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David Šafránek
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Robustnost chemotaxe – opakováńı
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fine−tuned model

demetylace jen pro aktivni receptory

nerozliseny stavy aktivity represoru

demetylace uvazovana bez omezeni

represor v aktivnim i pasivnim stavu
aktivita = ligandy a konc. represoru aktivita = konc. aktivniho represoru
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Robustnost diferenciace buněk – morfogeneze

• v eukaryotických organismech buňky p̌ri vývoji rozčleněny do
tkáńı

• prostorové formováńı tkáńı ř́ızeno signálńı dráhou citlivou na
specifické proteiny – morfogeny

• nejprve všechny buňky stejné (źıskány děleńım vaj́ıčka)

• postupně diferenciovány a tvarovány prostorovými gradienty
morfogenů
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Diferenciace buněk – morfogeneze
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Robustnost diferenciace buněk – morfogeneze

• morfogeneze je ř́ızena specifickými signálńımi dráhami
• receptory citlivé na morfogeny
• ćılovým bodem jsou promotory genů figuruj́ıćıch v

developmentálńıch transkripčńıch śıt́ıch

• nastaveńı hranic regionů je robustńı v̊uči fluktuaćım a
změnám v genetické regulaci

• způsobeno markantńım zvyšováńım rychlosti degradace
morfogenu s jeho rostoućı koncentraćı

morfogen degradace

receptor
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Morfogeneze octomilky obecné

• Drosophila melanogaster (také “vinná muška”)

• vyv́ıj́ı se z vaj́ıčka (cca 7 dńı)

• experimentálně byla zjǐstěna robustńı morfogeneze

A. Eldar et.al. Robustness of the BMP morphogen gradient in Drosophila embryonic

patterning. Nature. 419, 304-308 (2002).
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Stupně volnosti (nepřesnosti) v organismu

• některé interakce uvniťr organismu záviśı na selekci správných
komponent p̌ri působeńı rušivých faktor̊u

- problém rozlǐsitelnosti
• vazba proteinu na paťričnou část DNA
• elongace aminokyselin – volba správného antikodonu (tRNA)

pro p̌ŕıslušný kodon v mRNA
• daľśı vazby terciálńıch struktur (nap̌r. interakce proteinů,

interakce ligandů s receptorem, ...)
• ...

• výběr špatné komponenty (chyba) může ḿıt fatálńı následky

• jak minimalizovat možnost chyby?
• mechanismus kinetické korektury – kinetic proofreading

J.J. Hopfield, “Kinetic proofreading: a new mechanism for reducing errors in

biosynthetic processes requiring high specificity.” Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.

71:4135-4139, (1974).
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interakce ligandů s receptorem, ...)
• ...
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pro p̌ŕıslušný kodon v mRNA
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Mapováńı antikodon̊u dle genetického kódu
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Mapováńı antikodon̊u

• vlivem působeńı rušivých faktor̊u (nap̌r. fluktuace teploty)
může doj́ıt k navázáńı nesprávného antikodonu

– porušeńı genetického kódu

• chyby v translaci nastávaj́ı řádově s frekvenćı 10−4

• proteiny maj́ı řádově 100 aminokyselin
• tedy pravděpodobnost vytvǒreńı proteinu s jednou chybnou

aminokyselinou je 100 · 10−4 = 0.01 = 1%
• věťśı frekvence chyb by vedla k dysfunkčńımu proteinu!
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• věťśı frekvence chyb by vedla k dysfunkčńımu proteinu!
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Modelováńı procesu translace

• nejprve vytvǒŕıme jednoduchý model
• p̌redpoklad rovnovážného stavu vazby tRNA–kodon
• chybovost určena p̌ŕımo pravděpodobnost́ı výběru nesprávného

antikodonu

• provedeme rozš́ı̌reńı modelu v němž bude možnost chyby
redukována mechanismem proofreadingu
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Model translace

c

+ C
kc


k ′c

cC
v−→ A

c ... správný antikodon (tRNA)

C ... kodon (mRNA)
cC ... vazba kodon–antikodon
A ... správná aminokyselina



Robustnost biologických systémů Omezováńı chybovosti – kinetic proofreading
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Model translace

c + C
kc


k ′c

cC
v−→ A

kc ... rychlost formace vazby kodon–antikodon
k ′c ... rychlost rozpadu vazby kodon–antikodon

v ... rychlost vytvǒreńı vazby A s p̌redchoźı aminokyselinou
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Model translace

c + C
kc


k ′c

cC
v−→ A

• formováńı proteinu (vazeb mezi aminokyselinami) je řádově
pomaleǰśı než interakce na kodonu

v << kc v << k ′c

⇒ v nemá z krátkodobého hlediska vliv na rovnovážný stav
reakćı kc a k ′c
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reakćı kc a k ′c
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Model translace

c + C
kc


k ′c

cC

[cC ]

dt
= kc [c][C ]− k ′c [cC ]

[cC ]

dt
= 0 ⇒ kc [c][C ] = k ′c [cC ]

⇒ [cC ] =
kc

k ′c
[c][C ]

• zavedeme Kc = k ′
c

kc
a dostáváme:

[cC ] =
[c][C ]

Kc
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Model translace

c + C
kc


k ′c

cC
v−→ A

• pomoćı kvazi-stabilńı aproximace lze nyńı vyjáďrit rychlost rA
vazebného p̌rǐrazeńı aminokyseliny A k formovanému proteinu:

rA = v [cC ]

=
v [c][C ]

Kc
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Model translace – správný vs. nesprávný antikodon

?

Kd

Kc
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Model translace – nesprávný antikodon

d + C
kd


k ′d

dC
v−→ B

C ... kodon (mRNA)
d ... nesprávný antikodon (tRNA)

dC ... vazba kodon–antikodon
B ... nesprávná aminokyselina
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Model translace – nesprávný antikodon

d + C
kd


k ′d

dC
v−→ B

• koncentrace r̊uzných tRNA je za normálńıch okolnost́ı
p̌ribližně shodná ([d ] ≈ [c])

• rychlost začleněńı r̊uzných aminokyselin do proteinu je také
p̌ribližně shodná (stále uvažujeme v)
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Model translace – nesprávný antikodon

d + C
kd


k ′d

dC
v−→ B

• stejnou procedurou jako pro c dostáváme rychlost rB p̌rǐrazeńı
aminokyseliny B k proteinu:

rB = v [dC ]

=
v [d ][C ]

Kd

kde Kd =
k ′
d

kd
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Model translace – nesprávný antikodon

d + C
kd


k ′d

dC
v−→ B

• stejnou procedurou jako pro c dostáváme rychlost rB p̌rǐrazeńı
aminokyseliny B k proteinu:

rB = v [dC ] =
v [d ][C ]

Kd

kde Kd =
k ′
d
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Model translace – analýza chybovosti

• srovnáme-li v rovnovážném stavu obě situace, dostáváme ḿıru
chybovosti Est :

Est =
rB
rA

=

v [d ][C ]
Kd

v [c][C ]
Kc

≈ Kc

Kd

• jelikož maximálńı možná rychlost syntézy je limitována dif̊uźı,
jsou rychlosti obou syntéz srovnatelné, kc ≈ kd , a tedy:

Est =
Kc

Kd
=

k ′
c

kc

k ′
d

kd

≈ k ′c
k ′d

• rozhoduj́ıćı úlohu hraje tedy rychlost rozpadu dočasné vazby
kodon–antikodon

• chybný antikodon vázán nestabilně:

k ′d >> k ′c
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• chybný antikodon vázán nestabilně:
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k ′d >> k ′c
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kodon–antikodon

• chybný antikodon vázán nestabilně:
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Model translace – analýza chybovosti
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k ′d >> k ′c
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Robustnost biologických systémů Omezováńı chybovosti – kinetic proofreading

Model translace – analýza chybovosti

• experimentálně byla zjǐstěna ḿıra chybovosti translace u
živých organismů E = 10−4

• rychlost rozpadu vazby kodon-antikodon byla zjǐstěna 100 krát
rychleǰśı pro chybný antikodon

• dle uvedeného modelu bychom dostali Est = 10−2

• uvedený model je v rozporu se skutečnost́ı

• jaký faktor tedy snižuje chybovost translace?
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• rychlost rozpadu vazby kodon-antikodon byla zjǐstěna 100 krát
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Robustnost biologických systémů Omezováńı chybovosti – kinetic proofreading

Model translace II

c

+ C
kc


k ′c

cC
m−→ c∗C

v−→ A

c∗C
l ′c−→ c + C

c

, c∗

... antikodon

, ∗ znač́ı chemickou modifikaci
C ... kodon (mRNA)

cC , c∗C ... vazba kodon–antikodon
A ... aminokyselina
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Model translace II
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v−→ A

c∗C
l ′c−→ c + C

kc ... rychlost formace vazby kodon–antikodon
k ′c ... rychlost rozpadu vazby kodon–antikodon

v ... rychlost p̌rǐrazeńı A do formovaného proteinu

m ... rychlost chemické modifikace navázané tRNA
l ′c ... rychlost “vyklouznut́ı” tRNA z kodonu
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l ′c ... rychlost “vyklouznut́ı” tRNA z kodonu
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Model translace II

c + C
kc


k ′c

cC
m−→ c∗C

v−→ A

c∗C
l ′c−→ c + C

• formováńı proteinu (vazeb mezi aminokyselinami) je v řádově
pomaleǰśı časové škále než interakce na kodonu

v << kc , k
′
c , l

′
c ,m

• v nemá z krátkodobého hlediska vliv na rovnovážný stav
ostatńıch reakćı (kc , k ′c , m a l ′c)
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c + C
kc


k ′c

cC
m−→ c∗C

l ′c−→ c + C

[c∗C ]

dt
= m[cC ]− l ′c [c

∗C ]

[c∗C ]

dt
= 0 ⇒ m[cC ] = l ′c [c

∗C ]

⇒ [c∗C ] =
m

l ′c
[cC ] =

m

l ′c

[c][C ]

Kc
, Kc =

k ′c + m

kc

• pro rychlost začleněńı A do proteinu tedy dostáváme:

rA = v [c∗C ] = v
m

l ′c

[c][C ]

Kc
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Model translace II

c + C
kc


k ′c

cC
m−→ c∗C

l ′c−→ c + C

[c∗C ]

dt
= m[cC ]− l ′c [c

∗C ]

[c∗C ]

dt
= 0 ⇒ m[cC ] = l ′c [c

∗C ]

⇒ [c∗C ] =
m

l ′c
[cC ] =

m

l ′c

[c][C ]

Kc
, Kc =

k ′c + m

kc

• pro rychlost začleněńı A do proteinu tedy dostáváme:

rA = v [c∗C ] = v
m

l ′c

[c][C ]

Kc
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Model translace II (špatný vs. správný antikodon)

c + C
kc


k ′c

cC
m−→ c∗C

v−→ A

c∗C
l ′c−→ c + C

d + C
kd


k ′d

dC
m−→ d∗C

v−→ B

d∗C
l ′d−→ d + C

• v v obou p̌ŕıpadech p̌ribližně shodné
• kc ≈ kd

• m p̌ribližně shodné pro všechny tRNA, m << k ′c , k
′
d

• modifikace tRNA nemá vliv na rozpad vazby s kodonem

Kd

Kc
=

k ′
d+m
kd

k ′
c+m
kc

≈
k ′d + m

k ′c + m
≈

k ′d
k ′c

=
l ′d
l ′c
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Robustnost biologických systémů Omezováńı chybovosti – kinetic proofreading
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Model translace II (nesprávný vs. správný antikodon)

rA = v [c∗C ] = v
m

l ′c

[c][C ]

Kc

rB = v [d∗C ] = v
m

l ′d

[d ][C ]

Kd

• pro ḿıru chybovosti ve stabilńım stavu nyńı dostáváme:

Est =
rB
rA

=
l ′c
l ′d

Kc

Kd

• jelikož Kd
Kc

≈ l ′d
l ′c

lze psát:

Est ≈ (
Kc

Kd
)2

• nyńı dle experimentálně zjǐstěných dat Est ≈ (10−2)2 = 10−4
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Analýza chybovosti translace – shrnut́ı

• translace je p̌ŕıklad mechanismu p̌ri němž docháźı k problému
rozlǐsitelnosti

• vlivem rušivých element̊u může doj́ıt k chybě

• chyba p̌ri rozlǐseńı dvou komponent může vést k dysfunkci

• organismus omezuje možnost chyby pomoćı mechanismu
proofreadingu

• proofreading spoč́ıvá v chemické modifikaci interaguj́ıćıch
látek
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Škálovatelnost mechanismu proofreadingu

• účinek proofreadingu lze umocnit zvýšeńım počtu postupných
chemických modifikaćı interaguj́ıćıch látek

c + C
kc


k ′c

cC
m1−→ c1C

m2−→ c2C · · · mn−→ cnC
v−→ A

∀i ∈ {1, ..., n}. c iC
l ′mi−→ c + C

d + C
kd


k ′d

dC
m1−→ d1C

m2−→ d2C · · · mn−→ dnC
v−→ B

∀i ∈ {1, ..., n}. d iC
l ′mi−→ d + C

Est ≈ (
Kc

Kd
)n+1
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