IV. RNA

1. Svét RNA

Co bylo prvni?

Bunky jsou tvofeny tisici riznych molekul usporadanych do obrovského po-
¢tu kombinaci, které reprezentuji aktualni stavy organismd. Pripomenme si
zakladni prvky, jez musi byt v zivém systému obsazeny: aparat reprodukce spo-
jeny s kopirovanim dédi¢né informace, vykonné katalyzatory reakci a funk¢ni
ohraniceni. Bez zadné ze tii uvedenych slozek by zivé organismy nemohly exis-
tovat. Je presto mozné, ze se ncktera z funkci vyvinula jako prvni, bez ohledu
na pritomnost ostatnich? A pokud ano, tak ktera? Zodpovédét polozené otazky
je obtizné zejména proto, ze bunka vyzaduje jednoznacnou spolupraci mezi
vSemi dil¢imi podsystémy. V pfedchozim textu jsme se vénovali aminokyselinam
a proteintim, jejichz vyznam, zejména v katalyze, je nesporny. I kdyz se objevily
uvahy o jejich prvenstvi na ¢asové skale evoluce zivota, jako zhavéjsi kandidat se
z mnoha divodd jevi jiny typ biopolymeru, a to ribonukleova kyselina — RNA.
RNA je totiz schopna nést genetickou informaci, zatimco proteiny nikoliv.

Problematicka je nutnost vytvareni kopii, potfeba replikace, bez niz by se
systémy molekul nemohly mnozit a §ifit. Obecné plati, ze proteiny prosté nejsou
schopné kopirovat vlastni strukturu pfimou vystavbou z drobnych prekurzora
typu aminokyselin.

Lze si predstavit systém, ve kterém vznikaji z jednotlivych aminokyselin
peptidy vhodnych katalytickych vlastnosti, které budou stejnou jednoduchou
strukturu vytvaret stale znovu. Ale toto neni kopirovani tak, jak probiha u RNA
¢i DNA, kde je podle vzoru vyrabéna kopie vice ¢i mén¢ presna. Uvidime, ze
RNA jsou ¢tené a prepisované, ale peptidy svou strukturu ¢ist nedokazou.
Rozdil v obou soustavach 1épe pochopime, kdyz si uvédomime, ze osamocena
molekula RNA nedokaze vyrabét vlastni kopii, pokud nemiize ¢ist posloupnost
stavebnich prvkl na partnerské molekule RNA. Ale katalyticky aktivni peptid
muze vyrabét identické peptidy, i kdyz je v systému ojedinély — pouze propo-
juje pritomné stavebni prvky stale dle stejného reakéniho schématu a zadnou
matrici, jiz by Cetl, nepotrebuje. Pravé absence kopirovatelného vzoru je vy-
raznym nedostatkem proteinti v soutézi o prvenstvi v ranych sebereplikujicich
se soustavach.

Ac se to nezda, rozdil je dramaticky. Pokud néjaky peptid nebo bilkovina
dokaze katalyzovat reakce, pri kterych se spojuji aminokyseliny v peptid iden-
ticky s matefskym enzymem, mutze se nam zdat takovy systém jako pro evoluci
dostacujici. Ale neni — nejedna se totiz o obecnou schopnost proteinii jako
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takovych, ale o nahodné a nepravdépodobné usporadani jediné soustavy, ktera
z podstaty nemtize mit vétsiho evolu¢niho vyznamu. Kdyby peptid, ¢i dokonce
bilkovina néco takového dokazaly, predstavovaly by naprostou vyjimku, jez
by odrazela jedinec¢nost a neopakovatelnost jejich struktury a funkce. Takovy
material prirozeny vybér nemuze vyuzit §ifeji, nebot to prosté nelze — proteiny
samy sebe zkratka nekopiruji. Pouze hovorime-li o dipeptidech (tvofenych
dvéma aminokyselinami) ¢i velice kratkych formach, jistou evoluci 1ze pozoro-
vat i v laboratornich podminkach. Mozna by mohl vzniknout autokatalyticky
cyklus zalozeny na nékolika peptidech, ale byl by naprosto omezeny, jelikoz
by nikdy nedosahl kapacity nesené nukleovymi kyselinami, predevsim RNA.
V ptivodnich chemickych systémech mohlo byt pfitomno jen asi deset z bio-
gennich aminokyselin, které vznikaji i abioticky, nezavisle na enzymové kata-
lyze. Vyroba ostatnich aminokyselin je obtiznéjsi a patrné vyzaduje ¢innost jiz
makromolekularnich katalyzatorti typu enzyma. Ukazuje se, ze mezi prvnimi
aminokyselinami neni zadna z pozitivné nabitych a vyvstava otazka, zda bez
téchto vyznamnych zastupcti (lysin a arginin) viitbec mohly peptidy vytvaret
vzhledem ke schopnostem katalyzy smysluplné prostorové usporadani.

Svét jilu

Molekula RNA se jevi jako nejzhavéjsi kandidat zejména pro schopnost kopi-
rovani vzoru pii reprodukci, prokazané katalytické vlastnosti a mozny vznik
v abiotickych podminkach. Neni ov§em kandidatem jedinym. Vedle svéta RNA
je paralelnim svétem, kde lze hypoteticky predpokladat vznik replikujicich se
molekul, svét jilu. Na molekularni Grovni jsou ¢astecky jila katalyticky aktivni
a umoznuji vytvareni ¢astecek novych. Je nanejvys zajimavé, ze ve svété jilu
muzeme pozorovat zakladni ze znakt charakterizujici zivé soustavy. Vrstvy
jilu se na sebe skladaji, pricemz patra nasledna kopiruji strukturu pévodnich.
Vidime tak jasné reprodukci, dédicnost, proménlivost (systém neni bezchybny),
a dokonce konkurenci o zdroje — stavebni latky, misto, katalyzatory. Zda se, ze
nic nebrani nastartovani biologické evoluce a vzniku pravych zivych systémda.
Tento koncept jiz v roce 1985 predstavil a priblizil britsky biolog Alexander
Graham Cairns-Smith. Vzhledem k tomu, Ze zivot zalozZeny na jilu nikde do-
opravdy nepozorujeme, je otazkou, zda se nejedna pouze o Gvahy teoretické.
Nicméné sam autor predklada dalsi nikoliv nepodstatnou myslenku, ktera jeho
hypotézu o pivodu zZivota posouva mezi potencialné vérohodné.

Jily totiz katalyzuji nejen vyrobu a tpravy vlastnich ¢astic, ale dokazou
také urychlovat reakce svéta organického. To neznamena nic jiného, nez ze
na platformé jild je budovan svét organickych molekul. Jily tak podobné jako
slouceniny koviti (jejichz prvky jsou ostatné do molekul jilt zaclenény také)
vytvareji dtlezity prechod od svéta anorganického k organickému. Spoluprace
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s organickymi molekulami zpétné ovliviiuje i usporadani, kopirovani a §ifeni
jilovych utvart. Cely cyklus kopirovani, mnozeni a rozsifovani jilti tizce souvisi
s cykly zaplavovani a vysychani prostredi. Ve fazi sucha se vrstvy jilu odlupuji
a vitr je roznasi do okoli, pfi zatopeni dochazi k chemickym reakcim, vodni
proud prinasi stavebni material a nové typy latek. Vysychani méni reakcni pod-
minky, vrstvy se ukladaji na sebe a cely proces vykazuje znacnou dynamiku.

Jelikoz syntéza organickych molekul je obecné méné zavisla na omezujicim
prostredi jild, mohlo byt jen otazkou casu, kdy se organické molekuly od spo-
luprace s jily zcela odpoutaly a rozsirily se samy do okolniho svéta, aby daly
vzniknout opravdovému zivotu. Je tedy mozné, ze jily vytvarely prvotni inku-
bator, ze kterého se vylihly formy molekularnich systému schopné zivota, ale
na jily si v sobé vzpominku nezachovaly.

Nukleové baze

Zakladem predstav predbunécéného svéta jsou tedy organické molekuly, kde
ustfedni roli hraje RNA nebo néco velice podobného. Dokaze se kopirovat
a ma schopnosti katalyzatoru, ktery nakonec vytvari nejen své kopie, ale zvy-
Suje zastoupeni i dalSich biomolekul v soustavé — véetné téch, jez obohacuji
metabolismus a tvori ohraniceni.

Podobn¢ jako jsou proteiny sestaveny z aminokyselin a polysacharidy z mo-
nosacharidt, nukleové kyseliny véetné RNA se skladaji z nukleotidii (obr. 2.6).
Nukleotid je slozen z cukru, fosfatu a nukleové (dusikaté) baze. Nukleové baze
jsou heterocyklické molekuly — cyklické uhlovodiky, ve kterych jsou atomy
uhliku usporadany do kruhii obsahujicich také atomy dusiku. RozliSujeme
nukleové baze purinové — adenin (A) a guanin (G) a pyrimidinové — thymin
(T), cytosin (C) a uracil (U). Cukr je pfedstavovan bud rib6zou (v RNA), nebo
deoxyribézou (v DNA - deoxyribéza se od ribézy lisi jen minimalné, chybif ji
jeden atom kysliku, ale jak uvidime dale, tento rozdil je z mnoha divodt velice
podstatny). Nukleova baze s cukrem formuje nukleosid, navazanim zbytku
kyseliny fosfore¢né (fosfatu) vznika nukleotid. Retézec nukleotidii tvoti poly-
nukleotid ¢ili prislusnou kyselinu deoxyribonukleovou nebo ribonukleovou
(podle typu cukru). Jelikoz v kazdé RNA jsou cukerna slozka a fosfat vzdy
stejné, zakladnim prvkem nesoucim informacni hodnotu je nukleova baze. Je
tedy jedno, zda hovorime o posloupnosti nukleotidt, nukleosidi ¢i bazi.

Z obou typt nukleovych bazi zastoupenych v nukleovych kyselinach je
jednodussim predstavitelem pyrimidin (obr. 2.5). Pyrimidiny jsou $esti¢lenné
aromatické heterocykly obsahujici dusik. Upravami (dal3i aminoskupinou, me-
thylem ¢i kysliky) vznikaji cytosin, thymin a uracil (obr. 2.6 na s. 89). O néco
slozitéjsi jsou molekuly purinovych bazi, jelikoz purin je molekula slozena ze
dvou tésné primknutych kruhii (sdileji spolecnou vazbu mezi dvéma uhliky).
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Jeden kruh je Sesticlenny (pyrimidinovy) a druhy péticlenny (imidazolovy). Pri-
tomnosti postranni aminoskupiny na pyrimidinové ¢asti purinu vznika adenin,
pokud se vaze jesté karbonylovy kyslik (=O), jedna se o guanin. A tim mame
vSech pét zakladnich nukleovych bazi, které formuji DNA i RNA.

Nukleové baze se uplatnujiiv riznych enzymech, kde jsou nezastupitelnymi
slozkami vyznamnych kofaktorti. Klicova je role adenosintrifosfatu (ATP),
ktery je zakladnim prenasecem energie v bunce, stejné jako zdrojem fosfatu
pro fosforyla¢ni reakce.

Svét RNA

Zasadni funkci, kterou model svéta RNA nabizi, je replikace. Molekula RNA
predstavuje vzor ke kopirovani (matrici, templat), soucasné produkt kopirovani,
a navic vlastni aparat, ktery replikaci provadi. Nejsou tudiz hned od okamziku
zrodu zivota vyzadovany bilkoviny — enzymy, jez by vykonavaly nutnou kata-
lyzu, a tedy ani geneticky kod.

Pokud katalyzu zvlada samotna RNA, je pravdépodobnost vzniku samoudr-
zujici se a rozmnozujici se entity mnohonasobné vyssi. Zejména z tohoto du-
vodu zaujima predstava svéta RNA vyznamné misto v objasnovani vzniku zi-
vota. Uméni RNA katalyzovat replikaci RNA bylo experimentalné mnohokrat
prokazano. Molekuly RNA maji souc¢asné genotyp (tedy zapsanou informaci)
a soucasné fenotyp (néjaky projev navenek).

Nasledny prechod k proteindm coby katalyzatortim lze vysvétlit vyrazné
lepsimi schopnostmi bilkovin katalyzovat Siroké spektrum nejriiznéjsich reakct,
ale také jejich vyssi stabilitou a odolnosti v cytoplazmé bunky. Ne vSude ovSem
k nahrazeni RNA bilkovinami doslo — ribonukleova kyselina se dodnes ti¢astni
nckolika déjt spojenych s tvorbou proteind.

Odkazem na ptivodnost RNA v procesu katalyzy je pozadavek celé rady
enzymu proteinové povahy na pritomnost neproteinového kofaktoru. Jsou to
pravé tyto kofaktory, které jsou klicové pro katalytické funkce danych bilkovin,
a pravé tyto kofaktory maji ¢asto povahu ribonukleotidu, tedy stavebni jednotky
RNA. Jedna se o molekularni fosilie z davnych dob, kdy metabolismus byl do-
sud zaloZen na RNA? Nutno fict, ze nukleotidové kofaktory se vyskytuji pravée
u proteinti, které povazujeme za ptvodni a velice starobylé, casto souvisejici
s témi nejzakladnéj$imi metabolickymi a energetickymi procesy.

Je pravdépodobné, ze aminokyseliny, a prinejmensim i kratké peptidy, byly
ve svété RNA pritomné také. Nebyly ale vytvareny na zakladé genetického
kédu a jejich syntézu obstaravala RNA, byt napomahat mohly i atomy kovti ¢i
jiné molekuly vcetné samotnych aminokyselin a peptidd. Takova spoluprace

vV s

mezi riznymi typy molekul nejen v aktivnich mistech enzymi je bézna dodnes.
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Nukleosidfosfaty

Na cest¢ ke vzniku RNA je vyznamnym krokem aktivace stavebnich jednotek
skrze vazbu fosfatt — molekula po pfijeti zbytku kyseliny fosfore¢né nese dost
energie na to, aby mohla za vhodné katalyzy vstupovat do syntetickych, po-
lymeracnich reakci. Vazba fosfati na organické molekuly mize mit podobny
aktivacni efekt, jaky jsme pozorovali pfi vazbé koenzymu A, byt mechanismus
pusobeni se poné¢kud lisi. Urcujici je opét energeticky obsah prislusnych vazeb.
Navazanim nékolika fosfatt vedle sebe (obvykle tif) se v daném misté hromadi
zaporny naboj (kazdy fosfat nese jeden) a elektrostatické odpuzovani cely kom-
plex destabilizuje. Molekula se ocita v energeticky ne prili§ vyhodném uspora-
dani a katalyzovanou reakci se snadno méni v novy produkt, pricemz se nava-
zané fosfaty opét uvolni. Molekula prechazi do stavu energeticky vyhodnéjsiho

Samovolné odpoutani navazanych fosfatti ovSem probiha jen pomalu
a nukleosidfosfaty, stavebni kameny RNA a DNA, jsou obvykle pomérné¢ sta-
bilni i ve vodném prostredi. Nutna je katalyza defosforylace (odstépeni fosfatu),
teprve tak se uvolni energie a molekula mtze podstoupit dalsi fazi reakéniho
sledu. V biochemickém svété je aktivace molekul pomoci vazby fosfatt velice
bézna a tyka se nejen nukleovych kyselin, ale i sacharidt ¢i lipidd.

Jak je vidét na obrazku 4.1, jsou na molekule ribézy pritomny celkem tii
skupiny —OH, na které se mohou vazat fosfaty. U molekuly RNA je vazba fos-
fatu na druhy ¢i treti uhlik ribézy problematicka v tom, Ze zachyceny fosfat se
soucasné vaze na oba sousedni hydroxyly, druhy i tfeti ribézového kruhu. Tim
dojde k uzavieni piivodnich hydroxyld s fosfatem do jednoho kruhu (obr. 4.1B).
Takova molekula ovSem nevstupuje ochotné do dalsich polymeracnich reakei,
které jsou nutnosti pfi vzniku polynukleotid s replikacni a katalytickou aktivi-
tou. Pouze forma, ktera nese fosfat na patém uhliku, je vhodnym prekurzorem

A B
5 5
CHzOOH OH CHzooH OH fosfat { Y
4 1 4 1 2 ( 7N
HO-P— o
3 2 3 2 0' 5
OH OH o}
SP;  fosfat OHOH
0~ OH

Obrézek 4.1 Ribdza a fosfat

A) Ribéza - ocislovany jsou atomy uhliku, které tvor{ kostru sacharidu. B) Ribéza, u které
doslo k fosforylaci na druhém a tfetim atomu uhliku. Vysledkem je vznik uzaviené struktury,
ktera neni vhodna pro fungovani v biopolymeru. C) Nukleosid-5-monofosfat. Cervené je
zvyraznény paty atom uhliku ribdzy, jehoz fosforylace je pro vznik funkénich RNA nezbytna.
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pro vznik biologicky smysluplné makromolekuly schopné polymerace a repli-
kace. Tim se nukleosid-5-trifosfaty (NTP) staly zdkladnimi stavebnimi prvky
RNA a DNA.

Polymerace

Pro polymeracni reakce jsou tedy potieba molekuly nukleosidtrifosfatt (NTP),
nukleotidt se tfemi fosfaty. Vazba jednoho nebo dvou fosfati pro plnou akti-
vaci prekurzoru nestaci. Stabilita molekuly NTP ve vodném prosttedi je vyho-
vujici — molekula drzi pohromadé¢, dokud neni rozs§tépena enzymem. OvSem
ve svete, kde enzymy dosud chybéji, pracuje stabilita substratt proti moznému
vzniku produktti, protoze odolné molekuly se nerady méni. Nukleosidtrifos-
faty setrvavaji volné a samostatné, aniz by se propojovaly v makromolekuly.
Fosfaty se neodd¢luji.

Jenze zivé systémy funguji jako soustavy polymernich makromolekul. Zda
se tedy, ze v evoluci bude podchycen jakykoliv pfijatelny zpisob, ktery posili
reakce polymeracni a zpomali opacné, depolymeracni. Oboje se déje vhodnou
organizaci v prostoru, ktera posouva hladiny reaktantt i produktd, tcasti ka-
talyzatorti nejprve zcela anorganické, pozdéji i organické povahy, stabilizaci
vybranych stavii pomoci dalsich molekul atd.

Ribonukleotidy, tedy nukleotidy obsahujici rib6zu, maji celkem tfi reaktivni
skupiny. Témi jsou vazany fosfat a hydroxyly na druhé a treti pozici rib6zové
struktury. Jelikoz jednotlivé nukleosidfosfaty mohou reagovat mezi sebou
riznymi zpusoby, je i soubor produktt riznorody, jak zachycuje obr. 4.2.
Pravdépodobnost ziskani delsiho smysluplného fetézce s pravidelnym razenim
podjednotek je tak pomérné nizka. Klicova je vazba mezi hydroxylem na tfetim
uhliku jednoho nukleotidu a hydroxylem na patém uhliku jiného nukleotidu
zprostfedkovana molekulou fosfatu (na obr. 4.2 vlevo nahote). Ke spravnému
usporadani 1ze dospét zapojenim vhodného katalyzatoru. Prostorovou orientaci
reagujicich molekul na povrchu katalyzatoru je dan i charakter vznikajiciho
produktu.

Kopirovani
Zdvojeni RNA neprobiha jednoduchym vytvorenim zcela totozné molekuly
v jednom kroku. Principem je tvorba komplementarniho (doplnkového) fetézce,
kdy se vyrobi nejprve jakysi otisk a z néj se v druhém kroku replika¢ni udalosti
vytvori kopie plivodniho retézce. K priblizeni nam muze poslouzit tvorba od-
litku stopy zvifete, chrupu ¢i zkamenéliny. Nejprve je vyroben doplikovy Gtvar,
jenz nasledné slouzi k formovani vérnych kopii originalu.

Syntéza kopie RNA probiha podle pevnych pravidel. Komplementarni re-
tézec vznika jen podle nasledujiciho schématu: adenin se prepise do uracilu
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Obrézek 4.2 Vazby mezi nukleotidy

Molekuly nukleosidfosfatli se mezi sebou mohou propojovat rliznymi zpUsoby, pouze
nékteré vedou ke vzniku stabilni makromolekuly schopné nést informaci. V Zivém svété se
uplatnilo propojeni fosfatem mezi tfetim a patym hydroxylem dvou po sobé nasledujicich
nukleotidl (vlevo nahore). Prevzato z Robertson, M. P. et Joyce, G. F. (2012): The Origins
of the RNA World. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 4(5). pii: a003608.

a uracil do adeninu, zatimco guanin do cytosinu a cytosin do guaninu (hovoiime
pouze o bazich, ve skutecnosti se jedna o reakce mezi nukleotidy z prislusnych
bazi odvozenych, obr. 4.3). Posloupnost AGGCUAAU se prepisuje (transkri-
buje) do UCCGAUUA, a teprve pti druhém kroku dochazi k opétovnému
vybudovani kopie pivodniho fetézce AGGCUAAU dle nové matrice (vzoru)
UCCGAUUA. Miize se tento dvoustupnovy proces vynofit v abiotickém svété
bez enzymové katalyzy?

Pokud uvazujeme reakéni soustavu zahrnujici pouze templat (vzor, ptivodni
molekulu RNA) a smés stavebnich jednotek (aktivovanych nukleotidti — nukleo-
sidfosfatii), je rychlost a specifita kopirovani vzoru nedostatecna. Proces je po-
maly a nepfesny. Avsak neni tomu tak vzdy, kupiikladu posloupnost tvorena
pouze guaninovymi nukleotidy je do fetézce doplnkovych bazi cytosinti kopi-
rovana vcelku piesné, totéz pak plati, pokud jsou cytosiny a guaniny v jednom
fetézci kombinovany. Problémem vsak je, ze nové vzniklé fetézce sparovanych
cytosinll a guanint jsou silné nachylné k tvorb¢ stabilnich a do sebe uzavie-
nych struktur, které dalsi kola replikaci nedovoluji. Nova vlakna jsou do sebe
zaklesnuta natolik pevné, ze se jen neochotné rozchazeji. Takto by se evoluce
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pyrimidin  purin

Obrazek 4.3 Parovani bazi

A) Mezi jednotlivymi nukleovymi bazemi vznikaji nekovalentni interakce. K rozpoznani
slouzi vodikové mastky, které umoznuji vytvoreni vazby pouze mezi vybranymi bazemi:
adeninem (A) a thyminem (T) ¢i uracilem (U), nebo cytosinem (C) a guaninem (G).

Ke stabilizaci struktury nukleovych kyselin vyznamné napomahaji interakce mezi elektrony
heterocyklickych ¢asti, jez se prikladaji nad sebe (tzv. patrova interakce). R - zbytek
nukleotidu (cukr deoxyribdza nebo ribéza a fosfat). B) V dlsledku parovani bazi vznika
nadmolekularni Utvar typu dvousroubovice. Jedné se o typické usporadani molekul
deoxyribonukleové kyseliny, DNA. Prevzato z Wikimedia Commons, autor Zephyris.

celé struktury zastavila. Pfimés ostatnich, volnéji provazanych nukleotidi za-
blokovani reakéniho sledu efektivné brani.

Nelze vyloucit ani mechanismus spojovani kratkych retézct oligonukleotidd,
které uc¢innost replikacnich procesti navysuji. Podle neékterych studii je dokonce
mozné, ze spie nez tvorba nového doplnkového vlakna z izolovanych mono-
mert je spojovanti jiz pfedpripravenych kratsich fetézct prave tou cestou, ktera
vede ke zvySeni mnozstvi delsich vlaknitych produktt v populaci RNA. Kratsi
feté¢zce mohou vznikat za katalyzy kovovymi mineraly, jily ¢i RNA.
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