vysvétlit jen dodatecnymi zménami jiZz ustalenych pravidel
kédovani a re-adaptaci pfislusnych organismi ¢i organel na tyto
zmény. Priklady téchto odchylek a jejich vysvétleni ve prospéch
evolvability a adaptability kodu uvadéji R.D. Knight a spol. (Knight,
Freeland et al. 1999)

Z velmi rozsahlé a nesnadno piehledné literatury, zameéfené na feseni zahady vzniku
genetického kodu a souvislosti proteosyntézy, miizeme vyclenit Ctyii zakladni
piistupy

a. ,spekulativni*: 1) zminénou jiz Crickovu hypotézu (,,frozen accident
hypothesis®); ii) spekulace zalozené na predpokladech o slozeni prebiotického
prostiedi (A. Jiménez-Sanchez 1995);

b. , experimentalni*: Woese (1966), Yarus a spol. (1998; 2002), Knight a spol.
(1999; 2000), cestou in vitro selekce aptamert pro vazbu aminokyselin; vychazi se
z hypotézy o piimych interakcich aminokyselin s oligonukleotidy v prebiotickych
podminkach a piimé selekci kodont/antikodonti ve vazebnych mistech pro
aminokyseliny (experimenty byly zatim pIné€ pfesvédCujici jen pro velmi omezeny
repertoar aminokyselin);

c. ,,molekularné paleontologicky*: 1) Meizels & Weiner (1994); Schimmel
& Ribas de Pouplana (1995), star§i polovina tRNA, akceptorova mikrosmycka
s operacnim kodem, evoluéné piedchazela antikodonové &asti; antikodonova cast
vznikla nezavisle a pitipojila se k operaénimu kdédu pozdéji;

d. ,,hypotézu o koevoluci operacniho a tripletového kodu*: Rodin & Rodin, Ohno
(1996; 1997) zjistili, ze mezi dneSnimi slozkami proteosyntézy, piedev§im
molekulami tRNA, 1ze najit konsensualni prvky a zakonitosti pro dedukci hypotézy
o vzniku kodu — starsi operacni kod a novéjsi tripletovy kod vznikly ve vzajemné
koevolucni souvislosti, tripletovy kod je odvozen z operacniho. Ttento pfistup je
prozatim jedinym, kdy se podafilo najit konsistentni vztahy mezi operacnim kodem,
tripletovym kodem, evoluci molekul tRNA, aaRs (aminoacyl tRNA syntaz), a
provazat tyto zakladni slozky proteosyntézy v jediném koevolu¢nim schématu.

O této hypotéze bude podrobnéji pojednano dale.

@Pouiijeme dale evolucni, historicky pristup a vysvétleni, ze vznik
proteosyntézy a vznik tripletového genetického kodu jsou vysledkem
posloupnosti vzdjemné zavislych evolucnich kroku. Z Darwinovy



teorie plyne, Ze evoluce budoucnost neplanuje; zaddna piedem
naprojektovana trajektorie, vedouci k proteosyntéze, neexistuje.
Evoluce tapave postupuje od jedné etapy ke druhé, usmériiovana jen
lokalnimi podminkami adaptace. My proto nezavahame hledat
pocatky koédované proteosyntézy na odlehlém poli, v pocatcich
replikace RNA a hledani ptfedchtidct dnesnich tRNA.

Molekuly typu tRNA (tj. molekuly obsahujici Casti s vasenkovou konformaci) jsou
povazovany za prvni replikatory i nejstar$i molekuly svéta RNA (Eigen and
Schuster 1979). Pocitacova analyza sekvenci tRNA ukazuje, ze tyto molekuly mohly
evolvovat amplifikaci a diversifikaci palindromatickych moduli (sekvenci
obsahujici motivy s protismérnym uspofadanim komplementarnich bazi, napf.
sekvencc ACCACGAUG...... CAUCGUGGDU).

V kapitole o vzniku zivota jsme uvedli, Ze in vitro byly vyselektovany
ribozymy, katalyzujici ligaci kratkych nukleotidovych fetizka
i prodluzovani konci vldkna RNA. Nepfetrzitd replikace delsi
molekuly RNA je vSak naro¢néjsim procesem. Prvotni templaty RNA
pravdépodobné umoznovaly zahajeni replikace v libovolném misté a
proto pfevazné produkovaly jen nelplné kopie. Selekéni vyhodou
musel byt vznik strukturni znac¢ky pro zahdjeni replikace na 3’-konci
templatu, jediném vazebném misté pro RNA polymerasu, tj. vznik
replikacniho pocatku jesté v liné¢ RNA hypercyklt.

= Replikace dnesnich RNA genomii ukazuje moznou souvislost mezi

puvodnimi RNA replikatory a vznikem dnesni tRNA (Weiner and
Maizels 1987; Maizels and Weiner 1994).

Stopy této praddvné evolu¢ni etapy miiZeme najit v genomech RNA
viri a v pfibuznych strukturach RNA (Giegé, Frugier et al. 1998).
Dobte prostudovanym virem je bakteriofag Q. Strukturnim signalem
pro vazbu RNA polymerazy je kratkd smycka zakoncena tripletem
CCA na 3’-konci jednovlaknového genomu Q. Motiv -CCA najdeme
i v akceptorové casti vSech dneSnich tRNA jako sekvenci uréenou pro
vazbu aminokyselin (pfipojeni aminokyseliny na 2’- nebo 3’-hydroxyl
ribosy v terminalnim adenosinu).

Replikacni pocatek QB RNA muze byt in vitro aminoacylovan, byt’ se
in vivo translace neucastni; vazba aminokyselin na replikac¢ni pocatky
RNA vsak mohla mit ptivodné sviij specificky vyznam - mohla se
podilet na stabilizaci replikatniho komplexu a wusnadiiovat
vyhledavéani 3'- konce templatu (Orgel 1989; deDuve 1991). MoZna
slouzila i jako spojka pro zakotveni replikacniho komplexu na
membranu a usnadnovala tak separaci vldken RNA.



FPro nasi diskusi je podstatné, ze triplet -CCA, jednou

vyselektovany jako universdlni akceptorovda sekvence, ziistal jiz
behem dalsi historie pro tento ucel zachovan (Weiner and Maizels
1987).

Vratime-li se zpét k hypercyklim, postreplikacni tUpravy RNA,
napiiklad odstépeni zminénych replikacnich pocatki z ¢asti populace
replik, mohly vytvofit podminky pro dalsi diferenciaci a evoluci
systému. Hypercykly pak mohly obsahovat:

-informacni slozky s funkci genomd,

-vykonné slozky, kopie RNA s ribozymovymi aktivitami,

-pomocné slozky s konformacemi zpisobilymi k interakcim
s aminokyselinami nebo jinymi substraty (C.R. Woese a spol. 1966):
adaptory nebo aptamery (aptus - ptesné padnouci, hodici se).

vvvvvv

etapach, pozdeji modifikované a zakomponované do jinych kontexti
(Ganfornina and Sanchez 1999), mohou timto ,,flikovanim* (Jacob
1977) prispét ke vzniku prelomovych evolucnich inovaci.

Podle toho ptfisoudime vldsenkovym konformacim RNA, odstépenych
z replikacnich pocatki RNA replikatort novou ulohu adaptort
usnadnujicich nekatalyzovanou kondenzaci aminokyselin.

Spontanni kondenzace aminokyselin vyZaduje relativné tvrdé
chemické podminky. Adaptorova syntéza peptidii by do systému
vnesla nové moznosti. Diky aktivaci karboxylové skupiny
aminokyselin vazbou na hydroxyl adenosinu skupiny -CCA
v adaptorové vlasence by vznik peptidové vazby mohl probihat
v mekkych podminkach.

Vlasenkové konformace oligoribonukleotidii maji schopnost vytvaret
agregaty preskupenim intra-molekularnich vodikovych vazeb v iter-
molekularni. TakZe i aminoacylované adaptory mohly ve vhodnych
podminkach vytvafet agregaty. Agregace by pak usnadiovala
spontanni kondenzacni reakci pti vzniku peptida. Tento mechanismus
by ovSem vedl kpeptidim spfevazné nahodnym uspofaddnim
aminokyselin. Pfesto by mohla i tato neinstruovand peptidosyntéza
piinaset riboorganismtiim urcité selekéni vyhody, naptiklad stabilizaci
celého systému a ptispét k diferenciaci funkci lipidovych membran.

T Dalsi cesta k proteosyntéze nepochybne vedla pres vznik
operacniho (,,druhého”) kodu (DeDuve 1988; DeDuve 1991;
Schimmel and Henderson 1994), ktery miizeme povazovat za nejstarsi
zpusob kodovani, predchazejici tripletovému genetickému kodu.



Operacnim kodem v podminkach dnesni translace rozumime soubor
strukturnich ~ signal pro specifické pfifazeni aminokyseliny
odpovidajicim tRNA ptislusSnou aminoacyl tRNA syntdzou (aaRs).

Translace ve své soucasné podob¢ zahrnuje dveé Casove i prostorove odliSené etapy.
Vprvni etapé¢ se uskuteciiuje dvoustupnova aktivace aminokyselin s jejich
specifickou vazbou na akceptorovou c¢ast tRNA, druhd etapa zahrnuje interpretaci
informace, ulozené tripletovym genetickym kodem v mRNA. VSimnéme si
strukturniho a funkéniho propojeni dvou rozpozndavacich mechanismii:

i) rozpoznavani na urovni komplexu [aaRs-aktivovana aminokyselina-akceptorova
Cast tRNA],

Rozpoznavani komplexu aminokyselina-aaRs pfisluSnou tRNA primarné souvisi
s nukleotidovym slozenim kratké dvouvlaknové struktury v akceptorové Casti tRNA
(mikrohelixu), ale casto je dusledkem interakci enzymového komplexu i s jinymi
¢astmi molekuly tRNA. Velmi zalezi na prostorové konformaci celého systému.

ii) rozpoznavani na Urovni parovani tripleti antikodonové casti tRNA s kodony
v mRNA.

Rozpoznavani aminokyselin na urovni akceptorové ¢asti tRNA musi byt v souladu
s rozpoznavanim na Urovni parovani tripleth kodon mRNA/antikodon tRNA,
piestoze akceptorova sekvence -CCA a antikodonovy triplet jsou od sebe prostorove
vzdaleny 7-8 nM. A navic, z degenerativity (redundance) genetického kodu plyne,
ze jedna a tataz aminokyselina muze byt kodovana vice nez jednim kodonem a muize
byt vazana na vice nez jeden typ tRNA.

O vybéru parii [aminokyselina-tRNA] rozhoduji jednotlivé typy aminoacyl-tRNA
syntetas, které jsou schopny pfifadit jedinou z 20 aminokyselin té podmnoziné
(isoakceptorovych) molekul tRNA, ktera odpovidd skupiné¢ spolec¢nych
(synonymnich) kodonti.

Aminoacylace tRNA, se ucastni:

- soubor 30-50 druhii tRNA (v buiice E. coli je to cca 1,6x10° molekul). Rozdil mezi
skutenym a ocekavanym poctem typd tRNA (v souladu s poctem antikodonit 61
typt riznych tRNA) vysvétluje mechanismus ,, wobblingu* (F. Crick), tj. odchylky
od kanonického parovani prvni (5°-) baze antikodonu s tieti (3'-) bazi kodonu;
v disledku wobblingu mtze byt pocet typi isoakceptorovych tRNA mensi nez pocet
odpovidajicich synonymnich kodont;

- soubor 20 aminoacyl-tRNA syntetas,

- soubor 20 aminokyselin; mezi aminokyselinami a aaRs je jednoznacné pfifazeni;

- ATP jako zdroj chemické energie.

Vznikem a evoluci operacniho kédu byla umoznéna vyssi ucinnost
neinstruované  (nekddované)  syntézy  peptidi  plusobenim
koevolvujicich  katalyzatorii: ribozymové peptidyltransferasy a
ribozymt s vlastnostmi dneSnich aaRs. Stopy po puvodnich
peptidyltrasferasach se zachovaly v ribosomech (23S rRNA v 508
subjednotce ribosomli E. coli ma peptidyltransferdzovou aktivitu;
(Noller, Hoffarth et al. 1992; Pace 1992).

V laboratornich podminkéch, in vitro selekci, se podatilo pfipravit
ribozym s peptidyltransferasovou aktivitou (Lohse and Szostak 1996;
Zhang and Cech 1997) a modifikovat intronovy ribozym
(Tetrahymena pyriformis) tak, ze vysledny ribozymovy komplex
ziskal schopnost:



-vazat koncovy fragment N—formyl-L-methionyl-tRNAﬂvIet

-Stépit esterickou vazbu mezi formylmethioninem a hydroxylem
adenosinu v akceptorové sekvenci -CCA (Picirilli, McCornell et al.
1992).

Takto byl podan dikaz, Ze ribozymy mohou reagovat s esterickymi
vazbami obsahujicimi karboxyl (vazbami typu -C(O)O-R). Obracenim
této reakce by vznikla aminoacylaéni aktivita aaRs. Po ribozymech
s funkci aaRs se vSak nezachovala zadna pamatka - jejich roli nakonec
veleuspesné prevzaly proteinové katalyzatory.

Diive zminéné aptamery, které¢ lze selektovat in vitro metodou
SELEX (systematic evolution of /igands by exponential amplification;
(Wilson and Szostak 1999), umoziiuji studovat nekovalentni interakce
rozli¢nych molekul s RNA v zavislosti na jeji prostorové konformaci.
Tyto studie ukazuji, Ze prave tento druh interakci mohl iniciovat vznik
operacniho kédu.

Byly pfipraveny aptamery s vazebnou specifikou pro adenosintrifosfat (ATP),
aminokyseliny (L-arginin, L-tyrosin, l-valin a L-isoleucin) a pro fadu dalSich malych
molekul (Famulok 1999).

Je zajimavé, Ze ve vazebnych mistech aptamerti pro aminokyseliny L-arginin, L-
tyrosin, L-isoleucin (nikoli pro L-valin) byla zjisténa opakovani odpovidajicich
kodonovych tripletti (Illangasekare and Yarus 2002). Je vSak nepravdépodobné, ze
by byly takto definovany a fixovany kodony pro kazdou z aminokyselin zvlast’

Metodou SELEX byly téz pfipraveny ribozymy katalyzujici tvorbu
aminoacyladenylati (Kumar and Yarus 2001) a dal$i ribozymy pro
pfenos aktivované aminokyseliny z aminoacyladenylatu na
akceptorovou sekvenci tRNA (Illangasekare and Yarus 1999).

Mohou tedy existovat ribozymy schopné katalyzovat tytéz reakce,
které¢ katalyzuji dneSni proteinové aaRs; laboratorni experimenty
ukazuji moznost koevoluce aaRs a operacniho kodu rozsirenim funkct
aptameri:

- 0 schopnost vazat aminokyseliny (nekovalentni interakce),

- 0 schopnost vazat ATP (nekovalentni interakce),

- 0 schopnost aktivovat aminokyseliny (tvorbou kovalentnich vazeb
typu NH,(R)COO-AMP),

- 0 schopnost nekovalentni vazby k adaptorovym smyckam,

- o aktivitu pro aminoacylaci adaptori (tvorba kovalentnich vazeb
typu NH,(R)CO-O-adaptor)

T Na zdkladé operacniho kodu, bez dopliujiciho predpisu pro
jednoznacné linearni razeni aminokyselin, mohly vznikat jen peptidy
s nahodnym usporadanim aminokyselin.



Molekularni evoluce metodou zkousek a omyli dale sméfovala k
zajisténi jednoznacnosti. Jednoznacnost v uspofddani aminokyselin v
peptidech a bilkovinach méla zasadni vyznam pro rozvoj
katalytickych funkci a evoluci komplexnich fenotypti.

@3 Stojime pred klicovou otdazkou, jak doslo k rozsireni operacniho
kodu o dalsi uroven kodovani, odpovidajici dnesnimu tripletovému
genetickému kodu.

Zminili jsme jiz hypotézu F. Cricka, Ze tato udalost byla ndhodnéa a
prvni funkéni varianta pravidel pro pfifazovani aminokyselin
sekvencim bdazi zlstala evolu¢né fixovdna ve struktufe tRNA (jako
,frozen accident®).

Jini (Woese, Dugre et al. 1966; Yarus 1998) soudi, Ze od pocatku
musel existovat néjaky strukturni (konformacéni) vztah mezi
jednotlivymi aminokyselinami a nukleotidovymi sekvencemi, které se
nasledné staly kodony. Tato idea je v souladu se spontannim vznikem
antikodon/kodonovych vazebnych center pro nékteré aminokyseliny
v syntetickych aptamerech, vychazi vSak zvelmi omezeného poctu
uspésnych experimentt (viz vyse).

@ Zadna z uvedenych hypotéz neni ptesvédCujici, predevsim proto,
ze nevysvetluje vznik souvislosti mezi operacnim kodem, tripletovym
(genetickym) kodem a vazebnou specifitou aaRs.

Proti laboratornim pfistupim S. Ohno (Beckman Res. Institute,
California, USA) a jeho rusti kolegové S. Rodin a A. Rodin (Ruska
Akad.Véd, Novosibirsk) uplatnili analyzu databazovych udaji o
tRNA. Jako prvni vyuzili zédkonitosti ve struktufe slozek kodujiciho
systétmu ke konstrukci velmi uspokojivého modelu, ktery, podlozen
fakty, zatim jediny nabizi komplexni pohled na spole¢nou evoluci
obou zakladnich slozek proteosyntézy: tRNA a aaRs.

&~ Ppodle hypotézy Rodin-Ohno nebyly antikodony pripojeny
k operacnimu kodu dodatecné, ale jsou primo od néj odvozeny.

Takto by byla vyfeSena ,zahada“ funkéniho propojeni operacniho kodu
s antikodony, vzdalenymi v molekulach tRNA 7-8 nM.

Pro ovéfeni této hypotézy podrobili zkoumani konsensudlni sekvence
tRNA odpovidajici kazdé ze 20 aminokyselin, zkonstruované na
zaklad€ 1268 databazovych udaji. Tyto konsensudlni sekvence bylo
mozno uspotfddat do 32 pard podle vzijemné komplementarity



antikodonti, coz bylo zndmkou toho, ze tRNA nevznikaly individudlné
ale v parech.

" Pokud plati hypotéza Rodin-Ohno, Ze jsou antikodony odvozeny
z operacniho kodu, tj. ze sekvenci akceptorového mikrohelixu, lze
ocekavat, ze tRNA s komplementarnimi antikodony budou soucasné
Jjevit urcitou komplemetaritu akceptorovych mikrohelixii. U 29 para
skutecné byla zjisténa komplementarita i mezi bdzemi na 2. misté
akceptorového mikrohelixu.

V piipadé¢ Sestindsobn¢ degenerativnich leucinovych kodond, 5'-CUN
(N je jakdkoli baze), antikodony rozpoznavajici tyto triplety jsou
sekvence 5'-N'AG (N’je baze komplementarni s N podle pravidel
wobblingu).

Jeden leucinovy antikodon, AAG, je komplementarni s lysinovym
antikodonem CUU. Druhd baze tRNA™" je G, zatimco v parové
tRNA" je druhou bazi C:

(Leu) 5'- GG2 ....... AAG
UUC .. C2G-5" (Lys)

Podobng isoakceptorova tRNA"" ma antikodon UAG komplementarni
k antikodonu CUA, tRNA®™ ({RNA™ m4 na druhém misté C, a
tRNA"™ ma na druhém misté G:

(Leu) 5'- GC2 ....... UAG
AUC ... G2G - 5" (Gln)

Pfipomenme si, ze Cislovani nukleotidii zacind na 5'-konci vlakna tRNA; sekvence
prvnich sparovanych bazi v molekule tRNA tvoti mikrohelix.

Prvni bazi ve vSech konsensuélnich sekvencich je G, sparované s C72. Jestlize 2.
bazi mtze byt C nebo G, v mnozin¢ 29 parovych tRNA existuji dva zakladni typy
molekul: tRNA(C2:G71), a tRNA(G2:C71).

Analogické zrcadlové symetrické relace najdeme i v ostatnich 28
parech konsensualnich sekvencich tRNA.

Pravdépodobnost nahodného vzniku takové dudalni symetrie ve 29
parech tRNA je mensi, nez 107,

Na zdklade téchto pozorovani byl navrzen modelovy mechanismus koevoluce obou
typii kodit a evoluce molekul tRNA:



Konsensualni struktura akceptorového mikrohelixu odvozena z databazovych udaji
0 tRNA je

3°-ACCD Css nGRY D, denominator (diskriminatorova baze),
GSS NCYR -3° Casto A nebo U;
RY = nejcastéji GU;
YR = nejcasteji CA;
N.n; libovolna baze S,s; G nebo C
podtrzené motivy tvoii soucast operacniho kodu,
v némz jsou triplety Css/GSS slozeny jen ze dvou bazi, G,C.

Tato konsensualni sekvence mohla naptiklad vzniknout ze dvou komplementarnich
palindromti:

(a)3°"- ACCA -CsG-UGGU,
(b) 5° - (UGGU) -GSC-ACCA
(Motiv UGGU v 5'- ¢asti mikrohelixd dnesnich tRNA jiz neexistuje).

Palindrom (a) je produktem autoreplikaci motivu ACCA: ACCA/UGGU
a nasledné ligace centralnim tripletem CsG.
(b) je replikou (a).

(a),(b), lze ligovat dvojim zplisobem:
spojkami XXX podle (1),
xxx podle (2):

3° ACCACsGUGGU! (1)
(2) TUGGUGSCACCA 3~

(1) : 3° ACCACSGUGGU-XXX-ACCACSG (UGGU)

(2) : 3"ACCACSGUGGU-xxx-ACCACsG (UGGU)

-svinutim palindromt (1), a (2), vzniknou dvé genericky zavislé, zrcadlové
symetrické smycky, s moznou funkci adaptorit pro aminoacylaci;

-sekvence ACC- se zachovala jako universdalni akceptorova sekvence;

-intramolekuldrné¢ sparované sekvence (soucast dnesniho akceptorového
mikrohelixu) jsou zdrojem operacniho kodu;

- zrcadlové symetrické 5'-triplety GSC, GsC, mohly puvodné slouzit jako pra-
antikodony; soucast archetypalniho GC kodu.

- dalsi evoluce molekul tRNA vedla k postupné translokaci pra-antikodonii
z mikrohelixu do vzdalengjsich ¢asti molekuly, nakonec az do dnesni jednovldiknové
antikodonové smycky - pravé toto je pficinou dualni symetrie parovych molekul;

-mutacni diferenciace pra-antikodonti v jednovlaknové casti smycky postupné vedla
k vyuziti viech 4 bazi a k expanzi kodu k 4° kodontim;



“”Model nazorné ilustruje postup evoluce: nepldnované smérovani
od jednéch struktur a funkci k novym, vyuZzitelnym v jiné evolucni
etap¢.

Systém vychazejici z GC pra-kddu jiz spliioval podminky pro syntézu
jednoduchych peptidi z n¢kolika zakladnich aminokyselin: Ala s
antikodonem GGC, Gly santikodonem GCC. Jednou transici
dospéjeme k antikodonim GAC (Val), GUC (Asp). Dalsi zamény
poskytly CCG, GCG (Arg), CGG, GGG (Pro), ccc (Gly).
Aminokyseliny Gly, Val, Asp, mohly byt pfitomny v prebiotickych
podminkach, vznikaji zjednoduchych sloucenin nekatalyzovanou
syntézou. Neni také bez zajimavosti, Ze v dneSnich bilkovinach patii
k nejcastéjSim.

Zdanlivy rozpor mezi ne-degenerativitou opera¢niho kédu a mutaéni
expansi tripletového (genetického) koédu lze vysvétlit odlisSnymi
lokéalnimi podminkami v molekule: opera¢ni kod je svdzan pravidly
komplementarity v dvouvldknovém tseku akceptorové ¢asti adaptoru
a vztahem ke 20 aaRs, tim je do zna¢né miry konservovan; antikodon
se ocitl v jednovldknové smycce, malo chranéné proti mutacnim
zménam. Mohl koevolvovat s mRNA v ramci evoluce transkripce.
Rozsifovani antikodonovych motivli k dneSnimu degenerativnimu
(redundantnimu) koédu vSak jiz zlstalo trvale spojeno se
zdrojovym opera¢nim koédem (na rozdil od piedstav ptredlozenych
jinymi autory, viz napf. Schimmel a Ribas de Pouplana, 1995).

S Rodinové a Ohno poukdzali i na zrcadlovou symetrii vztahii mezi

dvema zakladnimi typy tRNA, tRNA(C2: G71), tRNA(G2:C71)
a dnesnimi aaRs;, aaRsy, a poskytuji konsistentni feSeni vztahli mezi
dvéma strukturnimi mody mikrohelixi a dvéma mody rozpoznavani
operacniho kodu molekulami aaRs.

Vétsina dnesSnich aaRs patii do jedné ze dvou tfid: aaRs;, nebo aaRsy,
podle toho, zda pti aminoacylaci rozliSuji hydrofobni nebo hydrofilni
aminokyseliny a rozpoznavaji 2'- a 3’- hydroxyl ribosy adenosinu
v akceptorové sekvenci -CCA. DneSni aaRs opacnych tfid
(s komplementarnimi reakénimi centry) pfistupuji k akceptorovym
koncim tRNA zopacnych stran: aaRs; ze strany malého Zlabku
atakuji 2’-OH adenosinu, aaRsy zrcadlové symetricky ze strany
velkého zlabku atakuji v adenosinu akceptorového tripletu -CCA
hydroxyl 3"-OH.

Podle ptfedstav Rodin-Ohno si parové tRNA na pocatku navzijem
poskytovaly (dnes jiz ztracenou) aktivitu jako ribozymové aaRs
a tedy pra-aaRs vznikaly koordinované, jako komplementéarni dvojice.



Pokusme se nyni provést syntézu poznatkii:

- jednovlaknové molekuly RNA s vnitiné komplementadrnimi useky
(vlasenkové konformace), pravzory dneSnich tRNA, byly pivodné
soucasti replikaéniho mechanismu a slouzily jako strukturni signal pro
zahdjeni replikace,

- doslo k diferenciaci komplementarnich vldken RNA na ,,genotyp* a
,fenotyp*‘; nékteré kopie RNA se mohly uvolnit pro nové ukoly,

v disledku pifimych interakci mezi aminokyselinami a riznymi
konformacemi RNA mohlo dochazet k selekci sekvenci vhodnych pro vazbu
aminokyselin (ne nutné€ ve vztahu k dneSnim antikodoniim), ATP a jinych
molekul. Vznikly adaptory specializované jen na vazbu aminokyselin a
ribozymy-aptamery; nékteré aptamery vazici aminokyseliny ziskaly
schopnosti soucasné¢ vazat ATP, aktivovat aminokyseliny a
interagovat s adaptory - staly se aminoacylacnimi ribozymy. To mohl
byt zdklad dneSniho mechanismu aktivace aminokyselin a
aminoacylace RNA,

- prvotni aptamerové aaRs i adaptorové smycky koevolvovaly a jejich
vzajemné interakce vytvorily most mezi dvéma odliSnymi svéty,
svétem RNA a svétem proteintl (feSila by se tak i otdzka co bylo dfive,
zda proteiny ¢i geny),

- adaptorové smycky, které vznikly jako komplementarni pary, by si
mohly poskytovat aminoacyla¢ni aktivitu navzajem; znich pozdé&ji
odvozené proteinové moduly by posléze mohly pievzit funkci
zakladnich modulii obou tfid proteinovych aaRs (Rodin and Ohno
1997); vysledkem této koevoluce by bylo dnes existujici propojeni
Ctyt zplsobl rozpozndvani: opera¢niho kodu, genetického kodu a
informace v rozpoznavacich ¢astech dvou tiid aaRS,

- sparovana cast adaptoru (akceptorovy mikrohelix), predala dneSnim
tRNA sviij operacni kéd,

kopie 5’- tripleti prvnich spéarovanych sekvenci mikrohelix1,
postupné pfemistované a modifikované, nasly uplatnéni jako soucést
dnesni antikodonové smycky.

-dal$i osudy operacniho a tripletového kodu byly riizné: akceptorové
¢asti tRNA pomalu koevolvovaly s rozsifujicim se repertoarem aaRs,
jednovlaknové antikodonové smycky, genericky i fysicky svazané se
svymi akceptorovymi mikrohelixy, podléhaly mutaénim zménam a
postupné¢ rozsitily repertoar kodujicich bazi: (G,C) = (G,C,A,U).

-transpeptidazovy  ribozym  umoznil  efektivni  polymeraci
aminokyselin a evoluci ribosomt.



Pro uplnost: existuje namitka (Jiménez-Sanchez), ze piedpoklad dostupnosti C,G
(tak jak predpoklada vyse uvedeny model s GC kodem), neni samoziejmy pro
nestabilitu cytosinu a jeho snadnou konverzi v U. Proto byl navrzen model zalozeny
na predpokladu, ze prvni molekuly RNA pievazné A,U, a tudiz i antikodony s A,U
(A. Jiménez-Sanchez 1995).

Tento model vSak neposkytuje komplexni feseni problému tak jako model Rodin-
Ohno.

Q‘.’% M¢jme stale paméti, ze zadny ze soucasnych poznatki a modelt
zatim nedovoluje jednoznacné, definitivné rozhodnout, jakymi
cestami se ubirala evoluce kodu a proteosyntézy. Tento problém
zustava vyzvou pro evolucni molekularni biology. Byla to od pocatku
selekce jediné optimalizujici se cesty? Nebo pii vzniku zivych
systémi probihaly vzajemné kompatibilni evolu¢ni experimenty a
dnesni kodovana proteosyntéza je vysledkem jejich priniku?
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