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Abstrakt

Vyroba proteinil ptedstavuje nepostradatelny ¢lanek v procesu genové exprese. Je
znamo mnoho kontrolnich mechanismt, které tento proces reguluji a pfizpisobuji
fyziologickym potifebam bunky. Ribozomy byly dlouho povazovany za standardizované stroje,
které translatuji mRNA vzdy stejné. Regulace translace byla podceniovana a stala ve stinu
specifické transkripce. Pouzitim novych pfistupti se podatilo prokéazat, ze ribozomy predstavuji
heterogenni populaci. Tim se odkryl mnohem §ir$i rozsah mechanismi pro kontrolu translace.
Heterogenita proptj¢uje ribozomim schopnost piednostni vyroby urcitych proteint.
Specializované ribozomy jsou tak dal$im néstrojem, ktery umoziiuje buiice pfizpiisobit se

podminkdm prostiedi a vyvojovému programu

Cilem této bakalarské prace je shrnout dosavadni poznatky a diskutovat vyznam

specializace ribozomu pro bunécné odpovédi.

Kli¢ova slova: regulace translace, heterogenita ribozomt, ribozomalni proteiny, ribozomalni

RNA, modifikace, specializované ribozomy



Abstract

Protein production constitutes an indispensable part of gene expression. Many control
mechanisms are known theat regulate this process and adapt it to physiological needs of the
cell. Ribosomes have long been considered as standardized machines that always translate
mRNA in the same way. Translation regulation was understimated and remained in the shadow
of specific trancription. Using new approaches, it has been shown that ribosomes represent a
heterogenous population. This revealed a much wider range of translational control
mechanisms. Heterogeneity gives ribosomes the ability to preferentially produce certain
proteins. Specialized ribosomes are thus another instrument that allows the cell to adapt to

environmental conditions as well as developmental program.

The aim of this bachelor thesis is to summarize the existing knowledge and discuss the

importance of ribosome specialization for cellular responses.

Keywords: translation regulation, ribosome heterogeneity, ribosomal proteins, ribosomal

RNA, modifications, specialized ribosomes
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Uvod

Ribozomy hraji klicovou roli v ptekladu genetické informace do efektorovych
molekul neboli proteinti. Jejich funkce je univerzalni napti¢ vSemi doménami Zivota na Zemi
(Simsek et al., 2017). Tento dimysIny stroj syntetizujici proteiny podle genetické informace
obsazen¢ v molekule mRNA pracuje s velkou pfesnosti a odpovida za zatazeni spravné
aminokyseliny do proteinu (jedna chyba na 10 000 aminokyselin). Ribozom ptedstavuje
velky komplex (n€¢kolik MDa) tvofeny ze dvou tfetin RNA (ribozomalni RNA, rRNA)
a jedné tretiny proteinu (ribozomalnich proteinti, RP) (Alberts et al., 2008).

Sestavovani ribozomt je vysoce komplexni a dynamicky proces, kterého se ucastni
vice nez 170 faktord. Tento proces je jednim z hlavnich metabolickych drah ve vSech
bunkach (Fromont-Racine et al., 2003). Ribozomy jsou produkovany v ohromném mnozstvi.
Typické eukaryoticka buiika obsahuje miliony ribozomu. Naptiklad kvasinky produkuji az
2000 ribozoml za minutu (T. M. Schmeing, 2013). Vyroba ribozomélni RNA (rRNA)
zaujimd podstatnou ¢ast z celkové transkripce v bunce. Odhaduje se, Zze cely proces
biogeneze ribozomu pokryva az 60% spotieby energie buiikou. Nemald ¢ast genomu je
vénovana genim rRNA, které jsou uspofadény asi ve 150 identickych tandemovych
repeticich. Kromé& rRNA genl patifi mezi vysoce exprimované i geny ribozomalnich
proteinti (RPG). Zajimavé je, Ze i u organizmii s malym poctem introni (kvasinky) vétSina
RPG obsahuje intron a podléhaji tak sestiihu pre-mRNA, coz je také energeticky narocny
proces. Biogeneze ribozomu tedy hraje vyznamnou roli v bunééném metabolismu (Warner,
1999).

Studium ribozomu je také dulezité z hlediska zdravotnictvi, jelikoz antibiotika jsou
Casto cilena na samotné ribozomy, kde dochazi k naruseni translace a tim omezeni rastu
patogennich bakterii (Ramakrishnan, 2002; Tenson & Mankin, 2006). Mutace v genech pro
RP nebo rRNA vedou k vaZnym onemocnénim, kterym se obecné fika ribozomopatie.
Napftiklad vrozena mutace v genu pro RPS19 zpisobuje syndrom zvany Diamondova-
Blackfanova anemie, pfi kterém selhdva kostni dien a pacient ma sniZzené mnoZstvi
erytrocytli (Narla & Ebert, 2010).

Ribozomy byly dosud povazovany za stabilni a strukturné neménné molekularni
stroje na nichZ probihd syntéza veSkerych bunécénych proteinti. Na ribozomy se nahliZelo
jako na homogenni struktury, které nerozliSuji translaci jednotlivych mRNA (Xue & Barna,

2012). Avsak nedavné publikace pfinesly zajimavé poznatky o ribozomech a jejich



odliSnych preferencich v translaci mRNA na zaklad€ jejich struktury. Ukdzalo se, Ze
ribozom mé mnohem variabilnéjsi slozeni, coz miize naznacovat novou dimenzi v regulaci
translace v zavislosti na fyziologickych nebo vyvojovych stavech (Filipovska & Rackham,
2013a; Kearse et al., 2011; Lilleorg et al., 2019; Shi et al., 2017; Simsek et al., 2017; Xue &
Barna, 2012).

Diive byla mira genové exprese pfikladana hlavné transkripci, zatimco dnes vime,
ze velké mnozstvi bunéénych proteint je vyznamnym dilem fizeno na transla¢ni urovni
(Barna, 2013). Mezi transkriptomem (souborem vSech mRNA v bufice) a proteomem
(souborem proteint v buiice) jsou vyznamné rozdily, které jsou v nékterych ptipadech dany
ribozomy a jejich schopnosti kontrolovat na transla¢ni irovni mnozstvi proteinti v burce.
Regulace na trovni translace umoziuje v reakci na podnét rychlou odpoveéd’ genil se stabilni
mRNA, ale nestabilnim proteinovym produktem. Je zndmo, Ze pokud u n€kterych gent neni
vyzadovana rychld odpovéd na podnét, maji stabilni mRNA apfedev§im proteiny
(Schwanhtiusser et al., 2011). Zajimavé je, ze u mysich embryonalnich bun¢k zmény
v hladinadch jadernych proteini z velké casti nejsou doprovazeny zmeénami v expresi

ptislusnych mRNA molekul (Lu et al., 2009).



1. Obecna struktura ribozomu

Ribozom je velka ribonukleoproteinova castice syntetizujici proteiny ve vSech burnikach.
Molekulu mRNA pouziva jako templat, aminoacyl-tRNA jako substrat a vyslednym
produktem je polypeptidovy fetézec (Green and & Noller, 1997; Ramakrishnan, 2002).
Kazdy ribozom se skldda zvelké amalé podjednotky, avSak slozeni jednotlivych
podjednotek je u prokaryot a eukaryot rozdilné. Obecna molekularni struktura ribozomu
byla popsana jiz zacatkem 70. let , avSak na rozlusténi struktury na atomarni urovni jsme si
museli pockat dalSich tficet let. Pfichodem 21.stoleti se poprvé objevily studie o struktuie
ribozomu s vysokym rozliSenim diky velkému pokroku v kryo-elektronové mikroskopii
(Ban et al., 2000; Frank, 1997; Van Heel, 2000). Kompletni struktura velké ribozomalni
podjednotky pii vysokém rozliseni na atomérni irovni v fadku n&kolika angstromt (A) byla
poprvé publikovana na Haloarcula marismortui (Ban et al., 2000) a mala ribozomalni
podjednotka z Thermus thermophilus (Wimberly et al., 2000). Ob¢ tyto publikace se staly
zakladem pro dalsi vyzkum ribozomalnich struktur. Prokaryoticky typ ribozomu, jako ma
naptiklad bakterie Escherichia coli, obsahuje ve své velké (50S) podjednotce 23S rRNA, 5S
rRNA a kolem 30 proteinti. Mala (30S) ribozomdlni podjednotka se skladd z 16S rRNA
a kolem 20 proteinti. Cely komplex (70S) je velky 2.5 MDa (Schmeing & Ramakrishnan,
2009). Slozeni eukaryotického ribozomu je ponékud odlisné, naptiklad velkd podjednotka
(60S) lidského ribozomu se sklada z 28S, 5S, 5.8S rRNA a 47 proteinii a mala (40S)
podjednotka z 18S rRNA a 33 proteini. Eukaryoticky typ ribozomu (80S) méa molekulovou
hmotnost 4.3 MDa (Khatter et al., 2015). Proti bakterialnimu ribozomu jsou tedy

Zastoupeni RP se u rlznych organismii muize liSit. Napiiklad u kvasinek velka
podjednotka ribozomu na rozdil od lidské neobsahuje ribozomalni protein eL.28 (Khatter et
al., 2015). AvSak ribozomy bakterii, eukaryot a archei sdileji fadu konzervovanych sekvenci
a struktur, coz vypovida o jejich spole¢ném evolu¢nim pivodu. Ribozomalni RNA je natolik
konzervovanou sloZzkou, Ze sekvence 18S (popf. 16S) rRNA je pouZivana pro sestavovani
fylogenetickych stromi (Field et al., 1988). VSechny organismy sdileji ,,spolecné jadro
ribozomt*, které je zodpovédné za deSifrovani RNA, pienos peptidu a translokaci tRNA

a mRNA (Rodnina & Wintermeyer, 2009).



1.1 RNA

Samotnd mediatorovda RNA mé schopnost ovliviiovat svou translaci pomoci
regulacnich prvki obsazenych v neptekladanych regionech (UTR) mRNA, nazyvanych cis
elementy. Mohou to byt napiiklad sekvencni a strukturni motivy nebo modifikace mRNA
(Obrazek 1). Asi nejznaméjsi je 5'cap (5 'methylguanosyltrifosfatova Cepicka) - struktura
nezbytna pro translaci vétSiny eukaryotickych a virovych mRNA. Takovda mRNA na 5 konci

obsahuje 7-methyl guanosin navazany pies tfi fosfatové skupiny na prvni nukleotid mRNA

......

.....

podjednotkou za vzniku aktivniho 80S ribozomu (Fraser & Doudna, 2007). Kromé¢ toho
5’cap struktura zvysuje stabilitu mRNA a usnadiiuje jeji transport (Varani, 1997).

Hairpin IRES

5 m7GpppN | UORF —— ORF —@— A, &

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Obrazek 1: Prvky mRNA ovliviigjici translaci. 5°cap a 3’poly-A podporuji iniciaci translace.
Sekundarni struktury blokuji translaci. IRES (vnitfni vstupni sekvence pro ribozom)
zprosttedkovavaji translaci nezavislou na 5’cap struktufe. uORF jsou negativnimi reguldtory
snizujici translaci z hlavniho ORF. Zelené ovaly symbolizuji vazebna mista pro proteinové nebo
RNA regulacni jednotky, které prevazné translaci inhibuji, ale v né€kterych ptipadech mohou ptisobit
pozitivné. (pfevzato z Gebauer & Hentze, 2004)

Studium virG je pifinosné z hlediska zajimavych poznatki o mechanismech
upravyjicich translaci mRNA (Walsh & Mohr, 2011). Velmi dobie charakterizovanym
prvkem diky znalostem transla¢niho systému u RNA virl je interni vstupni misto pro
ribozom (IRES element) umistény na 5"UTR mRNA. Jedna se o alternativni cestu iniciace
translace, ktera nevyzaduje 5 cap strukturu a je rozpoznavana specializovanym translaénim
translace (Fraser & Doudna, 2007). Kromé vir bychom IRES elementy nasli 1 v bunécné

mRNA. U lidi idajné existuji tisice takovych transkripti, které obsahuji regulacni prvky jak
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na S5'konci tak i3’konci. Navic mnoho transkriptd piimo interaguje s 18S rRNA
(Weingarten-Gabbay et al., 2016). Zajimavé je, Ze translace mnoha mRNA obsahujicich
IRES elementy je aktivovana stresem (Godet et al., 2019).

Ribozomalni RNA (rRNA) jsou integralni stavebni slozkou ribozomt. D4 se fici, ze
rRNA zde funguji jako tzv. ribozymy, které katalyzuji klicové kroky polymerace
aminokyselin béhem elongacni faze translace (Voorhees & Ramakrishnan, 2013). VétSina
rRNA vznika z 45S rRNA prekurzoru, transkribovaného RNA polymerazou I (Henras et al.,
2015). Jedind 5S rRNA je transkribovana RNA polymerazou III (Ciganda & Williams,
2011). Jednotky rDNA jsou uspofddany v tandemovych repeticich, coz je vzhledem
k vysoké spotfebé rRNA efektivnim feSenim, jak zajistit jejich hojnost (Sakai et al., 1995).
Prestoze rRNA jsou vysoce konzervované struktury, jsou také zdrojem ribozomalni
variability ato zejména v tzv. expanznich segmentech. Expanzni segmenty mohou mit

funkéni roli v kontrole translace (Fujii et al., 2018).

1.1.1 Post-transkripéni modifikace rRNA

Post-transkripéni upravé RNA podléhaji vSechny domény Zivota na Zemi. rRNA
patii k nejvice modifikovanych druhli RNA. Jejich modifikace mohou hrat vyznamnou roli
v heterogenité ribozomt, ale i v rezistenci na antibiotika. DileZitost t€chto uprav pro funkci
ribozomu byla prokazana u ftady organismii (Chow et al., 2007). Pfiblizné 95%
modifikovanych nukleotidii v ribozomech u E.coli (u kvasinek je to 60%) se vyskytuje ve
funkéné dileZitych oblastech, jako jsou mista A, P a E, oblasti obklopujici reakéni centrum,
vystupni kandl polypeptidu a mlistky mezi dvéma podjednotkami ribozomu. Tfemi hlavnimi
modifikacemi nukleotidii jsou konverze uridinu na pseudouridin (¥), methylace 2"OH
skupiny rib6ézy a modifikace bazi, nejcastéji pridani methylové skupiny v riznych polohach
baze (Obrazek 2) (Decatur & Fournier, 2002). Kromé téchto zdkladnich modifikaci je

znamo vice neZ 100 rlznych analogt Etyf standardnich nukleosidit RNA (Chow et al., 2007).
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Obrazek 2: Tii zakladni modifikace v rRNA. (a) methylace ribézy na 2'OH skuping, (b)

izomerizace uridinu na pseudouridin (), (c) modifikace baze v riznych polohach (Sipky), nejcastéji
methylace. (pievzato z Decatur & Fournier, 2002)



1.2 Ribozomalni proteiny

Ribozomalni proteiny patii k nejvice konzervovanym proteinim mezi vS§emi formami
zivota. Geny kodujici ribozomalni proteiny (RPG) se rozdéluji do dvou hlavnich skupin na
zéklad¢ lokalizace jejich proteinovych produkti na velké nebo malé ribozomalni
podjednotce. Pokud jsou RP soucasti velké ribozomalni podjednotky, jejich nazev zacina
pismeny RPL (ribosomal protein of large ribosomal subunit). Pokud jsou soucasti malé
ribozomalni podjednotky, jejich ndzev zafinad pismeny RPS (ribosomal protein of small
ribosomal subunit). Nasledn¢ jsou definovany pomoci ¢iselné fady (1-43). Néktefi autofi
oznaceni ,,RP*“ vynechavaji, takze zbyva pouze ,,L* + Cislo nebo ,,S* + Cislo (Ban et al.,
2014).

Studie na bakterialnich, eukaryotickych a archedlnich ribozomalnich podjednotkach
identifikovaly 40 riiznych proteinti v malé ribozomalni podjednotce (RPS). Z toho 15 RPS
ma svého homologa v prokaryotickych a eukaryotickych organismech. DalSich 7 proteinii
se nachazi pouze u bakterii. Archea a eukaryota maji spolecnych 27 homolognich RPS.
Eukaryota obsahuji 6 RPS, které nemaji zadného homologa v bakteriich ani Archaea
(Tabulka 2). Ve velké ribozomalni podjednotce bychom mohli najit kolem Sedesati riiznych
proteind (RPL). Z toho je 18 RPL spole¢nych pro bakterie, eukaryota a archea a 15 proteini
specifickych pro bakterie, zatimco pouze v archeich a eukaryotech se nachéazi 21
homolognich RPL. DalSich 7 RPL je jedine¢nych pro Eukaryota (Tabulka 1). Archea
nemaji zadné jedinecné RP v malé ani velké ribozomalni podjednotce. Pro rozliSeni RP
z riznych domén Zivota se pouziva malé pismeno ,,b* — bakteridlni, ,,e* — eukaryoticky +

archedlni nebo ,,u* — univerzalni (Ban et al., 2014).



Tabulka 2: Prehled RP malé ribozomalni Tabulka 1: Pfehled RP malé ribozomalni
podjednotky v bakteriich (B), archea (A) podjednotky v bakteriich (B), archea (A)

a eukaryotech (E). (pfevzato z Ban et al., 2014) a eukaryotech (E). (pfevzato z Ban et al., 2014)
New nomenclature for proteing from the small ribosomal Nomendature for proteins from the large ribesomal subunit.
e MNaw Taxenomic Bacteria Yaast Hurman
New Taxonomic Bacteria Yeast Human name® range’ nama name name
name” range name name name uL1 BAE = E L10A
bs1 B o1 — — uL2 BAE L2 L2 LB
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e54 AE - 54 54 aLB AE _ LTA
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bS6 B 56 = = ul10 BAE L10 PO PO
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us7? BAE 57 55 55 bL12 B L7412 _ _

eS7 E - s7 s7 ul13 BAE 113 L6 L13A
uS8 BAE S8 522 S15A al13 AE - L13 L13
eS8 AE - S8 S8 uL14 BAE L14 L23 L23
usa BAE S9 S16 516 al14 AE = L14 L14
usS10 BAE s10 S20 S20 uL1s BAE L5 L28 L27A
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o812 E B S12 P uL18 BAE L18 L5 L5

uS13 BAE s13 s18 s18 a1t AE - L18 118

uS14 BAE 514 529 529 o EE sk e e

uS15 BAE 515 513 513 hL50 B Lo - -

bS18 B 18 - - al20 E — 20 L184
uS17 BAE S17 S11 s bl B 151 - -

8517 AE - 817 817 i AE - L2 L=

bS18 B 518 = = w22 BAE 122 L7 L17

uS19 BAE 519 515 515 aL23 E _ L23 Loz
e519 AE - 819 519 ul23 BAE L23 L25 L23A
bS320 B 520 = = uL24 BAE L24 L26 L26
bS21 2} 521 - - al24 AE — L24 L24
bTHX 5} THX - - bL25 8 L25 = =

@521 E = 521 521 bL2T B L27 = =

eS524 AE = 524 S24 al 27 E = L27 L27

eS25 AE - S25 S25 bl28 B L28 = =

8526 E = 526 528 al28 E - - La8

2807 AE 3 ao7 o7 uL2g BAE 129 L35 L35

528 AE - 528 528 e - st ==

= AE _ S50 S0 ul30 BAE L30 L7 L7

531 AE - 531 S2TA ﬁ? g E a1 e 0

RACK 1 C - Asci RACK1 e o - . o

# b: bacterial, e: eukaryotic, u: universal. L3z ] L3z - -

* B: bacteria, A archaea, E: eukaryotes. e s - = fis
bL33 8 L33 = =
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1.2.1 Post-transla¢ni modifikace RP

Mnoho RP podléha post-translacnim tpravam. NejcastéjSimi modifikacemi RP jsou
methylace, fosforylace, acetylace (Ramagopal, 1991), ubikvitinace, modifikace
aminokyselinovych zbytkli, hydroxylace aneddvno objevend ufmylace (Guo, 2018).
Naptiklad E.coli ma Sest methylovanych RP, tfi acetylované, jeden methylthiolovany a jeden
s pfidanymi aminokyselinovymi zbytky (Nesterchuk et al., 2011).

Post-translacni modifikaci objevenou pouze u skupiny Metazoa je ufmylace, ktera je
podobna ubikvitinaci. Jedna se o reakci katalyzovanou n¢kolika enzymy, pii které je UFM1
(ubiquitin fold modifier 1) konjugovén k cilovému proteinu (Wei & Xu, 2016). Modifikace
UFMI1 hraje diilezitou roli ve funkci endoplazmatického retikula (Yinghua Zhang et al.,
2012) a v hematopoetickém vyvoji (Cai et al., 2015; M. Zhang et al., 2015). Na ribozomech
bylo identifikovano né¢kolik ufmylovanych proteinti, konkrétné jde o dva RP v malé
ribozomalni podjednotce (uS3 a uS10), jeden RP ve velké ribozomalni podjednotce (uL16)
slouzi ke koordinaci spojeni ribozomalnich podjednotek a k interakci s mRNA (Simsek et

al., 2017).

Obrazek 3: Lidsky 80S ribozom s oznacenymi pozicemi ufmylovanych proteintl. uS3 (zelend),
uS10 (oranzova), uL16 (modrd); pro lepsi orientaci je barevné vyznacena mRNA (Cervend) a eEF2
(Cerna). rRNA je znazornéna svétle modrou (60S) nebo zlutou (40S) barvou. (pfevzato z Simsek et
al., 2017)

Ubikvitinace se podili na velkém poctu biologickych procesi. Jedna se o proces kdy
je molekula ubikvitinu pfipojena prostiednictvim karboxylové skupiny kaskadou

enzymatickych reakci k cilovému proteinu (Nath & Shadan, 2009). U kvasinek podléha



ubikvitinaci protein Rpl28. Uroveii jeho ubikvitinace zavisi na bundéném cyklu, nejvyssi je
béhem s faze. Je zajimavé, Ze siln¢ ubikvitinované ribozomy jsou aktivnéjsi v translaci in
vitro (Spence et al., 2000).

Post-translacni modifikace RP methylaci muze regulovat translaci mRNA.
Pozoruhodny ptfipad methylace regulujici translaci miizeme pozorovat u hlenky
Dictyostelium discoideum. Vegetativn¢ rostouci builky za nepfiznivych podminek
prechézeji do vyvojové faze, ktera vede ke vzniku spor. Béhem tohoto vyvoje D. discoideum
dochazi k drastickému poklesu v expresi RP. Ukazalo se, Ze translace RP mRNA byla
specificky sniZzena zablokovanim iniciace béhem prvni poloviny vyvojového cyklu (Steel &
Jacobson, 1987). Tento jev zplsobuji malé ribozomdlni podjednotky obsahujici
methylovany protein S24. Ty se vazou na sekven¢ni element v 5’UTR mRNA RP a blokuji
podminky vhodné pro vegetativni rtst. V pozdéjsi fazi vyvoje je methylovan protein S31,
coz vede k rychlé degradaci RP mRNA. Nacasovani tohoto jevu koreluje s okamzikem, kdy
se vyvojovy cyklus stdva nezvratnym — bunky nelze navratit do faze vegetativniho ristu

(Mangiarotti & Giorda, 2002).

1.2.2 Paralogické izoformy RP

Ribozomalni proteiny jsou vyjimecné tim, Ze geny, které je koduji, se Casto vyskytuji
ve dvou kopiich, které vznikly duplikaci ancestralniho genu béhem evoluce. Tyto kopie jsou
tedy navzajem paralogni. Sestavovani ribozomu z riznych paralognich proteinii zvySuje
jejich variabilitu a moznost se funkéné odlisit. Tento paralog-specificky model zvany
»rbozomalni kéd* naznacuje, Ze paralogy RP mohou regulovat specifické fyziologické
procesy (Komili et al., 2007). Naptiklad kvasinka Saccharomyces cerevisiae ma v disledku
duplikace celého genomu pied 100 miliony lety pro 59 ze 78 RP duplikované geny, které ve
vetsing piipada koduji identické nebo velmi podobné proteinové produkty (Kellis et al.,
2004). Delece nékterych téchto gent vede k snizeni translace, zpomaleni rlstu a rezistenci

proti stresu ER (Steffen et al., 2012) .
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2. Bunéc¢na uloha ribozomu

Geneticka informace vétSiny organizmu je ulozena v DNA, kterd je piepisovana do
mediatorové RNA (mRNA) procesem transkripce. Béhem translace je mRNA vyuzita jako
Sablona pro pieklad genetické informace do sekvence aminokyselin. Tento proces
zprostiedkovava ribozom. Syntéza proteinti se prizpusobuje fyziologickym potfebam bunky
a signalim pfijimanym z jejiho okoli. Proto musi mit builka moZznost citlivé a pfesné
regulovat expresi svych genii. Koordinace mezi jednotlivymi kroky genové exprese je

zasadni pro vytvoreni efektivni metabolické sit¢ (Sauert et al., 2015).

T | 55 RNA ﬁ
. :_—'79+

N\
Export E:(porr
,r

tRNA Q ol}peptlde
GTP 805 ribosome
-Fr\e405 .—»'f/; IS\ AARAA
5'm7GTP- cap mRMNA

Protein 5) nrhesu

Obrazek 4: Schéma biogeneze ribozomu. Biogeneze ribozomu zahrnuje syntézu a import RP do
jadra, syntézu a maturaci rRNA v jadérku sestaveni ribozoma’tlnich podjednotek a jejich export do

.....

.....

komplex s mRNA. Nakonec se 48S komplex spoji s Velkou ribozomalni podjednotkou 60S za vzniku
finalniho 80S komplexu. NCL1, nukeolin; rDNA, ribozomalni DNA; NPM1, nukleofosmin; RPL,
proteiny velké ribozomalni podjednotky; RPS, proteiny malé ribozomalni podjednotky. (pfevzato
z Van Riggelen et al., 2010)
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2.1 Biogeneze ribozomu

Biogeneze ribozomu zahrnuje nékolik koordinovanych krokd jako je syntéza
a maturace rRNA, syntéza RP a jejich zpétny import do jadra. Maturace eukaryotické rRNA
probiha v jadérku, specializovaném kompartmentu uvniti jadra. V jadie jsou vSechny
komponenty sestaveny do velkych a malych ribozomélnich podjednotek a ty se nasledné
transportuji do cytoplazmy (Rodnina & Wintermeyer, 2009). Ob¢ podjednotky se dale vazi
na mRNA za vzniku 80S ribozomu a spusti se translace (Obrazek 4) (Arabi et al., 2005;
Doudna & Rath, 2002; Grandori et al., 2005).

2.2 Translace

Pii procesu zvaném translace se na ribozomech preklada sekvence nukleotidl
v mRNA do polypeptidového fetézce. Tento proces vyzaduje vysokou piesnost a rychlost,
kterou krom¢ samotného ribozomu zprosttedkovavaji také dalsi proteinové faktory, casto
podléha regulaci (Ramakrishnan, 2002). Dale se podrobnégji zaméfim na proces translace
typicky pro eukaryota.

Eukaryoticky translacni apardt je tvofen samotnym ribozomem, mRNA,
faktort translace. Kromé toho je nutna pfitomnost GTP, ATP a samoziejm¢ aminokyselin.
Ribozomy obsahuji tfi vazebna mista pro tRNA, A-misto pro vazbu aminoacyl-tRNA, P-
misto pro vazbu peptidyl-tRNA a E-misto (exit), kudy vystupuji prazdné tRNA (Murray et
al., 2009). Iniciacni faktory elF2, elF3, tRNA (Met-tRNA) a GTP se nejprve spoji s malou
ribozomalni podjednotkou. Klicovym krokem k iniciaci translace je vazba fosforylovaného

elF4E, diky kterému se mRNA vaze prostiednictvim 5 'methylguanosyltrifisfatové cepicky

.....

.....

et al., 2009). Nakonec se 48S komplex spoji s 60S ribozomalni podjednotkou, tento krok
vyzaduje hydrolyzu jedné molekuly GTP. Vysledkem je funkcni 80S ribozom s Met-tRNA
v P-mist€ a vSe je pfipraveno k zah4ajeni elongace (Van Riggelen et al., 2010) (Obrazek 4).

Iniciace translace nezavisld na 5 cap strukture mRNA je zprosttedkovana pres IRES (vnitini
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misto pro vstup ribozomu) v 5'UTR oblasti mRNA. IRES sekvence obsahuji piredevsim
transkripty, které jsou preferencné translatovany béhem mitozy (Qin & Sarnow, 2004).

Elongace je cyklicky proces, ktery zahrnuje zafazeni aminoacyl-tRNA (aa-tRNA) ke
kodonu na mRNA, tvorbu peptidové vazby a translokaci komplexu tRNA-mRNA, ktera
posouva peptidyl-tRNA z mista a do mista P na dalsi kodon ve sméru 5'— 3’. Tyto kroky
jsou katalyzovany elonga¢nimi faktory (EF) (Rodnina & Wintermeyer, 2009). Elongaéni
faktor eEF1A vytvofi ternarni komplex s GTP a vstupujici aa-tRNA. Za soucasné hydrolyzy
GTP na GDP a uvolnéni eEF1A se pfislusna aa-tRNA vaze do mista A. Aminoacyl -tRNA
v misté a vytvori peptidovou vazbu s peptidyl-tRNA v misté P (Murray et al., 2009). V misté
P zbude deacylovana tRNA a v misté a peptidyl-tRNA, kterd je prodlouzena o jednu
aminokyselinu. Centrum peptidyltransferazové reakce na velké ribozomalni podjednotce je
tvofeno vysoce konzervovanymi prvky rRNA se spolenymi rysy u eukaryot a prokaryot
(Beringer & Rodnina, 2007). 28S rRNA (23S rRNA u prokaryot) funguje jako
peptidyltransferaza, coz potvrzuje vyznamnou funkci rRNA v procesu syntézy proteinti. V
dalsim kroku se vaze EF2 adochazi k translokaci mRNA atRNA. Prazdna tRNA se
pfesouva do mista E, odkud ribozom opousti a peptidyl-tRNA vstupuje do mista P.
Hydrolyzou dal§i molekuly GTP na GDP dochazi k posunu mRNA na ribozomu o jeden
kodon. Do mista a se opét mlize vazat ternarni komplex eEF1A - GTP - aa-tRNA a cely
cyklus se opakuje, dokud nepftijde signal k terminaci. Eukaryoticky ribozom je schopen
béhem jedné sekundy zatadit az Sest aminokyselin do vznikajiciho polypeptidu, prokaryota
dokonce 18 aminokyselin (Murray et al., 2009).

KdyZz do mista avstoupi terminacni (stop) kodon na mRNA, je rozpoznan
komplexem uvolnujicich faktori RF a elongacni cyklus je zastaven. GTPaza RF3 svou
spole¢né s peptydyltransferazou hydrolyzuje vazbu mezi peptidem a tRNA (Koutmou et al.,
2014). Do rostouciho polypeptidu je misto nové aminokyseliny navdzana molekula vody,
dojde uvolnéni polypeptidu a translacni aparat disociuje. Jednotlivé komponenty jsou
pouzity pro syntézu dal$iho proteinu. Proteosyntéza je rychly proces vyzadujici pomérné

velké mnoZstvi energie (Murray et al., 2009).

2.2.1 Regulace translace

ProtoZe iniciace translace je krokem, ktery nejvice urcuje rychlost syntézy proteinti,

je takeé klicovym bodem regulace translace (Jackson et al., 2010). Dtive byl kladen diraz na
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regulaci genové exprese pfedevsim na Grovni transkripce a vliv translace byl podhodnocen.
Tento pohled se dramaticky zménil adnes vime, Ze hladiny mRNA nemuseji nutné
odpovidat mnozstvim jejich proteinovych produkti. Tato post-transkripéni regulace je
pripisovana vlastnostem samotné mRNA a riznym proteinovym a RNA faktortim, jako jsou

malé RNA a RNA vazebné proteiny (Glisovic et al., 2008; Kuersten et al., 2013).

Regulaci translace I1ze rozdé¢lit na globalni kontrolu (ve které je regulovana translace
veétsiny mRNA v buiice) a na kontrolu specifickou pro ur¢it¢ mRNA. V ramci globalni
roli proteinové komplexy rozpoznavajici konkrétni prvky na mRNA. Translaci mRNA lze
regulovat napiiklad pomoci miRNA, které casto hybridizuji s 3’'UTR mRNA sekvenci
(Gebauer & Hentze, 2004).

Molekula mRNA obsahuje typicky né€kolik kli¢ovych strukturnich a regulacnich
sekvenci. U eukaryot to jsou 5’cap struktura (5 methylguanosyltrifosfatova cepicka),

3'poly-A konec, IRES a kratké oteviené cteci rdimce (WORF sekvence) (Obrazek 1). Iniciace

.....

.....

(poly-A vazajici protein). Cela transkrip¢ni jednotka tak mize cirkulovat, oba konce mRNA
jsou v tésné blizkosti, ¢imzZ se do regulace translace mize zapojit i sekvence na 3’konci
mRNA (Gebauer & Hentze, 2004). Alternativni zpiisob iniciace translace, nezavisly na

S’cap struktuie, je zprostiedkovan pies IRES, které navadéji ribozomalni komplexy

.....

2.3 Extra-ribozomalni funkce RP

Rada RP plni v buiice ijiné nez ribozomalni funkce. Podileji se napiiklad na
transkripci genil a translaci mRNA mimo samotny ribozom (Wool, 1996). Samotné RP jsou
jakymsi prostiedkem pro sebehodnoceni bunécného stavu a spolupracuji s drahou p53. Hraji
roli v apoptdze, opravach DNA a jeji transkripci (Warner & MclIntosh, 2009). Ribozomélni
proteiny Casto obsahuji funkéni motivy, jako naptiklad zinkové prsty umoznujici vazat se na
DNA/RNA, coz umoznuje jejich sekundarni vyuziti (Lindstrém, 2009).

K objevu jedné z prvnich neribozomalnich funkci RP doSlo u bakteriofaga A, ktery

vyuziva protein N pii transkripci svych genl. Tento systém se skladd z komplexu
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hostitelskych Nus faktorti, faigového proteinu N (AN) a nut oblasti v genomu faga (BoxA
sekvence) (Li et al., 1984). Soucasti tohoto komplexu je ribozomalni protein S10, ktery
predstavuje jeden z Nus faktorti (konkrétné NusE). Ptitomnost proteinu S10 je dulezita pro
aktivaci proteinu AN, ktery podporuje anti-terminaci fagovych transkript (Friedman et al.,
1981) (Obrazek 5). Anti-terminacni systém N v E. coli normaln¢ zodpovida za prodlouzeni
transkripce geni rRNA v operonech, kdy protein S10 tvoii stabilni komplex s dal$imi Nus
faktory (NusB) ama zvysenou afinitu k RNA (rRNA obsahujici anti-terminac¢ni motiv
BoxA) (Luo et al., 2008; Weisberg, 2008). Podobnou roli pii anti-terminaci ribozomalni
a neribozomalni RNA hraje RP S4 (Torres et al., 2001).

RNA

AN

RNAP

Obrazek 5: ZjednoduSeny model anti-terminaéniho komplexu bakteriofaga A. Vazba
antiterminancich faktor AN, NusB-S10 na BoxA a BoxB RNA (€erny obdelnik a vlasenka). Pti anti-
terminaci zprosttedkovanou proteinem AN se do vazebného mista BoxB vaze protein AN a do BoxA
komplex NusB-S10. Sedy ovlal predstavuje RNA polymerazu (RNAP). (pievzato z Weisberg, 2008)

Pro spravnou funkci proteosyntetického aparatu je dilezité vyvazit mnozstvi jeho
jednotlivych slozek. E. coli tento problém feSi mechanismem zpétné vazby. Nadbytecny RP
se vaze na vlastni mRNA a blokuje jeji translaci, ¢imZ se vyrovnava pomér RP ku rRNA
(Nomura, M., 1984).

Nékteré¢ RP maji schopnost ovliviiovat expresi vlastniho genu. Naptiklad paralogni
geny RPL22A a RPL22B z kvasinky vzajemné inhibuji expresi svych gend tim, ze brani
sestfihu intronu (Abrhdmova et al., 2018).

Studium genli pochézejicich z octomilky Drosophila melanogaster ukazalo, Ze
nadmérnd exprese proteinu L22 zptlisobila pokles transkripce stejnych gend, které byly
potlaceny 1 pfi nadprodukci histonu H1. Naopak pii nedostatku RPL22 doSlo ke zvySeni

transkripce téchto genii. Protein L22 spolecné€ s histonem H1 interaguji s chromatinem
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a napomahaji jeho kondenzaci. To naznacuje, Ze proteiny L22 a H1 hraji roli v regulaci
transkripce (Ni et al., 2006).

Defekty syntézy ribozomalnich slozek mohou vést k zastaveni bunécného cyklu
a apoptoze prostiednictvim extra-ribozomalnich funkci RP. Protein MDM2 je E3 ubikvitin
ligaza, kterd katalyzuje ubikvitinaci p53 vedouci k jeho rychlé degradaci (Vazquez et al.,
2008). Ukazalo se, ze 16 riznych RPL (Liu et al., 2016) se potencialné mize vazat na MDM?2
a omezovat jeho funkci, coz by vedlo k akumulaci p53 a zastaveni bunécného cyklu nebo
k apoptoze (Dai et al., 2004; Lohrum et al., 2003; Marechal et al., 1994; Zhang et al., 2003).
Tato interakce RP-MDM?2 mtiZe nastat v pfipadé¢ stresu na trovni biogeneze ribozomu. RP
tedy miize buiika vyuzivat jako signalni proteiny, které upozoriiuji na ribozomalni stres
(Bursac et al., 2014).

Obrovsky vyznam RP v jejich extra-ribozomdlnich funkcich se pfipisuje vyvoji
rakovinnych onemocnéni. VSeobecné vsechna rakovinnd onemocnéni se vyznacuji
nekontrolovatelnou proliferaci, coz je proces naro¢ny ribozomalni aktivitou (Hanahan &
Weinberg, 2011). Proti tomu buiika bojuje pomoci mechanismii, které zabraiuji
nekontrolovatelné proliferaci a transformaci v nddorovou buniku. V disledku zvysené
proliferace se tvoii nadbytek RP, které pak mohou interagovat se zminénym MDM?2
proteinem, coz vede k aktivaci drahy tumor supresorového proteinu p53, ktera zastavuje
bunéény cyklus a dava bunice Cas na reparaci (Obrazek 6). To naznacuje, Ze biogeneze
ribozomil hraje ustfedni roli ve stresové bunécné reakci vCetné onkogennich signalnich
procesti a muze rozhodovat o osudu bunky (Liu et al., 2016).

Kromé vysSe uvedenych piikladii zastavaji RP celou Skdlu nejriznégjSich dalSich

bunéénych funkci. N&které z nich shrnuje Tabulka 3.
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Cell growth Cell growth inhibition
stimulation Ribosomal perturbation
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MDM2 activation MDM2 inhibition
P53 inhibition p53 activation
cell growth & proliferation cell cycle arrest

Obrazek 6: Schematicky model funkce drahy L11-MDM?2-p53. Protein L11 se pfednostné vaze do
velké ribozomalni podjednotky 60S. Volny protein MDM?2 je aktivni a inhibuje protein p53, coz
vede k bunéénému ristu a proliferaci. Pii ribozomalnim stresu se protein L11 uvolnuje do
nukleoplazmy, vaze se na MDM?2 a blokuje jeho aktivitu. Protein p53 je aktivni a bunécny cyklus se
zastavuje. (pfevzato z Zhang et al., 2003)

Tabulka 3: Ribozomalni proteiny s extra-ribozomalni funkci. (Lindstrém, 2009; H. Lu et al.,
2015; Warner & Mclntosh, 2009b; Wool, 1996)

Ribozomalni protein Extra-ribozomalni funkce
L4 Inhibice transkripce z S10 operonu
L30, S14, .12, S13 Inhibice sestiihu vlastni mRNA

L5, L22, .23, S7, L11 Akumulace p53 pomoci inhibice MDM?2

L26 Podpora translace p53
RACK1 Bunécna signalizace
S20, L6 Ovliviiyje transkripci RNA polymerazou I11
L22 Interaguje s RNA EBER-1 (viru EB)
Vaze histon H1
S3 DNA endonukleaza
L7 SnoRNP

S10, S4, L3, S20, L13 Anti-terminace transkripce
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2.4 Ribozomopatie

Mutace RP a defekty v biogenezi ribozomt vedou k vdznym klinickym syndromtim
zvanym obecn¢ ribozomopatie. Néktera postizeni jsou tkanové specifickd. Je to zptsobeno
rozdily ve sloZeni ribozoml mezi tkanémi a mife translace jednotlivych mRNA (Farley-
Barnes et al., 2019). Ribozomopatie maji ruzné klinické projevy, nejcastéjsimi z nich je vSak
selhani kostni diené, kraniofacidlni defekty a jiné kostni poruchy (Narla & Ebert, 2010).
Mezi ribozomopatie patii napiiklad Schwachmantiv-Diamondiv syndrom, dyskeratosis
congenita, syndrom hypoplastickych chrupavek a vlast, Treacher-Collins syndrom (Liu &
Ellis, 2006) nebo Myelodysplasticky syndrom (MDS) (Ebert et al., 2008). Nejvice
studovanou poruchou RP je Diamondova-Blackfanova anemie (DBA). Jedna se o
autozomaln¢ recesivni syndrom poruchy kostni dfen¢, projevujici se nedostatecnou tvorbou
erytrocytl doprovazeny dal§imi malformacemi téla. Prvnim identifikovanym genem
spojenym s DBA byl RPS19, ktery mé klicovou regulacni roli v erytropoéze (Draptchinskaia
et al., 1999). V nasledujicich letech byly v souvislosti s DBA odhaleny mutace i v dalSich
RPG (RPS19, RPL5, RPS26, RPL11, RPL35A, RPS24, atd.) (shrnuto v Da Costa et al.,
2018).

Jiz vySe bylo uvedeno, Ze draha p53 poskytuje kontrolni mechanismus pro translaci
proteinti aje aktivovana defekty v biogenezi ribozomu. Tato draha souvisi s mnoha
klinickymi projevy ribozomopatii. Piedpokldda se, Zze haploinsuficience nékterych RP
narusuje biogenezi ribozomil. Dochazi k akumulaci volnych RP, diky selektivnimu zvySeni
translace RP mRNA obsahujici 5"TOP (5 oligo pyrimidinovy motiv) (Fumagalli et al., 2009;
Meyuhas, 2000). Zajimavy osud maji proteiny Rpl5 aRplll. Na rozdil od jinych
akumulovanych RP tyto dva proteiny selektivné unikaji degradaci proteazomem. Volné
proteiny Rpl5 a Rpll1 se pak mohou vazat na MDM2 (represor p53) a zastavovat bunécény
cyklus (viz kapitola 2.3 a Obrazek 6). Konkrétni mechanismus, jak proteiny selektivné
unikaji degradaci proteazomem dosud neni znam (Bursa¢ et al., 2012).

Krom¢ drahy RP-MDM2-p53 miize mit haploinsuficience RP vliv ina dalsi
mechanizmy. Jako pfiklad uvedu rovnovahu mezi hemem a globinem. Erytroidni linie bunék
se vyznacuji zvySenou rychlosti proliferace a k tomu potiebuji vysoce efektivné vyrabét
coz vede k pfebytku volného hemu, ktery v buiice vyvolava oxidativni stres a naslednou

hemolyzu (Narla & Ebert, 2010).
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Ribozomadlni defekty také zvySuji riziko rakoviny (u nékterych az 200x vyssi)
(Sulima et al., 2019) (Obrazek 7). T-prekursorova akutni lymfoblasticka leukémie (T-ALL)
je spojena s mutaci R98S v proteinu RPL10. Dochézi pii ni k akumulaci ROS v dasledku
zvysené exprese peroxisomalnich enzymi, coz zpusobuje builkam oxidativni stres
a zhorSeni proliferace lymfoidnich bunék. Buiiky s mutaci RPL10 R98S jsou v§ak odolng;si
k oxidativnimu stresu. Maji totiz vyS$i expresi anti-apoptického proteinu Bcl-2 diky
selektivni translaci zavislé na IRES vjeho mRNA. Timto zplisobem builka unika
programované bunécné smrti a stava se z ni potencialni nadorova buitka (Kampen et al.,
2019).

Studium patologie RP a biogeneze ribozomu je dulezité pro pochopeni jejich
vyznamu v organismech vcetné Clovéka. Tato snaha v budoucnu milze vést k novym

a efektivnéj$Sim moznostem 1écby ribozomopatii a nasledné nekterych typt rakoviny.

RPL23A
Uterus cancer

Colorectal cancer Gastric cancer

RPL22
T-ALL Endometrial cancer

/ TALL RPL5
Glioblastorma

Obrazek 7: Tlustrativni schéma RPG, jejichZ somatické recidivujici mutace nebo delece zvySuji
riziko rakoviny. Velikost pisma je umérna vyskytu mutaci a deleci RP, které byly popsany u riznych
typti rakovin. Procenta vyjadiuji podil vyskytu defektti RP u pfislusného typu rakoviny (oznaceno
barevnou legendou). CLL, chronicka lymfocytarni leukémie; T-ALL, T-prekursorova akutni
lymfoblasticka leukémie. (pievzato z Kampen et al., 2020)

19



3. Specializované ribozomy

V padesatych letech minulého stoleti ribozom poprvé spatiil a popsal nositel Nobelovy
ceny George Emil Palade (Palade, 1955) . Jiz o par let pozd¢ji Palade na zéklad¢ pozorovani
malych zmén ve tvarti ribozomi piiSel s myslenkou, ze by ribozomy mohly byt heterogenni
struktury. Od ptivodni hypotézy ,,jeden gen — jeden ribozom — jeden protein“ se rychle
upustilo s pfichodem fady experimentt ukazujicich, Ze jeden ribozom dokaze syntetizovat
rizné proteiny (Brenner et al., 1961). Dalsich nékolik desetileti dominoval pohled na
ribozomy, jako na homogenni stroje bez regulacni funkce, které pasivné syntetizuji proteiny
(Genuth & Barna, 2018Db).

Postupné prichdzely vysledky, které smétovaly k mySlence o existenci
specializovanych ribozomu. Jednim z prvnich diikazt bylo studium ribozoma u hlenky
Dictyostelium discoideum, kde byly zjiStény zmény ve slozeni RP béhem piechodu
z jednobunécného do mnohobunééného stddia (Ramagopal, 1990; Ramagopal & Ennis,
1981). Také byla odhalena diferencidlni exprese RP paralogii podle typu rostlinného pletiva
u husenicku Arabidopsis thaliana abrukve Brassica napus (Whittle & Krochko, 2009;
Williams & Sussex, 1995). VSeobecné mnoho vyzkumi poukazuje na paralogni RP, které
by mohly hrat zasadni roli ve specializovanych ribozomech (Komili et al., 2007; Kong et al.,
2019; Mageeney & Ware, 2019; Yong Zhang et al., 2013). V poslednich n¢kolika letech
byly vyvinuty moderni technologické pfistupy, které ndm umoZziuji detailné zkoumat
fyzikalni heterogenitu jednotlivych ribozomt (shrnuto v Genuth & Barna, 2018).

Byla navrzena hypotéza, ze ribozom pracuje jako ,,ribozomovy filtr*, ktery si vybira
svily mRNA substrat k translaci. Zda se, Ze iniciace translace je klicovym okamzZikem, pro
stanoveni rychlosti translace a jeji regulace. Pro zahdjeni translace je tfeba, aby doslo
k interakci mezi mRNA a malou ribozomalni podjednotkou (Mauro & Edelman, 2002). Jiz
dlouho je zndm mechanizmus, ktery tuto interakci umoZnuje. VétSina transkripti RNA
polymerézy Il je na 5 'konci modifikovana 7-methyl guanosintrifosfatovou cepickou (5 cap)
translace (podrobné popsano viz kapitola 2.2) také chrani mRNA pied degradaci bunéénymi
enzymy, jako jsou nukleazy nebo fosfatazy (Shatkin, 1976). Rada pozorovani naznacila, Ze
pro zahdjeni translace miZze mRNA interagovat se samotnymi ribozomalnimi
podjednotkami. To by znamenalo, ze ribozomalni podjednotky mohou ovlivnit translaci

pomoci odlisné interakce se specifickymi mRNA. Tato pozorovani podporuji hypotézu
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ribozomového filtru, neboli ribozomem zprostfedkovanou selektivitu translace mRNA
(Obrazek 8).

Jednim z potencialnich mechanizmu vysvétlujici interakci mRNA s ribozomalnimi
podjednotkami by mohla byt piima interakce mRNA s rRNA. Velké mnozstvi mRNA
obsahuji sekvence, které¢ jsou komplementarni k 18S nebo 28S rRNA (Mauro & Edelman,
1997). Zda se, ze mezi komplementaritou a translaci existuje urcitd korelace. Nékteré
komplementarni useky translaci tlumi, jiné ji zesiluji (Hu et al., 1999; Tranque et al., 1998).
Krom¢ interakci mRNA-rRNA hypotézu ribozomového filtru siln€¢ podporuje heterogenita
ve slozeni RP vribozomech v riznych bunéénych typech nebo vyvojovych stadiich
(Filipovska & Rackham, 2013b; Genuth & Barna, 2018a; Kondrashov et al., 2011; Lilleorg
etal., 2019).

408 subunit
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Obrazek 8. Schematické zobrazeni ,,ribozomalniho filtru“. Mala ribozomalni podjednotka 40S je
znazornéna Sedymi ovaly. Podjednotka a obsahuje dvé vazebna mista pro mRNA (zelené a Cervené).
Podjednotka B ma pouze jedno vazebné misto pro mRNA (zelené) a druhé je schované. Obdobné
podjednotka C ma jedno vazebné misto pro mRNA (Cervené) a druhé je schované. Tti typy mRNA
maji tii rizné sekvence: (1) neobsahuje zadné prvky, které by se vazaly na ribozomalni vazebna
mista, (2) obsahuje sekvenci (zeleny box), ktera zvySuje iniciaci translace vazbou do zelené¢ho
ribozomalniho vazebného mista, (3) obsahuje sekvenci (Cerveny box), ktera blokuje iniciaci translace
vazbou do ¢erven¢ho ribozomalniho vazebného mista. Mnozstvi exprimovaného proteinu riznymi
kombinacemi mRNA a ribozomalni podjednotky jsou reprezentovana velikosti Cernych pruhi.
Translace mRNA (1) je zavisla na 5'cap struktufe aje translatovana se stejnou ucinnosti na
ribozomalnich podjednotkdch A, B a C. Translace mRNA (2) je zvySena na ribozomalnich
podjednotkach a a B, jelikoz obsahuji pfislusné vazebné misto pro mRNA. Translace mRNA (3) je
inhibovana na ribozomalnich podjednotkach a a C, jelikoz obsahuji pfislusné vazebné misto pro
mRNA. (pfevzato z Mauro & Edelman, 2007)
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3.1 Specializované ribozomy reguluji translaci mRNA

Exprese stovek mRNA, které jsou zakladem tkanové specifickych vyvojovych
procest, je regulovana na urovni translace (Fujii et al., 2017). Translacni aparat je schopen
se specializovat na urcité skupiny substratt. Naptiklad ribozomy obsahujici RPL10 nebo
RPS25 ptednostné piekladaji nékolik stovek transkriptlh véetné mRNA kodujicich klicové
komponenty fidici metabolismus, bunécny cyklus a vyvoj v ramei jednoho typu bunék. Oba
tyto RP se nachazeji pobliz vystupniho kandlu mRNA na ribozomu. Ukéazalo se, ze RPL10
fyzicky interaguje s IRES elementy v 5'UTR na ptekladané¢ mRNA a zprostiedkovava tak
funkci téchto cis-regulac¢nich prvki. Jelikoz ne vSechny transkripty, které byly preferencné
prekladany ribozomem obsahujici RPL10, obsahovaly znamé IRES, vyvstava otazka, jaké
dals$i neznamé cis-regulacni prvky mohou poskytovat preferencni translaci na ribozomech
(Shi et al.,, 2017). Obdobné RPS25 iniciuje translaci pomoci IRES, tedy zplsobem
nezavislym na 5 cap struktufe. Neptitomnost RPS25 vede k ignorovani takovych IRES, ale
nema vliv na translaci zavislou na 5'cap struktuie mRNA (Hertz et al., 2013). Existuje
mnozstvi dikazl, ze IRES elementy jsou dulezité k udrzeni exprese specifickych proteini
béhem patofyziologickych stavil, pfi nichZ je narusena translace zavisla na 5’ cap (Spriggs et
al., 2008).

DalSim zajimavym ptfikladem specifické translace je mistné specifickd translace
mRNA v polarizovanych buiikach. Pfi oogenezi u octomilky je translace deponovanych
matefskych mRNA omezena na definovand mista v bufice, ¢imz se vytvafi proteinovy
gradient fidici rand embryondlni stddia vyvoje (Johnstone & Lasko, 2001). Dal§im

podobnym piikladem mtize byt lokalni translace na synapsich neuroni (Richter, 2001).

3.2 Urovné ribozomalni heterogenity

Ribozomy se od sebe mohou liSit na trovni rRNA nebo RP (Lilleorg et al., 2019).
Tuto heterogenitu mizeme uspotfddat do sedmi kategorii. Z hlediska rRNA to jsou
modifikace rRNA a sloZeni jednotlivych rRNA v ribozomu. Proteinova slozka ribozomil je
rozmanitéjsi: lze ji studovat z hlediska zastoupeni jednotlivych RP, pfitomnosti jejich
paralogickych izoforem, stechiometrie a modifikaci RP. Dalsi kategorii jsou proteiny

asociované s ribozomy (Obrazek 9) (Guo, 2018).
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Obrazek 9: Piehled sedmi kategorii heterogenity ribozomu. (pfevzato z Guo, 2018)

3.2.1 Heterogenita ribozomii na urovni RNA

Heterogenita TRNA muze také pfispivat ke specializovanym funkcim ribozomd.
Béhem evoluce se rRNA vyvijela au né€kterych organismii dnes existuje vice variant.
Nejvyraznéjsi zmény se nachdzeji v expanznich segmentech rRNA, které jsou umistény na
povrchu ribozomu. Tyto expanzni segmenty mohou interagovat s dalSimi komponenty
a spole¢né ovliviiovat translaci (Fujii et al., 2018; Yusupov, 2011).

U prvoka zimnic¢ky (Plasmodium) byla popsana vyvojové regulovand transkripce
dvou rtznych typt ribozomalnich genti (A a S). Oba typy rDNA kdéduji podobné rRNA,
jejich sekvence se vSak lisi a existuji mezi nimi funkéni rozdily (Velichutina et al., 1998). Je
pozoruhodné, Ze béhem faze svého Zivotniho cyklu, kterd probiha v komarech, Plasmodium
vyuziva transkripty z jednoho typu rDNA, zatimco v sav¢im hostiteli dominuji transkripty
z druhého typu rDNA (Mccutchan, 2016). Diferencialni exprese riznych typti rRNA byla
také studovana na drapatce Xenopus laevis. Drapatky produkuji varianty 5S rRNA, u kterych
byly jednoznaéné prokazany rozdily v sekvenci (Wegnez et al., 1972). Béhem oogeneze
a ¢asné embryogeneze drapatky se v oocytech exprimuje pouze jedna specificka varianta 5S
rRNA. Naproti tomu somatické bunky vytvareji pouze druhou variantu 5S rRNA (Peterson
et al., 1980; Wegnez et al., 1972). Oocyt-specificky typ 5S rRNA je v genomu drapatky
obsazen v daleko vice kopiich (az 100x vice) neZ somaticky typ. Tento ,,dudlni* systém 5S

rRNA gent se pravdépodobné vyvinul, aby zajistil syntézu velkého mnozstvi 5S rRNA
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spojené s vyssi produkei ribozomt v rostoucich oocytech (Brown, 2004). Podobny ptipad
bychom nasli u dania pruhovaného (Danio rerio). U dania krom¢ 5S rRNA specificky
produkované ve vajickach existuje dalsi analogicky systém pro ribozomy, které obsahuji
odlisné verze rRNA. V ramci transkripcni jednotky 45S pre-rRNA (prekurzoru pro 5,8S,
18S a 28S rRNA), existuji verze matefského nebo somatického typu. Béhem oogeneze jsou
exprimovany rRNA verze matefského typu ab&hem embryogeneze jsou nahrazeny
somatickym typem (Locati et al., 2017).

U bakterii E.coli je znamo sedm operonti pro expresi rRNA, které reaguji na zmény
v rustovych podminkach, jako jsou ziviny a teplota. Inaktivace jednoho z téchto operond,

......

IF3 a ribozom1 (Condon et al., 1995).

3.2.1.1 Modifikace rRNA specificky ovliviiuji translaci mRNA

Chemické modifikace rRNA jsou kli¢ové pro ribozomalni funkce a mohou byt
vyznamnym zdrojem heterogenity ribozomt (Obrazek 9). Pres 200 nukleotidovych zbytka
lidské rRNA muze podléhat riznym modifikacim. Pseudouridinové modifikace vznikaji za
asistence malych jadérkovych RNA (snoRNA). Diilezitost této modifikace dokazuje mutace
v genu DKC1 kédujici dyskerin - enzym z rodiny snoRNP katalyzujici pseudouridylaci.
Absence pseudouridinu () v rRNA snizuje translaci zavislou na IRES, kterou vyuzivaji
nékteré tumor-supresorové a anti-apoptotické faktory (Obrazek 10). Mutace genu DKCI
byla identifikovana u lidi s onemocnénim dyskeratosis congenita, ktera se projevuje
selhanim kostni dfené, koznimi abnormalitami a zvySenou nachylnosti k rakoviné (Yoon et

al., 2006).

rRNA modification
p27, XIAP, BCL-X and

B_E CrPV IRESs
s
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Obrazek 10: Modifikace rRNA ovliviiuji translaci. Malé jadérkové RNA (snoRNA) asistuji
pseudouridylaci rRNA (¥) a umoznuji iniciaci translace nékolika virovych a bunéénych mRNA
obsahujici IRES elementty (Cervené vlakno mRNA, modré vldkno rRNA). (pfevzato z Genuth &
Barna, 2018a)
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Jednou z nejcastéjSich modifikaci RNA je 2’-O-methylace ribdzy. Methylace rRNA
je dilezitd pro ucinnost a ptesnost translace (Decatur & Fournier, 2002). Studie na bunééné
linii karcinomu prsu odhalila souvislost mezi tumorigenezi a post-translacni methylaci
ribozoml. V téchto nadorovych bunkach dochdzi ke zrychleni biogeneze ribozomu
doprovazené zménami post-transkripcnich uprav rRNA. Ukazalo se, Ze na nékolika pozicich
v rRNA vzrostl pomér methylovanych bazi. Takové zmény mohou modulovat mechanismus
translaéni kontroly. Piesnd funkce methylovanych skupin rRNA dosud nebyla zcela
objasnéna (Beghin et al., 2009).

Malé jadérkové RNA (snoRNA) fidi post-transkripcni modifikace rRNA, jak jiz bylo
uvedeno vyse. Exprese snoRNA je tkanove specifickd. U nadorovych buné¢k jsou vyrazné
zmény v expresi SNnoORNA v porovnani s normalnimi zdravymi bunikami. Otdzkou je, zda
tyto zmény maji vliv na modifikace rRNA a mohou tak regulovat tkaiovée specifickou

syntézu proteinl na ribozomech (Jorjani et al., 2016).

3.2.2 Heterogenita ribozomu na arovni RP

Heterogenity proteinového slozeni ribozomii mize buitka dosdhnout regulovanou
syntézou RP, jejich selektivnim zaclenénim do ribozomi nebo vylou€enim RP
z transla¢niho aparatu. DalSim zdrojem heterogenity jsou chemické modifikace RP nebo
rRNA.

Rada RP se lisi svou expresi v zavislosti na typu bunék a tkani nebo na vyvojovém
stddiu (Kondrashov et al., 2011; Lilleorg et al., 2019; Mageeney & Ware, 2019). Dokonce
1 nepatrné relativni zmény v mnozstvi RP by mohly mit velky vliv na translaci vzhledem
k tomu, ze v jediné sav¢i buiice bychom nasli miliony ribozomt (Genuth & Barna, 2018b).
Rozdily v hladinach exprese mohou také odrazet jejich extra-ribozomalni funkce (Warner &
Mclntosh, 2009).

Existuji rozdily v proteinovém sloZeni ribozomii zrGznych organi savcl
(Comparisons et al., 1972). Exprese RP je dynamicky regulovana béhem embryonalniho
vyvoje mysi. Tato heterogenita v expresi RP naznacuje jejich specializované funkce
v jednotlivych tkanich. Ukazalo se, Ze exprese Hox geni, urcujicich predo-zadni osu téla
savcl, je regulovana aktivitou RPL38, proteinu velké ribozomalni podjednotky (Obrazek
11 A). RPL38 usnadnuje vznik 80S ribozomdalniho komplexu na téchto transkriptech, a tim

zvySuje miru translace Hox genu (Kondrashov et al., 2011). Na mySich modelech byla
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studovana exprese néckolika dalsich RP. RPL10a a RPS25 patii mezi zékladni RP.
Ribozomy, které¢ postradaji RPS25, se specializuji na translaci mRNA specifickych
bunécnych drah jako je vyvoj, metabolismus steroidii a syntéza proteinii mezibunécné
hmoty. Ribozomy postradajici RPL10a jsou naopak specializované na drahy bunécného

cyklu a metabolismu vitaminu B12 (Obrazek 11 B) (Genuth & Barna, 2018).
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Obrazek 11: Rozdily v proteinovém slozeni ribozomi maji vliv na expresi specifickych mRNA.
(A) Model specificity RP v kontrole genové exprese béhem embryogeneze u mysi. Zvysena exprese
urcitych RP v nékterych tkanich mtize zpisobit specifickou translaci skupiny mRNA (a, b, c).
Translace mRNA Hox geni zavisi na ribozomech obsahujicich RPL38. Hlava (zelend), koncetiny
(zlutd), somity (modra) (ptfevato z Kondrashov et al., 2011). (B) Ribozomy obsahujici nebo
postradajici RPL10 nebo RPS25 se specializuji na translaci mRNA gent, které jsou soucasti urcitéé
bunécné drahy (prevzato z Genuth & Barna, 2018a).

3.2.2.1 Modifikace RP zvySuji heterogenitu ribozomu

Post-transla¢ni modifikace RP jsou dal$im zdrojem heterogenity ribozomi, ktery ma
vliv na pteklad proteinii (Obrazek 9). Napiiklad v neuronech uvolilujicich dopamin je
znamo, Ze nadmérna fosforylace RPS15 pfispiva ke globalnimu zvyseni rychlosti translace,
ktera vede k rozvoji neurodegenerativni Parkinsonovy choroby. Nejbézné&jsi pfic¢inou této
nemoci je mutace v LRRK?2 (Leucine-rich repeat kinase 2), ktera fosforyluje pravé RPS15.
Ukézalo se, Zze pokud je tato cesta zablokovdna, nedochazi k dysregulaci translace
a neurotoxicité LRRK2 v dopaminergnich neuronech u lidskych embryonélnich kmenovych

bunék a u Drosophila melanogaster (Martin et al., 2014). Naopak protein L13 po fosforylaci
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disociuje z ribozomu a vaze se na mRNA, ¢imz umlcuje jejich translaci (Mazumder et al.,
2003).

Dalsi modifikaci popsanou u RP je ubikvitinace. Ubikvitin ligdza ZNF598 je
nezbytna pro zastaveni ribozomii na poly(A) konci mRNA, které spusti drahu pro kontrolu
kvality proteinti, recyklaci ribozomu a stresovou signalizaci. Substratem ZNF598 jsou

proteiny RPS10, RPS20 a RPS3A.(Brandman & Hegde, 2016; Juszkiewicz & Hegde, 2017).

3.2.2.2 Paralogické izoformy RP

Paralogické izoformy RP jsou si na urovni sekvence aminokyselin vétSinou velmi
podobné. Pfesto se mohou lisit ve svych funkcich v ribozomu a/nebo mimo néj. Ribozomy
nesouci rtizné izoformy téhoz RP proto pfispivaji k rozmanitosti ve funkénich rolich. U
bakterii se vyskytuje n€kolik paralognich genti pro RP. U bakterie E.coli jsou dva paralogni
RP bL31A a bL31B a druhy protein bL36A a bL36B. Ukazalo se, ze bakterie umi vyznamné
meénit proteinové slozeni ribozomu v prubéhu prechodu z exponencialni do stacionarni faze
rustu. S pfechodem do stacionarni faze jsou proteiny bL31A a bL36A nahrazeny svymi
paralogy bL31B a bL36B. Ackoliv maji tyto paralogy velmi podobné strukturni vlastnosti,
jejich zaména vede k funkénim rozdilim. Hlavnim strukturnim rozdilem mezi paralogy je
pritomnost zinkovych prsti u bL31A abL36A. Dochazi k vyrazné zméné ve slozeni
proteinll asociovanych s ribozomy. V exponencialni fazi jsou predev§im ribozomy vazany
s podjednotkou RNA polymerazy anaopak ve stacionarni fazi pievazuji ribozom
inaktivujici faktory, jako je naptiklad protein SRA (Lilleorg et al., 2019; Starosta et al.,
2014).

DalSim piikladem funk¢ni heterogenity ribozomt je specifickd translace mRNA
v Drosophila melanogaster. RpL22 je jeden z deviti RPG, které se nachdzeji v octomilce ve
dvou paralognich formach (Kong et al., 2019). Proteiny eRpl22 a eRpl22-like, maji vyznam
v zarode¢né tkani a nelze je zcela zaménit. Oba paralogy maji funkéné odlisné role ve vyvoji
a spermatogenezi (Mageeney et al., 2018). Analyza aktivné translatovanych transkriptl
(Ribosome profiling) ve varlatech ukazala, Ze ribozomy obsahujici bud’ eRrpl22 nebo
eRpl22-like selektivné translatuji odlisné subpopulace mRNA a to nezéavisle na zarode¢nych
specifickych faktorech (Mageeney & Ware, 2019). Podobny pfipad nalezneme u RP S5,
ktery je kodovan dvéma geny, RpS5a a RpS5b. Protein RpsSb, exprimovany hlavné

v zarode¢nych liniich, je nezbytny pro oogenezi v octomilce. Ribozomy obsahujici RpS5a
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a RpS5b se sdruzuji s odlisSnymi populacemi RNA, pficemz nejvyznamnéj$imi jsou mRNA
kédujici mitochondrialni proteiny zapojené do oxidativni fosforylace, které jsou spojené

pravé s RpS5b ribozomy (Kong et al., 2019).

3.2.3 Proteiny asociované s ribozomy

Ribozom je dynamickym centrem pro interakci mnoha proteinti, které ho propojuji
s raznymi bunéénymi funkcemi a umoznuji dalsi stupen regulace translace (Simsek et al.,
2017). Negkolik studii naznacuje dulezitou roli proteinti, které interaguji s ribozomy.
Naptiklad RNA vazebny protein FMRP (protein mentalni retardace zptisobené kiehkym X)
svou vazbou na ribozom reguluje translaci specifickych mRNA (Chen et al., 2014; Darnell
et al., 2011). Proteiny, které se bud’ pfimo nebo nepiimo vazou na ribozomy jsou soucasti
faktord translace, elonga¢nich faktorii a enzyml modifikujicich proteiny. Mezi enzymy
post-translaén¢ modifikujici proteiny, které pfimo interaguji s ribozomy patii naptiklad
ubikvitin ligdzy a deubikvitylaéni enzymy, kindzy a fosfatazy (Simsek et al., 2017). Patii
sem také enzymy, které moduluji post-transkripcni modifikace mRNA (Dominissini et al.,
2016; Wang et al., 2015). Ribo-interaktom zahrnuje proteiny pattici do riznych funkénich
kategorii, jako je bunécény cyklus, redoxni homeostiza a metabolismus. VSechny
vyjmenované slozky ribo-interaktomu mohou vyznamné ptispivat k heterogenité ribozomu
(Obrazek 12) (Simsek et al., 2017).

Mezi post-transla¢né modifikujici proteiny v ramci ribo-interaktomu patii UFL1
(UFMI1 specificka ligdza 1), enzym, ktery k proteiniim ptipojuje UFM1 — protein podobny
ubikvitinu (Ubiquitin-fold modifier 1) (Wei & Xu, 2016). Takzvana ufmylace je tfikrokova
enzymatickd reakce, nezbytnd pro vyvoj tkani u mnohobunéénych zivocichti (Metazoa)
(Walczak et al., 2019). Ufmylace n&kterych RP pravdépodobné napomaha sestaveni 80S
ribozomu a jeho interakci s mRNA (Simsek et al., 2017).

Dal$im ptikladem proteinu asociovaného s ribozomem je glykolyticky enzym
pyruvat kinaza (PKM), ktery katalyzuje pfeménu fosfoenolpyruvatu a ADP na pyruvat
a ATP béhem glykolyzy a je dilezitym regula¢nim prvkem anabolickych procest (Israelsen
& Vander Heiden, 2015). Pyruvat kindza méa dvé izoformy M1 a M2, které vznikaji
alternativnim sestfihem. Kazdy tento izoenzym je specificky pro jinou tkan. PKMI1 je

exprimovana predevsim v diferencovanych tkanich jako je srdce, mozek a svalova tkan, kde
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je vysoky pozadavek na ATP. PKM2 je exprimovan béhem vyvoje a v dal$ich tkéanich, jako
je slezina a plice (Clower et al., 2010). Ukazalo se, ze ob¢ tyto formy jsou schopné vazat
ribozomy, pficemz u PKM2 se prokéazala piima vazba do mista a na ribozomu. PKM?2
funguje jako aktivator translace specifickych mRNA, které nesou informaci pfedevsim pro
komponenty endoplazmatického retikula abunééné membrany. PKM?2-ribozomy
pfednostné vytvareji membranové proteiny ER a proteiny umoziujici kotveni ribozomt na
membran¢é ER (Sec61) (Simsek et al., 2017). Obé formy PKM jsou intenzivné studovany
v souvislosti s rakovinnou a bunécnou diferenciaci (Israelsen & Vander Heiden, 2015;

Morita et al., 2018; Sato et al., 2018)
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Obrazek 12: Ribo-interaktom obsahuje proteiny z riznych funkénich kategorii jako je bunéény
cyklus, redoxni homeostaza a metabolismus. Zde jsou uvedeny rtizné ptiklady pfimych interakci
s ribozomy z kazdé funk¢ni skupiny. (pfevzato z Simsek et al., 2017)
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Z.avér

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout nejnovéjsi poznatky a diskutovat vyznam
specializace ribozoml pro regulaci translace. Specializované ribozomy pirednostné
prekladaji ur¢itou podmnozinu dostupnych mRNA, coz umoziuje buiikdm cilen¢ odpovidat
na podnéty prosttedi i potfeby vyvojového programu. V soucasné dobé jsou specializované
ribozomy stiedem pozornosti vyzkumt a predmétem intenzivni védecké debaty.

Raznym zpusobem specializované ribozomy se liSi svym slozenim. Tato heterogenita
se projevuje na urovni TRNA (kterou z variant rRNA dany ribozom obsahuje a jaké
posttranskripéni modifikace nese) i proteinového slozeni. Vlastnosti ribozomu se odvijeji
mimo jiné od toho, které typy ribozomdlnich proteini obsahuje, v jakém pomeéru, kterou
izoformu od kazdého z nich a jakym zplisobem modifikovanou. Tato prace pokryva vSechny
zminéné Urovné a interpretuje jejich vyznam pro specializované funkce ribozomi. Pojem
specializované ribozomy je Sirokym tématem. Proto s litosti pfipoustim, ze v praci byly
opomenuty spousty zajimavych a hodnotnych praci, které z kapacitnich divodi nejsou
soucasti této bakalarské prace.
regulace biogeneze ribozomu hraje zasadni roli v translaéni kontrole. K vyznamu
specializovanych ribozomt velkou mirou pfispivaji i extra-ribozomalni funkce RP. Poruchy
biogeneze ribozoml miize byt ptfi¢inou rakovinnych onemocnéni, nebot’ prostfednictvim
proteinu MDM2 spolupracuji s tumor-supresorovou dréhu p53. Rovné€Z mutace v RP vedou
k vaZnym onemocnénim zvanym ribozomopatie. Studium patologie RP a biogeneze
ribozomt je dilezité pro pochopeni mechanismi zasahujici nejen do syntézy proteint, ale
1 bunéénych signdlnich drah. Zavérem bych chtéla podtrhnout, Ze dal§i patrani po
vyznamech specializovanych ribozoml ndm nabizi obrovsky potencial v porozuméni, jak
organismy reguluji své zékladni pochody pro bunécné odpovédi. Tyto snahy by v budoucnu
mohly vést napiiklad k novym moznostem 1écby nemoci spojené s ribozomy vcetné

rakovinnych onemocnéni.
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