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Abstract

Riboswitches are segments of pre-mRNAs and mRNAs, present in their UTRs or introns, which are able
to bindsmall molecules (usually a metabolite, ion or nucleotide) and in response ,,switch” between two
conformations, which can affect the downstream gene expression process. In most cases, at least in
bacteria, the mRNA which the riboswitch regulates encodes a component of the metabolism of the
riboswitch-binding ligand. Contrary to other mechanisms of gene expression regulation, riboswitches
do not require the participation of a protein. They may represent a way for the hypothetical early
forms of life to regulate their genes. Riboswitches are abundant in bacteria and there is only a handful
in eukaryotes. The scope of the study of riboswitches is ever more increasing and today it could very

well be an independent branch of molecular biology.
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Abstrakt

RNA-prepinace jsou segmenty na 5 UTR nebo v intronech mRNA nebo pre-mRNA, které jsou schopné
samy o sobé vazat malou molekulu (vétSinou metabolit, nukleotid nebo ion) a jako odpovéd
,prepinat” mezi dvémi konformacemi, které mohou ovlivnit genovou expresi. Ve vétsiné pripadl u
bakterii mRNA kterou RNA-pfepinac reguluje kéduje slozku metabolismu ligandu vazajiciho se na
RNA-prepinac. Na rozdil od jinych mechanismi regulace genové exprese RNA-prepinace nevyzaduji
pro regulaci pfitomnost proteinld. RNA-prepinace mohou také predstavovat zplsob, jakym
hypotetické primitivni formy Zivota regulovaly svou genovou expresi. RNA-prepinace jsou hojné u
bakterii a jen malo se jich vyskytuje u eukaryot. Jejich studium se neustale zintenziviuje a rozsifuje a

dnes by mohly RNA-pfepinace lehce predstavovat samostatné odvétvi molekularni biologie.

Klicova slova: RNA-prepinac, aptamer, expresni platforma, genova exprese, regulace, mRNA, TPP
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1 Uvod

Rad bych nejprve uvedl tuto praci o RNA-prepinacich kratkym dvodem do jejich historie. Po nékolika
neuspésnych pokusech na bakteriich (Ravhum a Andersson, 2001) bylo v roce 2002 dokazano, Ze
nékteré vitaminové derivaty, konkrétné thiaminpyrofosfat (TPP) (Mironov a kol., 2002),
flavinmononukleotid (FMN) (Nahvi a kol., 2002) a adenosylkobalamin (AdoCbl) (Winkler a kol., 2002)
se navazuji na své vlastni mRNA a to potom vede ke zméné konformace jiné ¢asti mRNA, kterd nasledné
néjakym zplsobem ovliviiuje expresi genu. VSechny tyto pokusy byly provadény na bakteridlnich
kulturach. Protoze tyto specifické mRNA vykazovaly dva stavy, které byly zavislé jen na pfitomnosti
nebo nepfitomnosti ligandu a které se daly mezi témito stavy ligandem ,prepinat”, vedlo to
k predstaveé jakéhosi ribonukleového prepinace. Odtud potom pochazi sam nazev téchto segmentt na
molekulach pre-mRNA a mRNA — riboswitch, neboli RNA-prepinac (termin RNA-pfepinac budu v této
praci pouzivat ve vyznamu , riboswitch”). Od doby jejich objevu, tedy po dobu sedmnicti let, se nasly
dalsi skupiny RNA-prepinacu, které ovliviiuji nejen expresi enzym( pro tvorbu vitaminovych derivatd,
aminokyselin, nukleotidll a organickych kyselin, ale které i napfiklad skrze regulaci exprese iontovych
kanall a pump kontroluji koncentraci iontl v burice. RNA-prepinace se také objevily, kromé dalsich
skupin bakterii, u nékterych archei a eukaryot — hub, rostlin a fas (Nudler, 2013). Od doby objevu vyse
zminénych RNA-pfepinadl se jejich pocet znékolikanasobil a dnes je jich u bakterii znamo vice nez
Ctyricet (McCown a kol., 2017). RNA-prepinace se dnes ukazuji jako zplsob regulace genové exprese,
pro kterou neni tfeba zadny regulaéni protein ani jind dalsi navazujici struktura, ale regulacni funkeci
zastane terciarni struktura v samotné mRNA. Cilem této price bude podat souhrnny pfehled toho, co
RNA-pfepinace jsou, jakou maji strukturu, kde se vyskytuji a na jakém mechanismu funguji, a to se
zamérenim na prepinace eukaryotické. Nevyhneme se nicméné prikladlm z bakterii, nebot znac¢nd ¢ast

vyzkumu byla a je provddéna pravé na této doméné naseho rozmanitého pozemského Zivota.

1.1 Zakladni schéma a struktura RNA prepinacd

Jako RNA-pFepinac se oznacuje ¢ast pre-mRNA nebo mRNA, ktera je sama o sobé, bez zprostredkovani
proteinem, schopna vazat malou molekulu. Tato molekula miZe byt metabolit, nukleotid nebo ion.
Navazani probiha vétSinou mechanismem indukovaného ptizplsobeni (induced fit) (Ottink a kol.,
2007; Suddala a kol, 2015). V dasledku vazby se méni konformace molekuly RNA, coz ma za nasledek
regulaci exprese genu. RNA prepinace se vyskytuji prednostné v 5 UTR mRNA a pre-mRNA, nicméné u
zelenych rostlin byly objeveny i uprostfed mRNA nebo na jejich 3 konci (Bocobza a Aharoni, 2008).
Molekuly mRNA, které vazi malé molekuly u bakterii patfi mezi ty, které v sobé obsahuji informaci pro

syntézu néjakého klicového faktoru pro produkci nebo odbourani té samé latky, kterd se na prepinac



vaze. Naptiklad vitamin Bi; se vaZze na mRNA kédujici klicové enzymy pro metabolismus kobalaminu
(Vitreschak a kol., 2003), fluoridovy anion pomoci RNA-prepinace aktivuje u bakterii a nékterych archei

(Gupta a Swati, 2019) drahu pro transport fluoridovych iontd ven z buriky (Baker a kol., 2012) atd.

Vramci uzivané definice je RNA-prepina¢ tvofen dvéma doménami: aptamerem a expresni
platformou. Aptamer je ta ¢ast mRNA/pre-mRNA, ktera vaze ligand a je vétSinou oproti expresni
platformé blize 5° konci molekuly. VétSinou je mezi témito dvéma doménami prekryv; viz zakladni

schéma (obr. 1).

Expresni platforma
Aptamer P P

5' 3

Obrazek 1: Zakladni schéma umisténi a prekryvu domén RNA-piepinace na molekule mRNA. Cerna
linka znac¢i molekulu mRNA.

Expresni platformy jsou ¢asti molekuly, které reaguji na konformacni zménu aptamerd. Jejich reakce
je klicova, nebot pravé expresni platformy jsou prostfednikem mezi vazbou ligandu a regulaci exprese.
Dnes jesté nejsou plné znamy vSechny mechanismy, jak platformy expresi reguluji, nicméné rozsirené
je schéma tvoreni terminatorové/antiterminatorové vlasenky smérem ke 3 konci od aptameru, kterd
bud’' dovoluje, nebo naopak terminuje transkripci v pfitomnosti ligandu - viz obr. 2 (Hennelly a kol.,

2013). RNA-prepina¢ muZe také zabranovat nasednuti ribosomu, tedy mUlze expresi regulovat na



urovni translace, kdy se nasednuti ribosomu zabrdni jen v pfitomnosti ligandu (Ogawa, 2011). Dalsi,

zpUsob regulace exprese u eukaryot je skrze ovlivnéni sestfihu (napf. Kubodera a kol., 2003).
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Obrazek 2: Sekundarni struktura RNA-pfFepinace v nepfitomnosti a pfitomnosti ligandu. Pfitomnost
ligandu zpUsobuje utvoreni vlasenky terminujici transkripci, ¢imz inhibuje expresi prislusného genu.
Samoziejmé muZe byt situace obracend, tedy Ze pritomnost ligandu naopak strukturu terminacni
vldsenky rozrusi a vytvofi se vidsenka antiterminacni. Tim mlzZe RNA prepinac zprostiedkovat jak
negativni, tak i pozitivni zpétnou vazbu. Modra linka znaci sekvenci potencidlni termindtorové
vldsenky.



1.2 Druhy RNA-prepinacl

Prvni objevené RNA-piepinace jsou jiz zminéné RNA-pfepinace pro FMN, TPP a AdoCbl. Od té doby

bylo objeveno mnoho dalsich druhd. Jejich diverzitu mapuje schéma na Obr. 3.
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Obrazek 3: Rodiny RNA-pfepinadd. Podstatnou ¢ast ligandd tvofi metabolity, ionty a nukleotidy
(McCown a kol., 2017)

- Koenzymy (AdoCbl, kobalamin, TPP, FMN, S-adenosylmethionin, tetrahydrofolat, S-
adenosylhomocystein)

- Nukleotidy a jejich derivaty (adenin, guanin, prequenosin-1, 2‘-deoxyguanosin, 5-amino-
4-imidazol carboxamidribosid 5'-trifostat (ZTP))

- Signalni molekuly (cyklicky di-AMP, cyklicky di-GMP, cyklicky AMP-GMP,

- lonty (Mg, Mn%, F, Ni**/Co?)

- Aminokyseliny (lysin, glycin, glutamin)

- jiné, blize nezafazené metabolity (glukosamin-6-fosfat, azaaromatika, guanidin).

2 RNA aptamery

Vidéli jsme, Ze RNA-pfepinac je molekula RNA, kterd je schopna vazat malou molekulu a zménit
konformaci. Ta jeho cast, ktera ligand vaZe, se nazyva aptamer - ze sloZeni latinského aptus (vejit se) a
feckého uépoc (oblast). Zde si ukdzeme strukturu téchto domén a také zplsob, jak ligand vazi a jak
méni konformaci. Pfikladem nam bude prepinac pro thiaminpyrofosfat (TPP), nebot je nejenze jednim
z nejlépe prostudovanych, ale také se vyskytuje ve vSech tfech doménach Zivota (Li a Breaker, 2013),

¢imz se priblizime ,,eukaryotickému“ zaméreni této prace.



2.1 Struktura aptamer( a mechanismus vazby ligandu: RNA-prepinac pro TPP

Ligand se u vétsiny aptamer( vaze primo na baze RNA. Kromé téchto interakci je molekula ligandu
v aptameru orientovéna prostiednictvim molekul vody nebo rdznymi ionty (vétdinou Mg*). Tak je to i
v pfipadé RNA-prepinace pro TPP, ktery se v odborné literature oznacuje také jako , THI-box“. V popisu

aptameru budu vychazet z jeho terciarni struktury, zjisténé krystalograficky (Edwards a Ferré-D’Amaré,
P5 P4 P1
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Obrazek 4: Schéma struktury aptameru pro TPP a jeho konformacni zména pfi navazani TPP.
Barevné jsou odliseny rlizné domény aptameru s odpovidajicim oznacenim na hornim a dolnim
okraji obrazku. Cervenymi kolecky a &isly jsou oznadena mista na aptameru pro ukazku zmény
postaveni jednotlivych bazi v rdmci molekuly aptameru po navazani ligandu. TPP je ervené:
trojuhelniky znaci fosfatové skupiny, pétidhelnik znaci thiazol a Sestiuhelnik predstavuje
pyrimidin. Fialova kole¢ka znaci Mg?* ionty. Cervené Sipky predstavuji zménu konformace, tedy
priblizeni danych domén ve sméru Sipek (Lang a kol., 2007).



2006; Haller a kol., 2013; Serganov a kol., 2006). Schéma jeho sekundarni struktury ukazuje, Ze jej tvofi

v podstaté dvé vlasenky RNA, které mezi sebou tvofi vazebné misto pro molekulu TPP (viz obr 4 (Lang
a kol., 2007)).
Detailnéjsi schéma ukazuje obr. 5 (Serganov a kol., 2006).
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Obrazek 4: Podrobné schéma terciarni struktury aptameru pro TPP s navazanym TPP. Uprostied opét
v ¢erveném provedeni molekula TPP. Fialové zakrouzkované "M" reprezentuji ionty Mg2+, teckované
linie reprezentuji vodikové muistky mezi bazemi pfi zaujeti terciarni struktury. Tlusta prerusovana linka
mezi U79 a U54 reprezentuje patrovou interakci, cervené podbarvené baze jsou konzervované v 97 %

sekvenci. Jednotliva rizné barevna pismena reprezentuji domény a motivy v molekule RNA-prepinace
P — paired, oznacuje parujici sekvenci, L — loop oznacuje smycku na konci vlasenky, J —joined, oznacuje
ty Casti aptameru, kde se baze pfimo podileji na interakci s ligandem (Serganov a kol., 2006)



Obrazek 5: 3D model terciarni struktury aptameru pro TPP na zakladé Xray/NMR. Uprostied je
cervenou barvou znazornéna molekula TPP. Jednotlivd rlizné barevnd pismena a ¢asti modelu
reprezentuji domény a motivy v molekule RNA-pfepinace. P — paired, oznacuje parujici sekvenci, L —
loop oznacuje smycku na konci vlasenky, J — joined, oznacuje ty ¢asti aptameru, kde se baze pfimo
podileji na interakci s ligandem (Serganov a kol., 2006).

Domény J3-2 a P3 a P4 jsou vyznamné, nebot se oproti ostatnim podileji velkym dilem na vazbé TPP.
Doména J3-2 je pro vazbu nejvyznamnéjsi, nebot, jak je ¢asteéné vidét na obrazku €. 6, se do ni
interkaluje 4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidin (HMP) z molekuly TPP. HMP se interkaluje
mezi guanin na pozici 42 a adenin na pozici 43 molekuly RNA. Zaroven tvori vodikové mUstky s G40 a
G19. Heterocyklus HMP je tak obemknut bazemi, které interaguji i samy se sebou, a tak celou strukturu
domény J3-2 dale stabilizuji. Mezi tyto interakce patfi predné sama kovalentni vazba mezi U39-G40-
A41-G42-A43. U39 a A43 potom tvofi Watson-Crick interakci. Ddle jsou ve hfe i patrové interakce
(interakce a vzajemna stabilizace oblak( molekularnich Tr-1T orbitalt nad a pod aromatickymi cykly), kdy
v jednom sloupci jsou postupné A4l, G42, HMP, A43 a U21. Fosfatové skupiny TPP a jejich zaporné
naboje jsou stabilizovany dvéma horecnatymi ionty, které interaguji s U59, G60, G61, C74, A75, C77,
G78 a A80, cozZ jsou baze v doménach P4-5, tedy ve vedlejsi vlasence. Vidime, Ze molekula TPP se

rozprostird napfic¢ dvéma vlasenkami, jak uz jsme vidéli v zakladnim schématu. Podrobnéjsi schéma je



na Obr. 7. Vidime v ném jak interakci heterocyklu HMP, tak i interakce zprostiedkované ionty Mg,

stejné jako pozici molekul vody v centru aptameru:

Obrazek 6: Navazani molekuly TPP v aptameru. Cervené je TPP, 7luté, zeleng, tmavé, bledémodie a
Sedivé jsou konkrétni domény RNA-pfepinace s jeho bazemi a fialové jsou ionty Mg2+. Pferusované
¢ary znaci vodikové interakce, modré kulicky jsou molekuly vody. Pismena a cisla oznacuji konkrétni
baze na tom daném misté molekuly RNA, kromé Mg2, coz je oznaceni iontu hof¢iku (Serganov a kol.,
2006).



Konformaci aptameru s pfitomnym TPP dale stabilizuje interakce loop-loop (smycka-smycka) mezi
doménami L5 a P3 (obr. 8). Tato interakce je zprostfedkovana jak vodikovymi mulstky (mezi A69 a C38;
A70 a C38; G72 a U20), tak pritomnosti tii iontl K*, které tvori solné mistky mezi bazemi A70 a C37 +
U39; U71 a G21; G72 a G21. Ty jsou v obr. 5 zndzornény jako spojeny ¢ervenymi kulickami K* iontd
v doméndch L5 a P3. Viz obr. 8:

Obrazek 7: Interakce loop-loop aptameru pro TPP. Jednotliva tucna rlizné barevna pismena
reprezentuji domény a motivy v molekule RNA-pfepinace. P — paired, oznacuje parujici sekvenci, L —
loop oznacuje smycku na konci vlasenky. Mensi barevna pismena a Cislice oznacuji bazi na dané
pozici v molekule RNA. Cervené kuli¢ky jsou zde ionty K+ (Serganov a kol., 2006).

3 Aptamery ovliviuji expresni platformy

Uz vysSe jsme si nacrtli mozny zpUsob toho, jak vlastné vazba ligandu zprostfedkuje regulacni odpovéd’
RNA-pFepinacem. Jednalo se o pfechod mezi dvéma konformacemi expresni platformy, kterd zaujimala
formy terminatorové a antiterminatorové smycky. Otazka po presném mechanismu funkce expresnich

platforem rlznych RNA-pfepinacu je dnes intenzivné studovana.

3.1 Helix P1

Prace Abou-ela a spolupracovnikd (Aboul-ela a kol., 2015) poukazala na strukturni podobnosti mezi
znamymi RNA-prepinaci (prepinaci pro FMN, TPP, SAM, puriny aj.). Jedna se zejména o helix, ktery se
vytvari mezi 3‘ a 5 koncem aptameru (helix P1, viz obr. 5). Helix P1 je tvofen jen nékolika pary bazi,
nicméné se zd3, Ze je v danych prepinacich kli¢ovy pro zprostfedkovani komunikace mezi aptamerem

a expresni platformou. Kromé prepinacl pro TPP a FMN se helix P1 v mnoha pfipadech pfimo néjak

9



Ucastni navazani ligandu a zmény konformace celé molekuly RNA. Tak je tomu naptiklad u RNA-
prepinacl pro puriny, SAM | a Ill, SAH, nebo lysin. U zminénych pfepinacli navazani ligandu vidy
indukuje vytvoreni helixu P1, ktery je vyznamny pro stabilitu komplexu aptamer-ligand. Je duleZité
zminit, Ze 3‘ vldkno helixu P1 u uvedenych prepinadl (tab. 1) vidy zasahuje do oblasti expresni
platformy, coZ zaroven vysvétluje prenos signalu z aptameru skrze molekulu RNA (Whitford a kol.,
2009). DUleZitost helixu P1 spocivd rovnéz vtom, Ze se mnohdy pfimo podili na vazbé ligandu
(Nozinovic a kol., 2014), naptiklad SAH, SAM-III, purind nebo lysinu. Zde predstavovany aptamer pro
TPP je v tomto pripadé jedinou vyjimkou, nebot u néj se helix P1 na vazbé TPP pfimo nepodili. Helix P1

je také duleZity vtom, Ze jeho vytvoreni je obvykle limitujicim krokem pro sbaleni celého RNA-

prepinace.
P¥epinac pro: Segment navazani
Lys P1, P2, P3, P4,)2/3
FMN J6/1,11/2,12,3,14/5,12/3,15/6, 13/4
SAM-III P1,]1/2,12/4
SAH 11/2,14/2
Guanin / Adenin P1, J3/1,1)1/2,12/3
c-di-GMP P1,J1/2,13/1, P2,)2/3

Tab. 1 Priklady moZnych zplsobt vazby ligandu na aptamer. Druhy sloupec pak ukazuje struktury
MRNA, které se pfimo podileji na vazbé ligandu. P — parované nukleodity (helix), J — joined (napojeni),
segmenty s vazbou na ligand. (Aboul-ela a kol., 2015).

Pro priklad Gcasti helixu P1 na vazbé ligandu a bliZsi znazornéni ucasti helixu P1 v expresni platformé

jsem vybral RNA-prepinac pro lysin.
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3.1.1 Helix P1: RNA-pfepinac pro lysin

RNA-prepinac pro lysin tvofi pét vlasenek, pficemz na vazbé ligandu se podileji helixy P1, P2, P3 a P4
(obr. 9). V helixu P1 se na vazbé lysinu podileji G8 a G9. Tyto baze vazi lysin pomoci vodikovych
mUstk( mezi jeho karboxylovou skupinou a aminoskupinou guaninu G9 a OH-skupinou na ribéze
guanosinu G8. (Garst a kol., 2008). Obr. 9 ukazuje, jak 3‘ oblast na helixu P1 zasahuje do expresni
platformy. Expresni platforma pak v pripadé navazani lysinu brani pfistupu ribosomu, coz zamezuje

iniciaci translace (Blouin a kol, 2011)
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Obrazek 8: Sekundarni struktura RNA-pfepinace pro lysin. Vlevo dole je znazornén rozdil ve
strukturach bez ptitomného lysinu a s nim. Je pfimo zndzornéna interakce helixu P1 s expresni
platformou, ktera v pfitomnosti lysinu zaujima konformaci ,vypnuto”. Velké schéma nahore a
vpravo potom ukazuje detailnéjsi pohled na parovani v RNA-prepinaci. V helixu P1 jsou Sipkou
znazornény dvé sekvence, které se na sebe v nepfitomnosti lysinu vazi a tvofi tak
antitermindatorovou vlasenku, ktera dovoluje expresi skrze obnazeni AUG mista, kde zacina
translace. (Blouin a kol., 2011)
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Obrazek 10: Krystalograficky zjiSténa struktura RNA-pfepinace pro lysin. Vlevo je cely aptamer a
vpravo zpUsob navazani lysinu (rizové) na baze v RNA-pfepinadi. Modrou barvou jsou oznaceny helixy

P1a P2, bledémodrou je oznacen helix P3 a helixy P4 a P5 jsou oznaceny svétlezelenou. V levém
znazornéni je lysin ¢ervené. Vpravo jsou prerusovanou ¢arou znazornény vodikové interakce mezi
molekulami. U interakci mezi bazemi a lysinem jsou potom vyznaceny vzdalenosti vodikovych mastkd
(v Angstromech) (Garst a kol., 2008).
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3.2 RNA-prepinac T-box

Pékny priklad mechanismu ovliviiovani expresnich platforem je vidét u nezvyklého RNA-prepinace,
zvaného ,T-box” (Kreuzer a Henkin, 2018). Tento RNA-piepinac vaze molekulu tRNA a rozliSuje, je-li
tRNA nabita nebo ne, tedy jestli ma na svém 3‘ konci navdzanou aminokyselinu. RNA-pfepinac

rozeznava nékteré specifické Useky na tRNA, mezi nimiz je i antikodonova sekvence. Stejné jako

Terminator

OFF

Obrazek 91: Schéma struktury a mechanismu RNA-pfepinace T-box. Fialové je vyznacena molekula
tRNA, (AA) znaci aminokyselinu pripojenou k tRNA, cerné molekula mRNA, zelené sekvence antikodonu a
"kodonu" na RNA-pfepinaci. Oranzoveé jsou dalsi kontakty mezi mRNA a tRNA, tyrkysové kontakt sekvenci
3" konce tRNA a antiterminatorumodre a Cervené pozice daného Useku na
termindtorové/antiterminatorové smycce. Tento Usek je pro lepsi zndzornéni zmény konformace po
navazani 3‘ konce tRNA na antiterminatorovou sekvenci (Kreuzer a Henkin, 2018).
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v pfipadé nasedani tRNA na mRNA v E-misté ribosomu je pravé antikodon duleZzitym rozezndvacim
znakem mezi jednotlivymi tRNA. Dal$i misto navdzani tRNA je na jejim 3’ konci. Volnym 3’ koncem se
tRNA vaZe do oblasti, kterd souvisi s antitermindtorovou smyckou. Vazba stabilizuje tvorbu této
smycky. Je-li tedy tRNA nabitd, tato vazba je blokovana a vytvofi se alternativni konformace -
termindtorovd smycka. Je charakteristické, Ze mRNA T-box( v bakteriich obsahuji operony pro
aminoacyl-tRNA synthasy. Signdlem pro regulaci tedy neni koncentrace tRNA nebo odpovidajici
aminokyseliny, ale pfimo hladina aminoacyl-tRNA. Je zndm napfiklad T-box z Bacillus subtilis, regulujici
pomoci tvorby terminatorové smycky expresi operonu GLYQS. Tento operon je zodpovédny za syntézu
glycyl-tRNA synthasy (Caserta a kol., 2015). RNA-prepinace typu T-box reguluji nejen geny pro syntézu

aminoacyl tRNA, ale vyskytuji se i v jinych genech, které néjak souviseji s metabolismem aminokyselin.

3.3 Termosenzitivhi RNA: RNAT

Termosenzitivni RNA reguluji expresi na zakladé konformacnich zmén vyvolanych teplotou prostfedi,
proto se pro tyto elementy vZil ndzev RNA teploméry (RNAT). RNAT jsou relativné presné; dokazi
reagovat na zmény teploty kolem 1 °C (Kortmann a Narberhaus, 2012). Kortmann a Neberhaus
rozdéluji RNAT na dvé skupiny. Na tzv. zipy (anglicky ,zippers”) a prepinace (,,switches”). U zip( teplota
zpUsobuje postupné tani a rozvolfiovani (,rozepinani” na zpusob zipu) struktur RNA, coZ pfi vyssi
teploté (vétsim ,rozepnuti” zipu) zplsobuje ¢astecné, nebo Uplné rozvolnéni. Zipy tedy mohou
aktivovat expresi ve vyssi teploté a inhibovat ji v teploté nizsi. Oproti tomu pak stoji termosenzitivni
RNA-prepinace. To jsou molekuly, které maji rizné struktury v rliznych teplotach. Pro jednu teplotu
pak odpovida jedna struktura, pro druhou teplotu struktura druha, tyto dva stavy potom mohou mit
odliSny dopad na expresi. RNAT byly objeveny nejdfive u bakterie Yersinia pestis, kde RNAT element
kontroluje expresi genu LCRf. U tohoto RNAT se se sniZzenim teploty vytvofila vlidasenka, kterd zabranila
ribosomu v nasednuti na sekvenci Shine-Dalgarno (misto na mRNA tvorené bazemi 5’AGGA3’), coz
inhibovalo naslednou translaci. Po zvySeni teploty se parovani v mRNA zménilo a ribozom mohl
nasedat (Hoe a Goguen, 1993). Podobny pfipad je u bakterie Listeria monocytogenes, kde RNAT
reguluje gen PRFa, ktery se Ucastni tvorby virulenc¢nich faktor(. Pokud je bakterie v prostredi s teplotou
nizsi nez 37 °C, translace je ¢astecné inhibovana tvorbou struktury RNA, kterd nedovoluje nasednuti
ribozomu. Po zméné teploty na 37 °C ale ihned nastava translace kvili rozvolnéni vlasenky branici
sekvenci Shine-Dalgarno, coz dovoli nasednuti ribosomu na mRNA a naslednou translaci (Johansson a
kol., 2002). RNAT v patogennich bakteriich tak predstavuji elegantni zplsob aktivace tvorby

virulencnich faktord pouhou zménou vnéjsiho prostredi.
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3.4 Kinetika RNA-pfepinacl

Existuji dva zplsoby regulace pomoci RNA-pfepinacll ve vztahu k ¢asu. Jeden je kotranskripéni, kdy se
regulace provadi uz béhem transkripce, a druhy je post-transkripcni, u kterého regulace probiha na jiz
nasyntetizované mRNA nebo pre-mRNA. RNA-prepinace kotranskripéni jsou v podstaté synonymni
s transkripénimi  RNA-prepinaci, do post-transkripénich patfi translacni nebo sestfihové RNA-
prepinace.

U transkripcnich RNA-pfepinacl se da mluvit o kinetickém systému, kdy je funkénost RNA-prepinace
do jisté miry zavisla na kinetickych a kinetiku ovliviujicich faktorech v burnce. U skupiny post-
translacnich RNA-prepinacl nezalezi tak vyrazné na kinetice, jako spise na afinité ligandu (,sila“ jeho
navazani na aptamer), jeho koncentraci v prostfedi nebo na reversibilité konformace, nebot jsou

vétsinou zcela nasyntetizovany dfive, neZ se na né staci ribosom nebo spliceosom pIné navazat.

Pfi transkripci je vyrazné sniZena (i kdyZz ne Uplné znemoZnéna) moznost reversibility ustanoveni
konformace RNA-piepinace a zalezi na rychlosti navazani ligandu, coZ je ddno tim, Ze struktura
nascentni mMRNA je predem uréena konformaci dfive nasyntetizovanych Usekd RNA. Toto je dlleZité si
uvédomit, nebot struktury nascentni mRNA vznikaji postupné a pozdéjsi se odviji od pfedchozi. Proto
u kotranskripénich RNA-prepinacli mizZzeme mluvit o ¢astecné ireversibilité, tedy nevratnosti zmény
konformace molekuly RNA-pfepinace, pricemz vazba ligandu uz pfedem urcuje osud celé molekuly,
nebot ligand méni konformaci dfive nasyntetizovanych Usekd mRNA. Pro pfibliZzeni: pfi transkripci se v
pfitomnosti ligandu nejprve nasyntetizuje jedna struktura v aptamerové oblasti (tedy na 5 konci, ktery
je v transkripci syntetizovan jako prvni), ta navaze jiz béhem transkripce ligand a tim znemoZni mozné
odliSné parovani této oblasti sjinou, pozdéji syntetizovanou oblasti vramci RNA-prepinace.
V nepfitomnosti ligandu by potom parovani bylo diky odlisné konformaci aptameru jiné a vedlo by to
také k odlisné konformaci celé molekuly mMRNA nebo pre-mRNA.
Reversibilita a ireversibilita je klicovy faktor pro kinetiku kotranskripénich RNA-prepinacl. Kdyby bylo
ustanoveni konformace RNA pfi transkripci vyraznéji reversibilnéjSim jevem, mohlo by to vést ke
zpétné zméné konformace i v pritomnosti ligandu a RNA-prepina¢ by tak nefungoval jako dobry

indikator pfitomnosti ligandu v prostredi.

Transkripce je déj v ¢ase, a proto je vztah mezi rychlosti RNA polymeras a rychlosti navazani ligandu
dullezity pro spravné sbaleni celého RNA-prepinace. Kdyby byla RNA polymerasa pfilis rychld, ligand by
se na dfive syntetizovany aptamer RNA-prfepinace nestacil navazat, coz by vidy vedlo k utvoreni
struktury RNA-prepinace ,bez ligandu” a to by fakticky anulovalo funkci RNA-pfrepinace (Wickiser a
kol., 2005). Pro spravné fungovani transkripénich RNA-prepinacl je tak dalezity napfiklad druh RNA

polymerasy a jeji procesivita, charakter okolni DNA, koncentrace dostupnych NTP a ostatni chemické
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nebo fyzikalni faktory ovliviujici rychlost transkripce. PFiliSnd rychlost transkripce maze napftiklad
zpUsobit, Ze se v expresni platformé sice vytvofi terminatorova vlasenka, ale RNA polymeraza je jiz
pfilis daleko a terminatorova vlasenka k ni jiz nedosdhne. Proto nesmi pro spravnou funkénost RNA-

prepinace byt transkripce pfilis rychla (viz obr. 12;Abou-ela a kol. 2015).

Pomalejsi transkripce - terminace probiha
L

_I_' — N

\

Terminator

.
Ligand

Rychlejsi transkripce - terminace neprobiha

I "~ N

5’
Obrazek 12: Rozdil v terminaci transkripce u pomalejsi a rychlejSi RNA polymerazy v pfitomnosti
ligandu. Nahote pfipad s pomalejsi polymerazou, kdy se terminacni vldsenka staci vytvofit, coz
terminuje transkripci.

Dole prfipad s rychlou RNA polymerdazou. Zde je transkripce pfilis rychla a terminatorova vlasenka
vznikne pfili§ pozdé. Pfevzato z (Abou-ela a kol. 2015) a upraveno.

Rychlost transkripce je také dllezita pro citlivost aptameru pro ligand, protoZe ¢im pomalejsi RNA
polymerasa je, tim vice ¢asu ma ligand na navazani se na aptamer a tim je RNA-prepinac citlivéjsi pro
nizsi koncentrace ligandu v burice, coZ se odviji od delSiho intervalu mezi syntézou aptameru a expresni
platformy. Aptamer ma delSi dobu na navazani ligandu, zatimco expresni platforma jesté neni
vytvofena, zatimco po ustanoveni konformace expresni platformy je jiz rozhodnuto o osudu
exprimované mRNA a na vazbé ligandu uz vétSinou nezdlezi. Zalezi tedy také na hodnoté disociacni
konstanty (Kp) RNA-pfepinace. Pfikladem aptameru s nizkou hodnotou Kp (vysokou citlivosti pro ligand)
je jiz zminovany aptamer pro TPP: experimentalné bylo prokazano, Zze aptamery RNA-prepinace pro
TPP jsou responsivni pro pikomolarni koncentrace ligandu v bunce, coz mlze za urcitych podminek
znamenat jedinou molekulu ligandu na celou buriku. Pfikladem jsou aptamery vazajici TPP z Bacillus
anthracis, které jsou schopny ucinné vazat ligand a reagovat na jeho v pfitomnost v koncentracich az
210 pM az 850 pM podle typu aptameru (Breaker, 2012; Welz a Breaker, 2007). Zména Kp, napriklad

v ramci evoluce nebo uméle vytvarenych RNA-pfepinacl, se nicméné muZe vyuZivat, aby byl RNA-

16



prepinac responzivni pro dostate¢nou koncentraci ligandu. Expresni platformy a zpUsoby regulace

exprese pomoci RNA-pfepinacl

RNA-prepinace vyuzivaji rdzné zplsoby regulace exprese. Vazba ligandu zpUsobuje konformacni
zménu skrze zmény Watson-Crickovského parovani mezi bazemi na molekule mRNA a ta potom vyusti
v expozici expresni platformy. Nasledujici kapitola bude pojednavat o mechanismech regulace exprese

pomoci expresnich platforem.

3.5 Regulace na urovni transkripce

Prvnim objevenym zplsobem regulace exprese gend pomoci RNA-prepinacl je regulace na urovni
transkripce; hned v prvnich pracich zabyvajici se RNA-pfepinaci vyzkumnici nastinili mechanismus
jejich Ucinku (Winkler a kol., 2002). Bylo ukazano, Ze se po navazani ligandu na aptamer tvofi
terminatorova ¢i antiterminatorova smycka, kterd ihned zplsobuje terminaci transkripce (Mironov a
kol., 2002; Rodionov a kol., 2002). Terminaci transkripce rozdélujeme na tzv. vnitini (preloZzeno
z anglického intrinsic) a Rho-zprostfedkovanou. V prvnim pripadé terminuje RNA-prepinac transkripci

takzvané ,sam o sobé”, kdezto v pripadé druhém mRNA rekrutuje RNA-dependentni helikazu Rho.

3.5.1 Vnitfniterminace

Vnitfni terminace transkripce je jeden z nejrozsitenéjsich zpUsobu regulace exprese RNA-pfepinadi. Je
to terminace transkripce pomoci tvorby RNA struktur, které jsou schopny ,samy o sobé” transkripci
ukondit. V prabéhu transkripce vytvari nascentni RNA vlasenku v sousedstvi RNA polymerasy, jejiz
formace zpUsobi terminaci transkripce. Tato vlasenka, ktera se vyskytuje na konci operont u bakterii
a je tvorena silnymi G-C pary, je v 3‘ sméru nasledovana sekvenci nékolika uridinG (viz obr. 13)
(Breaker, 2012). Tvorba vlasenky bohaté na G-C pary zpUsobi destabilizaci transkripéniho elongacniho
komplexu (komplexu DNA, RNA a RNAPolll; TEC) a jeho naslednou disociaci. Vlasenka se utvofi
v momentu, kdy RNA polymeraza syntetizuje v terminacnim misté na DNA, které je bohaté na A-T pary.
Vzniknuvsi segment RNA ma vazbu na DNA templat slabsi, to diky slabsi interakci U-A. Interakce U-A je
totiz tvofena jen dvéma vodikovymi mustky, zatimco interakce G-C tfemi, vldkna s mnoha U-A pary je
proto také Iépe rozvolnitelna. Klicové pro Uspésné provedeni terminace je pravé syntéza bazi uracild,
nebot RNAPolll v sekvencich, kde syntetizuje mnoho uracill za sebou ,,prokluzuje” na nepfilis ¢lenitém
templatovém vldknu s dlouhou sekvenci adenind, vraci se a zastavuje se. Tim se ziskava cas pro
utvoreni vlasenky bohaté na G-C pary. Poly-U sekvence také pomuze vyvazani RNA z TEC. (Gusarov a
Nudler, 1999). Samotny mechanismus, jakym G-C bohatd vlasenka destabilizuje TEC je stdle
nevyreseny. Nicméné existuji dva modely, které tuto otdzku mohou zodpovédét. Jeden model fika, ze

tvorba vlasenky ,trhne” RNAPolll dopfedu, takZe se nascentni mRNA v jejim katalytickém misté uz
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nenachazi ve spravné pozici. ProtoZe uz nemlzZe dale syntetizovat, destabilizuje a uvolni se z DNA

(Santangelo a Roberts, 2004). Druhy, tzv. alostericky model, pracuje s pfedstavou, Ze vlasenka bohatd

na G-C vazby se vytvofi velmi blizko u kanalu RNAPolll, ze kterého vychdzi nascentni mRNA, nacez

vldsenka stimuluje konformacni zmény v samotné RNAPolll. To potom vede k terminaci transkripce

(Epshtein a kol., 2007).

Uloha RNA-pFepinadl v tomto mechanismu terminace je potom nasnad®. ProtoZe se aptamerovd

oblast RNA-prepinace nachazi na 5‘ konci molekuly mRNA a terminaéni misto na 3‘ konci, mizZe se

ligand na aptamer navazat kdykoliv pred syntézou terminacni sekvence. PFitomnost nebo

nepritomnost navazaného ligandu potom dovoluje nebo naopak nedovoluje utvoreni vlasenky bohaté

na G-C pary. To potom muZe vést k terminaci.
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Obrazek 13: RNA-piepinac pro FMN u genu RIBd bakterie Bacillus subtilis. Vpravo je Cervenym
obdélnikem vyznacena oblast pro potencialni parovani pro vlasenku bohatou na G-C. Na obrazku
neparujici; oblasti tvorici terminacni vlasenku jsou propojeny oblou¢kem. Na konci RNA-pfepinace
jsou vidét dvé poly-U mista: jedno, oznaceno jako , pause B“, druhé, oznacené jako ,termination”.

(Breaker a kol. 2012)
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3.5.2 Terminace transkripce pomoci Rho-faktoru

Molekula mRNA genu MGTa (,,magnesium transporter ATPase”), zodpovédného u Salmonella enterica
za syntézu prenasede pro Mg?* ionty, obsahuje v 5 oblasti RNA-pfepina¢ s aptamerem. Tento aptamer
vaze Mg? iont, po jeho? navazani se exponuje expresni platforma bohatd na cytosin, co? je oblast
specifickd pro navdzani Rho-faktoru (Hollands a kol., 2012). Rho-faktor je hexamerni ATPasa se dvéma
vazebnymi misty s polootevienou strukturou ve tvaru pismene C. Jedno vazebné misto slouzi k
rozpoznani cilové mRNA, druhé je potom nutné pro samotny pohyb na mRNA. Rho helikasu si Ize
predstavit jako klesté, které objimaji mRNA, pficemz obé jeji vazebnd mista sméruji dovnitt, do stfedu
sevieni, kde se v momentu navazani nachazi pravé mRNA (Skordalakes a Berger, 2003). Rho helikasa
se pomoci hydrolyzy ATP pohybuje od 5‘ ke 3 konci molekuly, tedy smérem k RNAPolll, kterou po
kontaktu s ni disociuje od DNA - tim se terminuje transkripce. Rychlost transkripce je nicméné vétsi nez
rychlost pohybu helikasy, coz predstavuje problém: Rho helikasa by nestacila RNAPolll ,,dohonit”.
Proto je i vtomto prikladé smérem ke 3‘ konci od sekvence RNA-pfepinace misto se specifickym
sloZzenim bazi (coZ je u genQ vyuZivajicich regulaci transkripce pomoci rho-faktoru bézné). V tomto
specifickém misté RNAPolll prokluzuje a vytvori tak ¢as pro rho helikasu, aby RNAPolll dostihla a stacila
transkripci ukoncit. Prokluzovani RNAPolll se déje kolem cytosinu na pozici 220, coz je také v odborné
literatufe oznaceno jako rho-dependentni terminacni misto pro gen MGTa. Podobny ptiklad jako u
Salmonella nachazime také u Escherichia coli v genu RIBb, kde je pfitomen RNA-prepinac¢ pro FMN

(Hollands a kol., 2012).

3.6 Regulace na Urovni translace

RNA-prepinace pro adenin/guanin se lisi u Bacillus subtilis a Vibrio vulnificus. Bacillus subtilis vyuZiva
navazani ligandu pro tvorbu vlasenky, kterd terminuje transkripci. Je to tedy tzv. transkripéni RNA-

prepinac. U Vibrio vulnificus tento RNA-pfepinac reguluje translaci. To znamend, Ze RNA-pfepinac po

Ade

GAA L AUG 2974
OFF state ON state

Obrazek 14: Schématické zobrazeni zmény konformace translacniho add RNA-piepinace u Vibrio
vulnificus. Pozorujeme zde pfidani ligandu k aptameru (nalevo) a naslednou zménu konformace
oddélovade. Po navazani ligandu (napravo) se odkryje sekvence Shine-Dalgarno (GAA) a start-
kodén (AUG) a mlze dojit k translaci (Lemay a kol., 2011).
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navazani ligandu zaujme konformaci, ktera skryje nebo odkryje sekvenci Shine-Dalgarno nebo start-
kodén AUG. U Vibrio vulnificus se vyskytuje RNA-pfepinac, ktery funguje pravé skrze zakryti Shine-
Dalgarno sekvence a start-koddnu (Lemay a kol., 2011) (obr. 14). Pokud neni pfitomen ligand, sekvence
pro navazani ribozomu jsou soucasti vlasenky, kterd se nazyva sekvestrator. To potom zpUsobi
snizenou afinitu ribosomu k takto sbalené mRNA a exprese genu je snizena. Nutno podotknout, coz
plati i pro jiné pripady, Ze regulace nikdy neni ,zapnuto/vypnuto”. RNA-pfepinacde maji spise roli
v modulaci koncentraci exprimovanych proteinli a navozuji zmény od jednotek do nékolika desitek
procent. To, Zze RNA-pfepina¢e nemusi regulovat expresi se stoprocentni U¢innosti je vidét pravé u ADD
genu, kde se ribosom muze — byt se snizenou afinitou — stdle navazat na mRNA i v nepfitomnosti

ligandu.

3.7 Regulace na urovni sestrihu

Sestfih zahrnuje vystfizeni ¢asti pre-mRNA bud pomoci slozité molekularni masinerie, ktera se nazyva
spliceosom (u eukaryot), anebo jinymi zplsoby, napriklad autokatalyzou. Vystfizené ¢asti se fika intron,
zatimco Cast pre-mRNA, ktera je ponechdna, se nazyva exon. Intron je potom vétSinou degradovan,
prestoze se v posledni dobé ukazuje, Ze vystfizené introny nemusi byt hned degradovany a mohou
v organismech plnit role spojené s regulaci ristu (Morgan a kol., 2019). Ukazalo se, Ze u eukaryot se
jediny doposud znamy eukaryoticky RNA-prepinac pro TPP vyskytuje pravé v intronové ¢asti pre-mRNA
(Kubodera a kol., 2003) a Ze hlavni zpUsob regulace exprese pomoci RNA-pfepinacd v eukaryotech je
pravé skrze sestfih. Kuptikladu ve vlaknité houbé Neurospora crassa byl objeven zplsob regulace
exprese skrze RNA-pfepinace spojené se sestfihem u tfi genl: CyPBP37, NMT1 a NCU01977.1. Prvni
dva exprimuji geny spojené s metabolismem TPP, funkce tfetiho je doposud nezndma. RNA-prepinac
u téchto gend brani v interakci spliceosomu s adeninem ve vétvicim misté (tzv. ,,branch point A“ nebo
BrA) v intronu. Pokud je TPP pfitomen, aptamer zaujme konformaci, kterou brani odhaleni adeninu ve
vétvicim misté a nedojde tak k sestfihu (Cheah a kol., 2007). Tento sestfihovy RNA-prepinac tedy

funguje jako negativni regulator.

U fas Chlamydomonas reinhardtii k regulaci sestfihu pomoci RNA-ptepinacl dochazi u genli THIC a
THI4, stejné jako u vétSiny rostlin. Gen THIC exprimuje enzym fosfomethylpyrimidin synthasu, gen TH/4
thiamin-thiazol synthasu. Pre-mRNA pro gen THIC muZe podléhat sestfihu dvéma zpUsoby. RNA
prepinac pro gen THIC je v pre-mRNA umistén v intronu, ktery je pro funkcni protein tfeba vystfihnout.
Pokud je pritomen TPP, sestfih se mlze konat na dvou mistech, které ohranicuji aptamer. Zminéna
sestfihova mista jsou relativné kratka, a proto se po jejich vysttizeni produkuje delsi forma genu, ktera
se nazyva THIC, (THIC-Long). Tato forma v sobé ma stale zahrnuty intron a exprimuje nefunkéni protein,

jako jsme to vidéli u prikladu Neurospora crassa. Pokud je ale TPP nepfitomen, konformace pre-mRNA
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zpUsobi zakryti mista pro sestfih THIC,. Zarover odkryje sestfihova mista na okrajich celého intronu: G-
U na 5’ konci a BrA na 3’ okrajich celého intronu, ve kterém se RNA-pfepinac nachdzi. Nepfitomnost
TPP tak zpUsobi vystfizeni celého intronu i s RNA prepinacem a produkuje kratkou sestfizenou formu,
nazyvanou THICs(THIC-Short), kterd kéduje funkéni fosfomethylpyrimidin synthasu (Croft a kol., 2007).

Cely tento mechanismus u Chlamydomonas reinhardtii popisuje obr. 15:
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Obrazek 105: Dvé moznosti sestfihu pre-mRNA pro gen THIC v zavislosti na pfitomnosti (vlevo)
nebo nepfitomnosti TPP (vpravo). Cervené je RNA-prepina¢, zelenymi Sipkami znacena interakce
5' sestfihového mista a BrA. (A) Pre-mRNA v pfitomnosti TPP. Jsou odkryta dvé kratsi mista, ktera
jsou vystfihovana. To dava vzniknout dlouhé formé mRNA, THIC,.. (B) Pre-mRNA v nepfitomnosti
TPP. Zde je cely intron spolecné s RNA prepinacem vystfihovan (Croft a kol., 2007).

3.8 Regulace na Urovni degradace: ribozymy

Objev ribozym byl prekvapujici (Cech, 1989). V dobé jejich objevu slouzila RNA jen jako molekula
uchovavajici nebo prenasejici genetickou informaci. S objevem ribozym( ale molekula ziskala dalsi
,dimenzi“; vyzkumnici zjistili, Ze RNA dokaZe katalyzovat chemické reakce, podobné jako
v organismech dominantni proteinové enzymy. Tak vznikl nazev ribozym, sloucenim casti slov
,ribonukleovy’ a ,enzym’. Tento objev zpUsobil ve své dobé senzaci, za objev byla udélena i Nobelova
cena za chemii za rok 1989 (“List of Nobel laureates,” 2020). Pro nds jsou ribozymy taktéz zajimavé,

protoZe katalytickych schopnosti molekuly RNA vyuZivaji také nékteré RNA prepinace.

.....

ribozymU tak spada naptriklad snRNA ze spliceosomu, rRNA, ktera katalyzuje transpeptidylaci
v ribosomu nebo fada autokatalytickych intron( tfid | a Il (Walter a Engelke, 2002 tabulka €. 1.). V uzsim

slova smyslu jsou ale ribozymy molekuly RNA, které mohou podstoupit autokatalyzu, tedy reakci, kdy
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Obrazek 16: Transesterifikace uvnitf molekuly RNA (Tmlew 2008).

molekula RNA nastépi sebe sama. Do této kategorie spadda naptiklad slavny ,hammerhead” ribozym,
vldsenkovy (hairpin) ribozym a nékteré viroidni a virusoidni elementy, stejné jako i RNA-pfepinace
probirané v této kapitole. Autokatalytické ribozymy pomoci 2-3‘ transesterifikace na molekule ribdzy
prerusi strukturu cukr-fosfatové kostry retézce RNA a tim se rozstépi. Reakce spociva v nukleofilnim
ataku kysliku na misté 2‘ na fosfat navdzany na poloze 3‘ ribdzy (nebo na jiny fosfat v okoli), coz vede
k naruseni cukr-fosfatové kostry a vytvoreni cyklického fosfatu (obr 16, zdroj: (Tmlew, 2008).
Vyjimecnost autokatalytickych ribozym{ spociva v tom, Ze tuto transesterifikaci pomoci specifické
konformace provedou vidy na specifickém misté v RNA retézci (Walter a Engelke, 2002). Ribozymy ale
nemusi byt jen autokatalytické, mohou mimo jiné katalyzovat napfiklad i roz$tépeni jinych RNA

retézcd.
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Jak jiz bylo feceno, existuji i ribozymové RNA-pfepinace. V mRNA pro enzym GIcN6P synthasu u Bacillus
anthracis se nachazi prepinac, ktery vaze glukosamin-6-fosfat (GIcN6P). GIcN6P synthasa katalyzuje
reakci, pfi niz fruktosa-6-fosfat a glutamin vytvori GIcN6P. Ukazalo se, ze tento ,prepinac” neni
prepinadem v pravém slova smyslu, protoZe po navazani ligandu neméni svou konformaci, tedy
,heprepind“, ale po navazani ligandu dojde k autokatalyze a nasledné degradaci mRNA. (Cochrane a
kol., 2007). Ligand sam je tak spiSe jakymsi kofaktorem, jehoZ pfitomnost usnadnuje autokatalyzu. K
transesterifikacni reakci a rozstipnuti mRNA tak dojde jen diky samotné pritomnosti GIcN6P. Detaily

reakce ukazuje obr. 17 (Cochrane a kol., 2007).
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Obrazek 17:

Nahore: Transesterifikacni reakce a nasledné rozstépeni retézce RNA pomoci GIcN6P v ribozymu
genu GLNS.

Dole: Pocitacovy 3D model aktivniho mista v molekule mRNA s navazanym GIcN6P. Zelené a cervené
je RNA. Velkd oranzova kuli¢cka na RNA je fosfor. Malé oranzové kulicky na RNA jsou atomy kysliku.
Na GIcNG6P je bile uhlik, cervené kyslik, oranzové fosfor, modre dusik (Cochrane a kol., 2007).
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3.9 Dualniregulace

U Escherichia coli byl nalezen zpUlsob dudlni regulace na zakladé RNA-prepinaca (Caron a kol., 2012),
ktery se vyskytuje u genu LYSC. RNA-prepinac pro LYSC u Bacillus subtilis je transkripcni, u Escherichia
coli je ale pfepina¢em translacnim. Gen produkuje enzym aspartokinasu, kterd prenasi fosfatovou
skupinu z ATP na L-aspartat. Produktem této reakce je potom ADP a 4-fosfo-L-aspartat, coZ je
druhy meziprodukt metabolické drahy pro L-lysin a mimo jiné také jeden z meziproduktl tvorby L-
threoninu. Po transaminacni reakci, kdy je oxalacetat konvertovan na aspartat, je fosforylace aspartatu
druhou reakci této drahy (Bassalo a kol., 2018). Regulace této reakce je zprostfedkovana RNA-
prepinadem, prfitomnym na mRNA pro enzym aspartokinasu. V pfitomnosti lysinu, ktery se na mRNA
navaze, se vytvori sekvestrator a ten zabrani pfistupu ribosomu do mista pro nasednuti ribosomu
(,ribosome binding site” — RBS), enzym tedy neni v pfitomnosti lysinu z mRNA translatovan do

proteinu. Mechanismus inhibice translace je ale jen jeden zplsob regulace genu LYSC.

Druhy zpusob je regulace pomoci degradace mRNA. mRNA pro LYSC ma oproti vSéem ostatnim mRNA
velmi kratkou Zivotnost. Ta je zplsobena tim, Ze je-li na pfepinaci na mRNA genu LYSC navazan lysin,
zméni se konformace prepinace, coz zpfistupni segment pro nasednuti a aktivaci RNasy E, enzym
degradujici RNA. V pritomnosti lysinu je tak mRNA degradovana RNasou E a tim dochazi k negativni
zpétné vazbé, stejné jako v pfipadé regulace translacni (Caron a kol., 2012). Vztah téchto dvou
regulaénich mechanismu je tedy podobny logickému hradlu NOR, kdy ani jeden vstupni logicky ¢len
nemuZe byt pozitivni, aby byl vysledek logické operace pozitivni. Jeden vstup je zde predstavovan
inhibici translace, druhy potom degradaci mRNA. Vysledkem logické operace je exprese genu. Je-li tedy
alespon jeden z mechanism( regulace genu LYSC aktivni (tedy bud inhibujici translaci nebo
degradacni), k expresi nedojde. Naopak nem(zZe byt aktivni ani jeden, aby k expresi doslo — tim se

zajisti vétsi ucinnost RNA-prepinace.

4 RNA-prepinacCe v eukaryotech

Jediny dosud popsany , kanonicky“ RNA-prepinac¢ v eukaryotech je prepina¢ pro TPP, cozZ bylo také
dlivodem pro zvoleni popisu jeho struktury v této praci. Oproti bakteriim, kde RNA-prepinace plni
celou fadu funkci se potom muze zdat, Ze v eukaryotech se jedna jen o velmi okrajovy zplisob regulace,
nicméné se vyskytuji v celé fadé organism(: od hub, kvasinky nevyjimaje, pfes mofsky fytoplankton az
po rostlinnou Fisi. Kromé RNA-pFepinacl sensu stricto pak v eukaryotech funguji RNA struktury, které
méni konformace v zavislosti na interakcich s proteiny ¢i jinymi RNA a které prostfednictvim téchto

zmén rovnéz ovliviuji bunécné procesy.
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4.1 Houby

Hlavni ¢ast vyzkumu eukaryotickych RNA-pfepinacd se dnes provadi na houbach, predevsim proto, Ze
jsou oproti rostlindm a rasam snaze kultivovatelné. Houby, stejné jako ostatni eukaryota, maji RNA-
piepinace pro TPP v genech pro jeho biosyntézu (geny thi4 a nmt1) a také pro transport mocoviny (Li
a Breaker, 2013). Stejné jako u jinych eukaryot funguji houbové RNA-prepinace skrze sesttih. Mnohé
byly objeveny u Ascomycota, nicméné nékolik malo jich bylo objeveno i Oomycota (Mukherjee a kol.,
2018) - v kladogramu (obr. 18) vidime pritomnost RNA-prepinacl pro TPP u rliznych tfid, rod(i a druht
u Ascomycota. Je dobre vidét, ze RNA-pfepinace jsou oproti ostatnim tfiddm jen velmi roztrousené
pritomné u kvasinek, jak u tridy Saccharomycetes, tak u Schizosaccharomycetes, mezi kterymi jsou

organismy, které jsou rozsifenymi eukaryotickymi modelovymi organismy.

Gen thi4 u hub kéduje thiamin-thiazol synthasu. Ta se podili ve tvorbé thiazolu, latky, kterd je
prekurzorem pro tvorbu thiaminu, ktery je potom fosforylovan na TPP; v tomto pripadé se tedy jedna
o primou regulaci metabolismu. Thiamin thiazol synthasa syntetizuje adenosin difosfat 5-(2-
hydroxyethyl)-4-methylthiazol-2-karboxylovou kyselinu (ADT), coZ je meziprodukt, ktery v dalSich
reakcich vede ke thiazolu (Chatterjee a kol., 2007). Gen nmt1 (,,no message in thiamine“) je dalsi
houbovy gen, ve kterém se vyskytuje RNA-pfepinac. Tento gen se také nazyva THI3 a enzym ktery
exprimuje ma pravdépodobné funkci v syntéze dalSich dvou prekurzord pro thiamin: 2-methyl-4-
amino-5-hydroxymethylpyrimidinu a thiamin monofosfatu (TMP) (Nishimura a kol., 1992; Rapala-Kozik
a kol., 2007).
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Obrazek 118: Distribuce RNA-pFepinact pro TPP v oddéleni Ascomycota. Jednotlivé tfidy jsou barevné odliseny:
Zluté jsou pneumocystidomycetes, zelené schizosaccharomycetes, rizové saccharomycetes, fialové
sordariomycetes, tmavé modre leotiomycetes, tyrkysové eurotiomycetes a bledémodie dothiomycetes.

U kazdého druhu je potom barevnym kruhem nebo ¢tvereclkem zndzornéna pritomnost piepinace pro dany gen.
Vyplnéné piktogramy znaci pfitomnost jak genu, tak i RNA-pfepinace, zatimco nevyplnéné znaci pfitomnost genu a
nepritomnost pfepinace. Pokud kolecko &i Etverecek chybi, gen neni v organismu pfitomen. Karminové kolecko
znaci RNA-prepinac pro gen THI4, zelené kolecko pro NMT1 a Cerny Ctverecek znaci RNA-prepinace pro
transportérové geny. Graf je prevzat z (Mukhergee a kol, 2018)
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4.2 Rostliny

Hlavni ¢ast molekuldrné biologického vyzkumu na rostlindch se provadi na modelovém organismu
Arabidopsis thaliana; i zde byl nalezen RNA-prepinac pro TPP. Nicméné se zda, Ze RNA-prepinac pro
TPP je u Viridiplantae Siroce rozsiten. Je u nich jak sekvencné, strukturné, tak i funkéné konzervovan.
Na rozdil od viech nam znamych RNA-prepinacd, které se nachazeji v 5 UTR genu se RNA-prepinace u
rostlin nachazeji primarné ve 3 UTR na mRNA. RNA-pfepinac se u rostlin nachazi hlavné v genu THIC.
Sam prepinac se potom vétsSinou nachazi v druhém intronu (int2) od 5 konce tohoto genu. Stejné jako
u ostatnich eukaryotnich RNA-prepinacl pro TPP je prepinac v genu THIC sestfihovy. Regulacni
mechanismus funguje skrze alternativni sestfih, kdy rlzné sestfizené formy mRNA na zakladé navazani
ligandu produkuji vtranslaci bud funkéni nebo nefunkéni proteiny, coz jsem nastinil v kapitole
,Regulace na Urovni sestfihu”. Rostlinny prepinac v genu THIC funguje tak, ze navazani TPP znamen3d
spravné vystrizeni intronu int2; navazani TPP totiZ zpUsobuje odkryti 3‘ sestfihového mista na intronu,
které je v nepritomnosti TPP zakryto a nedovoluje tak spravnému nasednuti spliceosomu. Pokud TPP

neni pfitomen, sestfih sice stale probiha, ale na jiném 3‘ sestfihovém misté (Bocobza a Aharoni, 2014).

4.3 Ostatni eukaryoticke rise

Do této skupiny zahrnuji veskeré eukaryotické organismy s nalezenymi RNA-prepinaci, které nepatti
do taxonu Plantae nebo Fungi, coz jsou v tomto pfipadé vétsSinou organismy z taxonomické skupiny
Chromista, tedy napftiklad Stramenopila, Haptophyta, Cryptophyta nebo Alveolata. U vSech téchto
skupin byly nalezeny RNA prepinace u genl néjak spojenych s metabolismem TPP. U Haptophyta se
vyskytuji v jednom, zato ale ekologicky nejvyznaméjsim organismu, kokolitce Emiliana Huxleyi. U
Alveolata stoji za zminku Karenia brevis, obrnénka, kterd se vyskytuje prevazné v Mexickém zalivu.
Produkuji také pro tento rod specifické brevetoxiny, neurotoxiny, které u ¢lovéka vyvolavaji nevolnost
a zvraceni. DalSim pfikladem Alveolata je Perkinsus marinus, ekonomicky vyznamny parazit Ustfic.
DalSim ekonomicky i historicky vyznamnym pfikladem ze Stramenopila je potom Phytophtora
infestans, neboli pliser bramborova, ktera ve vihkém prostifedi napada hospodarsky vyznamné lilkovité
plodiny, napfiklad raj¢ata nebo brambory (tato plisen se dostala i do historie, nebot spolecné s vihéim
obdobim stdla za tzv. Velkym hladomorem v Irsku (Grada, 1992)). Tyto RNA-pfepinace jsou bud
prepinace pro TPP a mRNA na kterych se vyskytuji potom nesou geny pro syntézu komponent drahy
pro syntézu thiaminu, nebo je funkce jejich produktu neznama. Vétsinou je ale spojena s thiaminem.

U Stramenopila, rozsivek, to je napfiklad gen THIC, ve kterém se nachdazi RNA-prepinace u rostlin.
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Z velmi podobné struktury aptamert vyplyva, Ze viechny aptamery v obr. 19 pravdépodobné vazi TPP

(McRose a kol., 2014).
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kolecko znaci pfitomny prepinac s nezndmou funkci. Je vidét Siroké rozsifeni hlavné u
Stramenopila, Alveolata a Viridiplantae. Dole jsou potom sekundarni struktury prepinacu
z jednotlivych organism(. Vedle struktury je vidy zminén nadrazeny taxon, dale rodové a
druhové jméno, oblast vyskytu prepinace na RNA, nazev genu a velikost prepinace

v nukleotidech (nt). Napadna je zde jejich strukturaini podobnost (McRose a kol., 2014)
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5 Vyuziti RNA-prepinacu

Objev RNA-prepinacl otevrel nové pole studia; RNA-prepinace ukazaly na rozmanitost regulace
genové exprese. Zahy po jejich objeveni pfichazeli lidé s navrhy umélych prepinacli, které
v organismech mohou plnit ndm doposud nepfistupné funkce. RNA-pfepinace se staly atraktivnim
tématem v oblasti biotechnologii a biomediciny. V mediciné se nepracuje pfimo s umélymi RNA-
prepinaci, ale protoZe se kanonické RNA-pfepinace v eukaryotech vyskytuji jen ve velmi omezené mite,
jsou RNA-prepinace vhodné pro cileni antibiotiky; tyto latky negativné neovlivni hostitele (tedy ¢lovéka
nebo jiného savce). Umély ligand se navaze na prepinac, ten zaujme konformaci inhibujici expresi genu,
a to mlze mit pro patogen negativni nasledky. Nasledky nemuseji byt nutné letalni, protoZe prepinace
nefunguji se 100 % ucinnosti. Vyhledy do budoucna slibuji také rostlinné RNA-prepinace, nebot jsou
pritomny i u ekonomicky vyznamnych druhd, jako napftiklad u kukufice Zea mays nebo u ryze Oryza

sativa.

Dalsimi velmi slibnymi odvétvimi pro vyuziti RNA-ptrepinacud jsou biotechnologie a synteticka biologie.
ProtoZze RNA muZe vazat celou radu ligandd, existuji navrhy na prepinace, které by slouZily jako
bioindikatory. Pfepinacovy bioindikator funguje na zdkladé navazani cileného ligandu na RNA, coz
potom vede k aktivaci exprese indikatorového genu. To muZe byt napriklad GFP, ktery po excitaci
modrym svétlem (zareni s vinovou délkou 450 nm) emituje zelené svétlo (vinova délka 509 nm), které

muZe byt posléze detekovano.

Metoda, kterou se generuji RNA molekuly schopné specificky vazat urcity ligand se nazyvd SELEX
(zkratka pro anglické Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment). V této metodé se
do smési segmentll RNA, predstavujici knihovnu o vysoké komplexité, pfida cilova molekula nebo
komplex molekul, pficemz se hleda ta specificka RNA, ktera se navaze na povrch této cilové molekuly.
Nasledné se celd suspenze omyje od volnych RNA a idealné z(stanou ty RNA, které se navazaly na
povrch cilové molekuly. Tyto RNA segmenty se nasledné amplifikuji pomoci PCR, vzniknuvsi
komplementarni vldkno se degraduje a nasledné se cely proces nékolikrat opakuje, pricemz se pfi
omyti pokazdé omyiji ty RNA, které se vazou s mensi afinitou, aZz zbyde jen nékolik malo molekul, které

se na cilovou molekulu vaze nejsilnéji; to jsou potom nasi kandidati na idedlni hledany aptamer.

MozZnosti toho, co mohou prepinace vazat, je celd fada. Objevily se ndvrhy pro RNA-pfepinace vazici
proteiny fungujici jako ribozymy, které mohou mit mnoho funkci: napfiklad mohou kontrolovat hladiny
ostatnich druht RNA pomoci jejich degradace (napfiklad tRNA nebo rRNA), nebo mohou regulovat
koncentraci mRNA cilovych genl, ¢imZz mohou v bunice sniZit koncentraci signalnich proteind
(Auslander a kol., 2014). Pro pfiklad uvadim regulaci bunécné proliferace T-lymfocytl. Vyzkumnici

vytvofili T-lymfocyty se specifickymi ribozymovymi prepinaci, které jsou citlivé na pfitomnost
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substance, ktera se testovacimu subjektu poddva. Pokud je pfitomen lék, prepinac je inaktivovan a
bunky do prostfedi produkuji cytokiny (ve vyzkumu cytokin IL-2). Cytokiny jsou malé signalni proteiny,
které maji vimunitnim systému Siroké spektrum funkci, cytokin IL-2 je pak protein produkovany
nékterymi bilymi krvinkami a stimuluje mnozZeni T-lymfocytl, pokud ale Iék pfitomen neni, ribozym
degraduje mRNA pro IL-2 a to potom vede k apoptdze rychle se mnoZzicich T-lymfocytl (Chen a kol.,
2010). Vyse uvedeny pfistup slibuje méné nakladné |ééebné postupy v onkologii, nebot nez aby
cytokiny byly pfidavany do organismu pfimo, je jejich hladina kontrolovana skrze regulaci jejich mRNA

pomoci ribozymovych RNA-prepinaca.

6 RNA-prepinace a RNA svet

Prevazujici predstavy dneska o vzniku Zivota pocitaji s tzv. RNA svétem. V tomto hypotetickém svété,
kde figuruji molekuly RNA coby sebereplikujici se agenti, je pro tyto agenty také nutna néjaka primitivni
forma regulace. Uz od doby objeveni RNA-pfepinacl se hovofilo o posileni hypotézy RNA svéta, nebot
byl nalezen dalsi klicovy molekularni mechanismus (tedy regulace exprese na zakladé pritomnosti
ligandu), ktery je zprostfedkovan pouze molekulou RNA. Hlavni impulz pro tvorbu této hypotézy je mj.
kosmopolitni pritomnost RNA a klicové role, které v organismech zastdvd. Model predpoklada
spontanni tvorbu RNA nukleotidl a retézcu; tyto retézce potom mohou zaujimat rlizné konformace

s rznymi funkcemi.

Hypotéza RNA svéta je predstavou o abiogenetickém vzniku Zivota, kterd vznik Zivota zafazuje do
rozhrani ednd hadaika a archaika, pfiblizné pred 3,8 — 4,2 miliardami let (Joyce, 1991). Hypotéza pocita
s pravidelnym stfidanim teploty v prostfedi. Navyseni teploty znamena rozvolnéni molekuly RNA, kdy
se na ni mohou Watson-Crickovskym parovanim navazat komplementarni, v prostredi jiz pfitomné
nukleotidy. Novy komplementacni fetézec se s opétovnym navysenim teploty od templatu disociuje a
tim se fetézce ,,mnoZzi“. ProtoZe tento zpUsob replikace je vysoce nepresny, je zde veliky potencidl pro
mutagenezi, a proto i pro primitivni formu pfirozeného vybéru a evoluci. Jednim z argumentd proti
této hypotéze mUze byt otazka po spojovani bazi do rfetézce po jejich navazani se na templat, nicméné
jiz pred vytvorenim hypotézy RNA svéta existoval model pro RNA-zprostiedkovanou replikaci RNA
(Cech, 1986). Dalsi prace pak ukazaly, Ze Izev laboratornich podminkach ndhodnymi mutacemi pomoci
PCR vytvofit ribozym schopny na templatové RNA vytvaret komplementarni RNA fetézec se spojenou
cukr-fosfatovou kostrou (Horning a Joyce, 2016). DalSim problémem pro hypotézu RNA svéta je sama
stabilita molekuly RNA. RNA narozdil od dvouretézcové DNA mUze ve vodném prostiedi hydrolyzovat

(Lonnberg, 2011) (obr. 14), coz znamena omezenou stabilitu RNA v pfirodé. RNA-prepinace tak ¢i onak

predstavuji zajimavé obohaceni této, dnes prevazujici, hypotézy o vzniku Zivota.
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7 Zaver

RNA-prepinace jsou specifické useky nékterych mRNA a pre-mRNA, které jsou schopny reagovat na
prostiedi. VétSinou na pfitomnost ligandu, ale také na teplotu, a to potom u nich vede ke zméné
konformace. Ta pak miZe mit zasadni vliv na regulaci genové exprese pomoci regulace transkripce,
translace, sestfihu nebo jinych molekuldrnich mechanismu. Vyzkum RNA-piepinactd je velmi slibnym
polem pro biologii jako takovou, biotechnologie a syntetickou biologii, protoZe se postupné
zdokonaluji zplsoby toho, jak vytvaret umélé RNA-prepinace, které mohou byt dal$im nastrojem pro

molekuldrné geneticky vyzkum, anebo mohou mit vyuZiti i v mediciné.
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