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Abstrakt
Transferova RNA (tRNA) tvofi ptiblizn€ 10 % celkové bunééné RNA a hraje klicovou roli

pfi translaci. V této praci se zamé&fuji na alternativni funkci tRNA, ktera mtze slouzit jako
prekurzor pro tvorbu tzv. ,malych RNA odvozenych z tRNA“ (tsRNA). Tyto malé
nekodujici RNA jsou primarné vytvareny Stépenim tRNA ribonukledzami Angiogeninem a
Dicerem. tRF (,,tRNA-derived fragments™) a tiRNA (,,stress-induced RNA-derived RNAs®)
jsou dvé hlavni tfidy, které se li§i polohou mista St€peni v rodiCovské tRNA a délkou.
Nekteré tsRNA pusobi jako regulatory posttranskripcni genové exprese, mohou ovliviiovat
stabilitu mRNA a iniciaci translace. tSRNA se podileji na regulaci stresové odpovédi,
bunécné diferenciace, vyvoje a apoptozy. Dale existuji dikazy, ze hraji roli v epigenetickych
procesech, komunikaci mezi organy nebo dokonce mezi organizmy. Navic, u lidi je jejich
zastoupeni zavislé na bunééném typu a jeho zména v patofyziologickych podminkach €ini z
tsRNA vhodny diagnosticky marker. Tato prace shrnuje soucasné poznatky o biologické

funkci a vyznamu tsRNA.

Klicova slova: malé¢ RNA odvozené z tRNA; tRNA; tiRNA; tRF; regulace genové exprese

Abstract

Transfer RNA (tRNA) accounts for approximately 10% of total cellular RNA pool and plays
a crucial role in translation. Here I focus on the alternative function of tRNA, which can serve
as a precursor for the formation of so-called “small RNAs derived from tRNA” (tsRNAs).
These small non-coding RNAs are primarily generated by the cleavage of tRNAs by the
ribonucleases Angiogenin and Dicer. tRFs (tRNA-derived fragments) and tiRNAs (stress-
induced RNA-derived RNAs) are two major classes that differ fundamentally in the position
of the cleavage site in the parent tRNA and the length of the molecule. Some tsRNAs act as
regulators of posttranscriptional gene expression, often affecting mRNA stability and
translation initiation. tsRNAs are implicated in regulation of stress response, cell
differentiation, development, and apoptosis. Further, there is strong evidence that they have a
role in epigenetic processes, communication between organs or even between organisms. In
addition, in humans, their profile is often cell-specific and its change in pathophysiological
conditions makes tsRNAs a suitable diagnostic marker. This work summarizes current

knowledge about tsRNAs and their biological function and significance.

Kaywords: small RNAs derived from tRNA; tRNA; tiRNA; tRF; gene expression regulation
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Uvod

V oblasti molekularni biologie posun v pozndni zivych systému jde ruku v ruce se
zavadénim novych citlivéjSich a robustnéjSich metodickych pfistupti. Vysokopriichodné
sekvenacni techniky stoji za objevem celého spektra nekodujicich RNA vcetné skupiny tzv.
malych RNA (sRNA). Role soucasné védy je zkoumat jejich biologické funkce a jejich
moznou roli v regulaci genové exprese. StarSim piikladem malych RNA jsou miRNA, jejichz
identifikace a dalsi jejich studium vedlo k objeveni celé nové uUrovné regulace exprese.
Zkoumani dalSich druhti nekodujicich RNA mé za cil zodpoveédét na otazku, zda existuji i
dal$i univerzalni a dfive piehlizené regulacni mechanizmy. V tomto ohledu se stala jednim
z perspektivnich kandidati skupina malych RNA odvozenych z tRNA (tsRNA), které jsou
ustfednim tématem této prace.

Transferovda RNA predstavuje nepostradatelnou soucést translaéniho aparatu vSech
organizml. Stejn¢ jako u ostatnich esencidlnich a vysoce evolucné konzervovanych
biomolekul, i tRNA si prosla dlouhym vyvojem, kdy doslo k optimalizaci jeji funkce
v translaci, ale pravdépodobné i ke vzniku dal$ich, nekanonickych funkci. Odvozené tsRNA
jsou pravé molekuly, které by mohly plnit tyto alternativni funkce v regulaci genové exprese.

Prvni studie, ktera odhalila pfitomnost tsSRNA v buiikach, byla publikovana v roce 1977
(Ernest Borek; et al., 1977). V této a dalSich rannych studiich byly tyto fragmenty
povazovany spiSe za ndhodné meziprodukty odbourdvani tRNA. Postupem doby v ndvaznosti
na technologicky pokrok se zacaly publikovat vysledky pokust, které odhalily mnoho dalSich
tsRNA a zacala se intenzivné studovat jejich funkce v bunice. Postupné se ukézalo, ze tyto
fragmenty jsou pfitomny v bunkach ¢lovéka (Y Lee et al., 2009), bakterii (Levitz et al.,
1990), prvokt (S Lee et al., 2005), kvasinek (Thompson et al., 2008), rostlin (S Zhang et al.,
2009) a dalSich organizmil.. Zpravidla vznik fragmentl tRNA probihd za stresovych
podminek (Yamasaki et al., 2009), ale n€které druhy tsRNA jsou pfitomny i za podminek
fyziologickych (Cole et al., 2009) a podili se napt. na bunéénych diferencia¢nich pochodech
nebo mezidruhové komunikaci. Stépeni je ¢asto zprostfedkovano nukleazami Dicer (Cole et
al., 2009) a Angiogeninem (Yamasaki et al., 2009).

Cilem této bakalafské prace je zpracovat aktualni reSerSi o tsRNA, zaméfit se na popis
jejich biologickych tloh a pokusit se zodpovédét otazku, zda skutecné jen neptedstavuji
stabilni meziprodukty degradace tRNA nebo naopak, zda lze vysledovat univerzalni
molekularni mechanizmus, jakym ovliviiuji genovou expresi nebo dal§i bunécné procesy

napfi¢ stromem Zivota.



1. Biogeneze tRNA

O nezastupitelné roli tRNA v bunce svédci fakt, Ze jeji existence byla predpovédeéna diiv,
nez byla fyzicky izolovana. Tzv. adaptorova hypotéza postulovana F.H. Crickem v roce 1958
predpovédéla existenci molekuly, kterd musi zprostfedkovat pieklad ,,z jazyka nukleovych
kyselin na jazyk aminokyselin” (H C Crick, 1958). V soucasnosti je nanejvys ziejmé, ze tato
»adaptorovd® molekula, tRNA, hraje nejen Kkonstitutivni, ale i regulovanou slozku
translacniho aparatu. Kritickou roli tRNA podtrhuje fakt, Ze napi. kazda kvasinkova buiika
obsahuje 3 miliony molekul tRNA, coz ¢ini asi 10% celkové RNA (Waldron et al., 1975).
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Obrazek 1: Schéma biogeneze tRNA v burikach Saccharomyces cerevisiae. Transkripce probiha v jadre prostiednictvim RNA
polymerazy lll, a to po uvolnéni represoru Maflp z polymerazy (prordstova kindza TOR fosforyluje Maflp a ten je vyloucen
z jadra, ¢imZz se aktivuje transkripce). Primarni transkript tRNA (pre-tRNA) ndsledné podléha Stépeni RNazou P, ktera
zbavuje molekulu tzv. ,leader” sekvence na jeji 5°-konci. Pak probiha odstranéni tzv. ,trailer” sekvence na 3’-konci
prostfednictvim RNazy Z, 5" >3 exoribonukledzy Rex1p a chaperonu Lhplp (homolog lidského La autoantigenu). Poslednim
krokem pred transportem tRNA do cytoplazmy je syntéza CCA trinukleotidu na jejim 3’-konci prostfednictvim tzv. ,CCA-
adding enzyme*. Vystépeni intronu u kvasinek probiha na vnéjsi mitochondridlni membrané proteinovym komplexem Sen.
V uvedeném komplexu se nachazi heterotetramericka endonukleaza, tRNA ligdza a 2"-fosfotransferaza. Alternativné, intron
mdlzZe byt odstranén jesté pred Upravou 3’konce, avSak tento zplsob neni dominantni v kvasinkovych burkach.
Maturovand, spravné sbalena tRNA mdze slouZzit jako substrat pro aminoacylaéni reakci, kde 2'nebo 3’hydroxylova skupina
koncového adenozinu reaguje s pfislusSnym aminoacyl adenylat monofosfatem. Nabitd tRNA se pak podili na elongaci
translace (a iniciace, pokud se jedna o iniciatorovou tRNA,). Pfevzato a upraveno z Wichtowska et al. 2013.

Transferova RNA je 70 az 95 nukleotidi dlouhd, mé takzvanou ,,jetelovitou® sekundarni

strukturu a tercidlni strukturu, pfipominajici tvar pismene ,,L“. Transkripce této RNA je
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provadéna prostfednictvim DNA dependentni RNA polymerazy III. Primarni transkript
nasledné podléha posttranskripénim Gpravam, které jsou shrnuty v obrazku 1.

Modifikace nukleotidi mohou byt provadény v kazdém stupni biogeneze tRNA a
prostiednictvim posttranskripénich modifikaci buiika mtze selektivné navadeét transkripty
k stabilizaci nebo degradaci. Je popsdno vice nez sto typt modifikaci, n¢které jsou pfitomny
v kazdém typu tRNA (napiiklad dihydrouridin nebo pseudouridin podle kterych jsou
pojmenovany tRNA smycky), vétSina z nich je vSak typickd jen pro urcity okruh tRNA.
Nejcastéjsi modifikace nukleotidi v tRNA jsou uvedeny na obrazku 2. Modifikace uréuji
strukturni a funkéni charakteristiky tRNA, zejména ovliviiuji termodynamickou stabilitu
molekuly a zaujmuti spravné tercidlni struktury. Z hlediska dekodovéni hraji zvlastni roli

modifikace na prvni pozici antikodénu, nebot’ modifikované nukleotidy se mohou parovat

s kodénem prostiednictvim kolisavého parovani bazi (wobble pairing).
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Obrazek 2: Sekundarni struktura tRNA s barevné zvyraznénymi pozicemi nukleotidl, které jsou nejcastéji
modifikovany. Barevné ramecky obsahuji nejcastéjsi modifikace v uvedenych pozicich (v zavorkach) a enzymy, které
danou modifikaci nukleotidu katalyzuji (tuéné pismo). Z hlediska této préce jsou dulezité modifikace, které jsou
provadény NSUN2, PUS7 a TRMT2A. Informace o ostatnich modifikacich Ize nalézt v pfehledovém ¢lanku Pereira et al.
2018, z kterého je obrazek prevzat. Modifikace na 8. pozici byla pfidana v ramci Gpravy.

Aby tRNA mohla splnit svoji hlavni funkci adaptorové molekuly, musi byt nabita
pfislusnou aminokyselinou. Tento d¢j je katalyzovan enzymem aminoacyl-tRNA syntetazou
za hydrolyzy jedné molekuly ATP. V burice je pro kazdou aminokyselinu pfitomna alespon

jedna varianta tohoto enzymu.



Molekularni mechanizmy odbourdni tRNA zatim neni tak dobfe probadana jako jeji
biogeneze a zrani. Hlavnim modelem pro studium degradace tRNA je Saccharomyces
cerevisiae a u tohoto organizmu je demonstrovano né€kolik degradacnich drah, jak
v cytoplazmé, tak i vjadfe. Prekvapivym faktem je, ze pfiblizné polovina spravné
modifikovanych tRNA prekursort jsou odbourany do té doby, nez zac¢nou spliovat svoji
hlavni funkci adaptorové molekuly v translaci (Gudipati et al., 2012). Klicovym hra¢em
tRNA biogeneze a odbourdni v buiice je exozom. Je to multiproteinovy komplex RNA
nukleaz, zprosttedkovavajici 3°’—5’ nukleazovou aktivitu.

U kvasinek mutovanych v genech pro podjednotku exozoému Rrp44 a poly(A) polymerazu
Trfdp se zjistilo, Ze pre-tRNA pro inicidtorovy metionin jiz vjadie mize byt
polyadenylovana komplexem TRAMP (Trf4p/Air2p/Mtrdp polyadenylation complex) a
nasledné¢ degradovéna s nim asociovanym exozomem (Kadaba et al., 2006). Odbourani
iniciatorové tRNA, kterd postrada m'A58 je také provadéno prostfednictvim exozému
(Kadaba et al., 2004).

Jiny popséany zpusob degradace tRNA je RTD (rapid tRNA decay) draha. Ta byla ptivodné
popsana jako drdha odbourdni pro hypomodifikované maturované tRNA (Alexandrov et al.,
2006). Jako funk¢ni soucasti této drahy byly popsany dvé 3°—5’ exonukledzy: Xrnlp a
Ratlp. Predpoklada se, ze jako substrat pro degradaci v této draze jsou rozpoznany tRNA
s malo stabilnimi akceptorovym a T stonky. Pficemz vyznam modifikaci pro degradaci se
nezda byt tak jednoznacny (Whipple et al., 2011). Dodateénym faktorem, ktery destabilizuje
akceptorovy stonek je pfidani CCACCA sekvence na 3’ konec tRNA. Panuje pfedstava o
tom, ze Ccalp provadi zavérecnou kontrolu kvality tRNA a v pfipadé, Ze tRNA danou
kontrolu neprojde, tak Ccalp namisto CCA sekvenci, ktera je nepostradatelna pro nabiti
tRNA, pfidda CCACCA a tato sekvence nasledn¢ navede molekulu na degradaci (Wilusz et
al., 2011). Nicméné& vztah mezi odbouranim prostiednictvim exozému a RTD doposud neni

Znam.



2. Klasifikace tsRNA

Jednotny systém nédzvoslovi tsRNA se zatim Gplné neujal. Neni totiz zatim jasné, podle
jakych faktorti by se tyto molekuly nejlépe mohly roztidit. Proto existuje n¢kolik variant
nazva pro stejné molekuly. V této praci ve vétsSiné piipadi budu pouzivat tu nejcastéjsi

klasifikaci podle toho, jaké tiseky pivodni tRNA pfislusny fragment nese.
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Obrazek 3: Klasifikace tsRNA. Fragmenty jsou oznaceny stejnou barvou, jako Usek na tRNA, ze které pochdzi. Nad
¢ernou Sipkou je napsan nazev ribonukleazy, ktera Stépeni provadi. V pripadé, ze nukledza neni pro dané fragmenty
znama, je nad Sipkou otaznik. Primarné, fragmenty délime na tiRNA a tRF. tiRNA maji jeden z konct tRNA molekuly a
alespon ¢ast antikodonové smycky. tRF jsou vSechny ostatni fragmenty. Pfevzato z Xie et al. 2020.

2.1 tRNA piilky/tiRNA — jejich strukturni klasifikace a vliv modifikaci

nukleotidi v tRNA na jejich vznik

tiRNA (tRNA-derived stress-induced RNAs) jsou 30-40 nukleotidi dlouhé molekuly,
vznikajici pii St€peni tRNA v koddnové smycce (viz obrzek 3). Jak vyplyva z jejich nazvu,
vétSina téchto nekddujicich RNA vznikd vramci stresové odpovédi. Jejich hromadéni
v butice bylo naptiklad zaznamenéano v reakci na hypoxii (Fu et al., 2008; Thompson et al.,
2008), tepelny Sok (Fu et al., 2008), ultrafialové zafeni (Yamasaki et al., 2009), nedostatek
zivin (S Lee et al., 2005) a jiné stresory. Pfi¢emz to jaké konkrétni fragmenty tRNA jsou
obsazeny v bunce zavisi na typu stresu, kterému byly buniky vystaveny (Rashad et al., 2020).
U rostlin vSak tsRNA byly odhaleny i za fyziologickych podminek (Nowacka et al., 2013).
Dle dosavadnich zjisténi, vétSina tiRNA vznikd z maturovanych tRNA molekul, o ¢emz

svédci pritomnost CCA usekt na 3’-koncich tiRNA, ¢i absence tRNA introntl. V disledku



Stépeni tRNA v antikodénové smycce vznikaji dva typy odvozenych molekul tiRNA, 3’-
tiRNA a 5’-tiRNA, v zavislosti na tom, zda vysledny fragment obsahuje 3’ nebo 5° konec
puvodni tRNA.

Za vznik 3’- a 5’-tiRNA u savci je zodpovédna nukledza angiogenin, ktera patii do
proteinové rodiny ribonukledz A (Fu et al., 2008). Angiogenin $tépi vétSinu typt tRNA, ale
ne vSechny. To lze demonstrovat naptiklad na Tyr-tRNA, u které bylo zjisténo, ze nepodléha
Stépeni danou RNazou v hladovéjicich buiikach (inkubovanych v PBS) bunécné linie HepG2
na rozdil od Gly-tRNA, Val-tRNA a Met-tRNA. Autofi se domnivaji, ze schopnost
angiogeninu $tépit, ¢i nestépit tRNA miize spocivat v jejich rizné délce (Tyr-tRNA je dlouha
okolo 90 nukleotidli, zatimco Gly-, Val- a Met-tRNA jsou dlouhé okolo 70 nukleotidl), coz
mize byt ve spojeni se zménou struktury molekul tRNA tak, ze u nestépenych typt tRNA
chybi nékteré strukturni determinanty rozeznavané dotyénou RNazou. Dale, existuji dikazy o
angiogenin-nezavislém vzniku tiRNA (Su et al., 2019), coZ je v souladu ze skutecnosti, Ze
proteinova rodina ribonukledz A je specifickd pouze pro obratlovce, zatimco tsRNA byly
detekovany u vSech domén zivota (Prats-Ejarque et al., 2019). Dalsi z identifikovanych
nukledz je RNaza L, ktera je aktivovdna 2’-5’oligoadenyldtem v dasledku infekce savcich
bunék nékterymi viry a je soucdsti interferonové odpovédi. Tato RNéaza je zodpovédna za
Stépeni rRNA (také mRNA a tRNA), ale v infikované bunice se ukéazalo, Ze v ¢asnych stadiich
infekce preferencné Sté€pi pouze nékteré tRNA a to v antikodonové smycce. Tvorba tiRNA,
ktera je indukovana RNazou L vede sama o sob¢ k inhibici celkové translace v bunécné linii
HeLa (Donovan et al., 2017).

V bunikkdch Saccharomyces cerevisiae byla identifikovana Rnylp jako RNaza, ktera
provadi Stépeni tRNA v antikodonové smycce. Rnylp patii do skupiny ribonukleaz T2
(Debrah M. Thompson and Roy Parker, 2009).

Vznik tsRNA je tedy uzce spjaty s aktivitou RNaz, jejichZ schopnost rozeznavat urcity typ
tRNA jako substrat pro Stépeni muize byt zavisla na konkrétni struktuie tRNA molekuly.
Molekularni podstata interakce uvedenych RNaz s tRNA neni zatim objasnéna. Vzhledem
k tomu, Ze chemické modifikace bazi v tRNA jsou diilezité pro zaujeti spravné konformace a
celkové pro efektivni biogenezi a maturaci tRNA, jednim z témat, které se zacalo v recentni
literatute studovat, je vliv modifikaci nukleotid v tRNA na vznik pfisluSejicich tsRNA.

Schaefer a spolupracovnici zjistili, ze Stépeni Asp-tRNA, Val-tRNA a Gly-tRNA
v antikodonové smycce angiogeninem je inhibovano metylaci cytosinu v pozici 38 tRNA
(Schaefer et al., 2010). Danou modifikaci provadi metyltransferiza DNMT2. Delece genu

Dnmt2 vede mimo jiné k absenci metylové skupiny na uvedené cytozinové bdzi a k vyssi



hladin¢ tiRNA vzniklych z vySe uvedenych tRNA v buiice (Y. Zhang et al., 2018). DNMT?2
se tim padem stava soucasti odpovédi na stres skrze regulaci tvorby tiRNA.

Jednim z enzymi, které mohou metylovat cytozin v pozici 5 pyrimidinového kruhu (m’C),
je savéi NSUN2. Mutace v uvedené metylaze zpusobuji mikrocefalii a dalSi neurologické
abnormality. Blanko a spolupracovnici zjistili, Ze nefunkénost NSUN2 ovliviiuje dvojici
cytozinti umisténych v pozicich 48 a 49 tRNA (tzn. v bazi pseudouracilového ramene tRNA)
(Blanco et al., 2014). SniZeni jejich metylace vedlo k akumulaci 5’-tsRNA fragmentd, které
byly zodpovédné za snizeni celkové translace a za aktivaci stresovych signalnich drah
vedoucich k apoptoze bunck nékterych casti mozku. Tito autofi také ukazali, ze angiogenin
Stépi ucinngji ty tRNA, které nemaji metylované cytoziny v uvedenych pozicich.

DalSim enzymem, ovliviiujicim intenzitu Stépeni je ALKBH1 (ALKB homolog 1, nucleic
acid dioxygenase ALKBHI). Je to enzym, ktery je schopen demetylovat jak DNA, tak i
RNA. Hlavnim identifikovanym templatem je tRNA, kde katalyzuje demetylaci adeninu
v pozici 58 (m'A58). Metylace adeninu v této pozici je povazovana za vyznamnou z hlediska
strukturni stability tRNA a je zajisténa metyldzou TRMT6/61A (Droogmans et al., 2003).
Metylace a demetylace A58 jsou reverzibilni a mohou reagovat na zménu podminek, napf.
v z&vislosti na dostatek Zivin a maji tak potencidl regulovat genovou expresi (Liu et al.,
2016). Bylo zjisténo, ze tRNA s m' A58 jsou méné §tépeny na tiRNA (Rashad et al., 2020).
To bylo zjisténo 1 v dalsi studii, kde metylacni aktivita TRMT6/61A negativné ovlivnila
tvorbu tRF-3b, které jsou dulezité pro zvladnuti stresové odpovédi na zvySené mnozstvi
Spatné sbalenych proteinit (UPR, unfolded protein response) v buiikach rakoviny mocového
méchyie (Su et al., 2022). Z proteinové rodiny ALKBH stoji téZ za zminku ALKBH3, coZ je
1-methyladenosin (m'A) a 3-methylcytidin (m’C) tRNA demetylaza, ktera ma z velké Casti
dost podobnou aktivitu jako ALKBH1 (Z Chen et al., 2019).

2.2 tRF — strukturni klasifikace a vliv modifikaci nukleotidii na jejich

vznik

Skupina tRNA derivovanych fragmentl neboli tRF, je pon€kud vice riznorodd ohledné
délek molekul a strukturniho uspotfadani. Délka RNA tohoto typu je v rozsahu 14 az 32
nukleotidli (Kumar et al., 2014). tRF vznikaji §t€penim nejenom maturované tRNA, ale i
pre-tRNA (viz obrazek 3), coz je odliSuje od tiRNA.

Vetsi strukturni diverzita se odrazi v komplexnéjsi klasifikaci typti molekul. Existuje
nékolik dedikovanych databdzi, kde 1ze nalézt uspotadani do strukturnich skupin. Jako prvni
byla zalozena tRFdb (http://genome.bioch.virginia.edu/trfdb/index.php). Tato databaze k

tisicim identifikovanych tRF pftitazuje Ciselné identifikatory. U kazdé polozky Ize dohledat
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typ tRF, genomové koordinaty zdrojového genu tRNA, sekvenci a odkaz na experiment,
ktery vedl k identifikaci daného tRF. Databaze zatim shromazd'uje informace z modelovych
organizmu jako jsou S. pombe, C. elegans, H. sapiens a dalSich. Pozdéji vznikla dalsi
databaze, ktera sice zatim obsahuje informace ziskané pouze z lidskych bunék, ale spravuje
nejenom tRF, ale i tiRNA (MINTbase v2.0, https://cm.jefferson.edu/MINTbase/). Navic
umoznuje filtrovat vyhledavani dle miry exprese (RPM), celkové i v jednotlivych lidskych
tkanich.

Ohledné¢ klasifikace tedy rozliSujeme tRF-1, tRF-2, tRF-3, tRF-5, a tRF-i dle toho, z jaké
casti molekuly tRNA konkrétni fragment pochazi (viz obrazek 3).

tRF-1 predstavuje tzv. ,trailer* sekvenci pochézejici z 3’ konce pre-tRNA. Dany fragment
vznika pfi Stépeni pre-tRNA RNazou Z, a tedy v maturované tRNA se nenachazi (Dubrovsky
et al.,, 2004). tRF-1 jsou charakteristické sekvenci polyU na 3’ konci. Obdobné fragmenty
derivované z 5’ €asti pre-tRNA (tzv. ,leader sekvence) nebyly zatim v buitkach nalezeny
v dostatecném mnozstvi, pravdépodobné z diivodu jejich rychlé degradace.

tRF-5 a tRF-3 jsou odvozeny od 5’ a 3’ konct jiz maturované tRNA (Y. S. Lee et al,,
2009). Vétsina praci se zaméfila pravé na studium téchto fragmentt, protoze maji zpravidla
nejvyssi abundanci v bunikéch a to v ramci raznych podminek (Kumar et al., 2014).

Zatim panuje c¢ila diskuse o tom, jaké vSechny ribonukleazy jsou zodpovédné za vznik
tRF. Nejvice studii uvadi ribonukledzu Dicer jako enzym, ktery $tépi tRNA na tRF (Cole et
al., 2009; Fazio et al., 2022; Martinez et al., 2017; Maute et al., 2013; Soares et al., 2015).
Byla vSak publikovdna metaanalyza dat ohledné tsRNA u mysi, kvasinky a octomilky, kde
mutace v genu Dicer inaktivovali jeho funkci, coZ nevedlo k vyznamnému poklesu
koncentrace tRF (Kumar et al., 2014). Tato data naznacuji, Ze by mohlo dojit k objevu
ribonukleaz produkujicich tRF.

tRF-5 wvznikd pfi Stépeni tRNA v D-smycce nebo v mist€é mezi antikodonovou a
D-smyckou. Podle délky fragment rozliSujeme 3 podtypy tRF-5: tRF-5a (14 az 16 nt), tRF-
5b (22 az 24 nt), a tRF-5¢ (28 az 30 nt). Skupinu tRF-3 (13 az 20 nt) také rozdélujeme na
podtypy tRF-3a a tRF-3b. Podle toho, zda fragment zahrnuje celou T-smycku nebo pouze jeji
&ast. Stépeni provadi Dicer, angiogenin nebo jina nukledza z rodiny rybonukledz A. Jelikoz
Sté€peni podléha jiz maturovanad tRNA, na 3’ konci dané fragmenty obsahuji sekvenci CCA.

Existuji jesté dalsi typy tRF, ale ty jsou podle dosavadnich studii malo abundantni, a proto
se priliS nestuduji. Naptiklad tRF-2 jsou fragmenty, které byly detekovany v rakovinnych
bunikdch (Goodarzi et al., 2015). Jejich spolecnou charakteristikou je to, Ze obsahuji
antikodonovou smycku. Nukledza déavajici vznik danému typu tRF zatim nebyla

identifikovana.
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Vyzkum bunécné lokalizace ukazuje, Zze tRF-1 a tRF-3 se vyskytuji pfednostné
v cytoplazmé (Haussecker et al., 2010). Pocet praci studujicich lokalizaci tRF v ramci bunky
je zatim maly, takze nelze zatim objasnit, jak lokalizace tRF souvisi s biologickou funkci
téchto fragmentl. Navic je jejich lokalizace rozdilna v rdmci riznych druhti organizma.

Stejné¢ jako v piipad¢ tiRNA je vznik tRF spojen s posttranskrip¢nimi modifikacemi
puvodni tRNA. Naptiklad Guzzi a spolupracovnici zjistili, ze PUS7 (pseudouridin syntaza 7)
ovlivituje vznik tRF-5 prostiednictvim pfemény uridinu na pseudouridin () v pozici 8 tRNA

(Guzzi et al., 2018). Podrobnéji o této studii jeSte bude pojednano v kapitole 3.1.2.



3. Biologicka funkce

3.1  Funkce tsRNA v regulaci genové exprese

Velka raznorodost typt tsRNA nalezena v riznych typech bunék u riznych organismi,
navic za ruznych fyziologickych a stresovych situaci miize hypoteticky piedznamenavat
jejich regulacni potencidl. Nasledujici kapitoly shrnuji dolozené piipady, kdy konkrétni

tsRNA reguluje nebo alespon se podili na regulaci nékteré z Grovni genové exprese.

3.1.1 Regulace stability mRNA

Goodarzi a spolupracovnici ukazali, ze tRF-2, které jsou akumulovany v hypoxickych
podminkach nadord prsi, maji vyrazny tumor supresorovy potencial. Autofi zjistili, Ze
studované tRF-2 (pochazejici z Glu-tRNA, Asp-tRNA, Gly-tRNA a Tyr-tRNA) jsou schopny
vyvazovat RNA vazebny protein YBX1 z transkriptli nékterych protoonkogenti. Absence
stabilizujiciho proteinu YBX na danych transkriptech pak vede k jejich destabilizaci a
nasledné¢ degradaci. Dal$im zajimavym zjiSténim vSak bylo, Ze v bunécnych liniich
derivovanych z metastazujicich nadorti, se nepodaftilo detekovat dostate¢nou hladinu tRF-2,
coz znaci, ze tento tumor-supresorovy mechanizmus se tam stava nefunkénim (Goodarzi et
al., 2015).

Jiny zpisob ovlivnéni stability mRNA byl popsan na octomilce. V tomto piipadé tRF maji
stejny mechanizmus plisobeni jako miRNA, tzn. na zdkladé¢ komplementarity nasedaji na
mRNA a indukuji jeji degradaci AGO2-zavislym zpisobem (Luo et al., 2018). Je zajimavé,
ze terCem tsRNA se stdvaji mRNA kodujici transkripéni faktory, ribozomélni proteiny a
translace, napt. pii hladovéni hmyzich bun¢k S2 na sérum, je snizeni mnozstvi kliCovych
komponent transla¢niho aparatu.

Rada studii, ktera se vénovana zkoumani tsRNA poukazuje na jejich funkéni podobnost s
microRNA (Cole et al., 2009; Haussecker et al., 2010; Y. S. Lee et al., 2009). N¢které druhy
tsRNA maji skute¢né podobné vlastnosti s microRNA. Naptiklad CU1276 je tRF-3, ktery byl
identifikovan v maturovanych B lymfocytech. Tato tsRNA sdili fadu shodnych vlastnosti
s microRNA, vznikd Stépenim nukledzou Dicer, asociuje s proteiny Ago a reprimuje
transkript typickym miRNA-zavislym zplsobem (Maute et al., 2013). V lidské bun&tné linii
HEK293 byly nalezeny tRF-3, které naopak nevznikaji St€penim Dicerem, ale také asociuji
s proteiny AGO. Navic se ukazalo, ze v tRF-3 obsahujicim komplexu RISC dochazi
k interakci s proteinem GW 182, ktery zprostiedkovava spojeni s deadenylacnimi komplexy.
Snizeni mnozstvi cilovych mRNA, které nesou komplementarni sekvence k danému tRF-3,
tedy probiha podobné jako v ptipadé¢ miRNA-zprostiedkované destabilizace a degradace
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transkripti u savctl, indukci deadenylace transkriptu, ddle navozenim translacni represe a

indukci jeho degradace (Kuscu et al., 2018).

3.1.2 Translace

Dalsi vyznamnou biologickou funkci jak tRF, tak i tiRNA je regulace translace.
Teoreticky nejjednodussi zplsob, kterym tvorba tsRNA muze ovlivnit translaci vyplyva
z toho faktu, ze tRNA ptedstavuje nezastupitelnou slozku transla¢niho aparatu, protoze slouzi
jako substrat pro aktivaci aminokyselin. Pii Stépeni tRNA lze tedy predpokladat, Zze klesne
jeji hladina v bunce, ¢imz dojde k ovlivnéni celkové translace. Nicméné stanoveni hladiny
tRNA v buiice béhem indukce tvorby tsRNA ukazalo, ze jeji hladina neklesa natolik, aby
vyznamn¢ ovlivnila translaci (Thompson et al., 2008).

Prvni dikazy o potencidlu tsRNA regulovat translaci byly ziskdny na builkkdch za
stresovych podminek (Thompson et al., 2008; Yamasaki et al., 2009). Je zfejmé, zZe vyznam
tohoto regulacniho mechanismu spociva v omezeni energetickych nékladi a ptipravé buiilky
ke zvladnuti neptiznivych podminek. Potlaceni iniciace translace prostfednictvim tiRNA vSak
prekvapivé neprobihd skrze fosforylaci elF2a jako hlavniho regulaéniho mechanismu, ktery
chrani buiiky pifed stresovym pisobim na Grovni translace (Brostrom et al., 1997; Yamasaki
et al., 2009). Jak jiz bylo feceno, tiRNA, které vznikaji po St€peni angiogeninem, jsou
indukované zejména tepelnym Sokem, ultrafialovym zéafenim a ptisobenim arsenu (Yamasaki
et al., 2009). Ukazalo se, ze transfekce do bunék 5’-tiRNA, ale nikoliv 3’-tiRNA, zptisobi
vyznamny pokles v proteosyntéze (Yamasaki et al., 2009). Nasledujici zkoumani ukazaly, Ze
5’-tiRNA, které vznikly Stépenim tRNA pro alanin a cystein jsou efektivnéjsi v potlaceni
translace nez ostatni druhy tiRNA (Ivanov et al., 2011). Autofi identifikovali terminalni
oligoguaninovy motiv na 5’ konci alaninové a cysteinové tRNA. Tento motiv je pfitomny
v danych tRNA u vice organismil, coz mize znamenat, ze inhibi¢ni vliv téchto tiRNA na
translaci miiZze byt univerzalni. Autofi dale prokézali, Ze 5°-tiRNA inhibuji translaci ve stadiu
faktort 4A a 4G. RNA bez &epickové struktury (m’G) se prekladaly v translaénim lyzatu
(RRL) vyznamné hiife nez jejich verze s ¢epickou, coz podporuje predstavu, ze vytésnéni
translace transkripti s ¢epiCkou autofi vysvétluji tim, ze 5°-tiRNA néjakym zplsobem
zvyhodiuji tvorbu elF4E-4E-BP komplexli nad translacné kompetentni interakci proteini
elF4E aelF4G. Pro vySe vysvétlenou tiRNA-zprostiedkovanou translacni represi je téz
zapotiebi YB-1, proteinu obsahujictho RNA vazebné ,,cold shock® domény a soucasné

proteinu, ktery vaze 5’-tiRNA. Po transfekci 5°-tiRNA do bun¢k dochazi k tvorbé stresovych
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granuli (SG; které samy o sobé vznikaji v diisledku inhibice iniciace translace). Ackoliv
mnozstvi 5’-tiRNA-indukovanych SG neni v bunikach vysoké, pro jejich tvorbu je zapotiebi
proteinu YB-1. Podobné&, pokud dojde k utlumeni exprese YB-1, klesa i efekt 5’- tiRNA
v potlaceni iniciace translace. Tato data podporuji predstavu, ze YB-1 a 5’-tiRNA kooperuji
pii inhibici iniciace translace.

Existuji také dvé studie, které charakterizovaly inhibi¢ni vliv tRF odvozené z 5° cCasti
valinové tRNA na translaci u halofilni archebakterie Haloferax volcanii (Gebetsberger et al.,
2012). Tato tRF-5 vznika za stresovych podminek a vykazuje podobnou afinitu k malé
ribozomalni podjednotce jako antibiotika tetracyklin nebo neomycin (Gebetsberger et al.,
2017). Vzhledem ktomu, Ze tento tRF-5 interferuje s peptidyltransferdzovou aktivitou
ribozomu, utlumuje celkovou translaci, a to jak v in vitro, tak in vivo podminkach. Kromé
toho, pii pfeneseni téchto fragmentti do S. cerevisiae a do komercniho translacniho systému
E. coli, irovei proteosyntézy také poklesla. To naznacuje, Ze funkce tRF-5 je v tomto piipadé
evoluéné zachovana, a to i mezi riiznymi fiSemi organizmu.

Prace Guzziho a jeho spolupracovnikii poskytla cenné udaje roli tRNA fragmentt
v ovlivnéni translace. Pseudouridin syntdza 7 (PUS7) se exprimuje preferenéné v kmenovych
bunkach, jak zjistili autofi porovnanim jeji exprese v mESC (lidskych kmenovych bunikach) a

bunécné linii HF (lidské fibroblasty).
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Delece genu pro PUS7 v mESC neméla viditelny dopad na viabilitu ani rast bunck
dotcené linie, avsak doSlo k viditelnému zmensSeni velikosti bunék a zménéné schopnosti

diferenciace (viz obrazek 4). Autoii dosli k zavéru, ze by mohla byt ovlivnéna celkova mira
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Obrazek 4: Porovnani bunék divokého typu a bunék s odstranénym genem pro PUS7. (A) Méreni miry translace
pulznim znacenim pomoci radioaktivné znacené siry v aminokyselinach metioninu a cysteinu. Vyhodnoceni
denzitometrického méreni je uvedeno v grafu vpravo (B) Fotografie z transmisniho elektronového mikroskopu, které
slouzi k porovnavani velikosti bunék. Napravo jsou grafy pro velikost bunééného povrchu (nahote) a pomér velikosti
povrchu cytoplazmy a jaddra ¢ — cytoplazma, n — jaddro, WT — burky divokého typu, PUS7-KO a KO2 — burky
s odstranénym genem pro PUS7. Odstranéni PUS7 vedlo k deregulaci translace a zvétseni bunék véetné jader.

translace. DalS§i zkoumani skute¢né potvrdilo pokles na cepi€ce zavislé iniciace translace.
Ostatni komponenty translacniho aparatu ani signalni dradhy regulujici translaci ovlivnény
nebyly. iCLIP analyza pomohla identifikovat okruh RNA na které se PUS7 vaze vcetné
vazebného motivu, na ktery se vaze. Podafilo se identifikovat nabohacenych nekodujicich
RNA, kde dominantni slozku tvofila skupina tRNA (PUS7 se vSak vaze i na urcity okruh
mRNA). Filtrovani dat sekvena¢ni analyzy pomohlo identifikovat skupinu tRF-5, kterd byla
specificky depletovana v PUS7 KO buiikach. Slo zejména o fragmenty téch tRNA, které na
svém 5’-konci nesou termindlni oligoguaninovy motiv (Ala-tRNA, Cys-tRNA, a Val-tRNA)
a maji délku 18 nukleotidii (autofi tuto skupinu nazvali mTOG). Pti absenci pseudouridylace
zprostfedkované PUS7 v lidskych kmenovych buiikach se tedy mnoZstvi mTOG snizi, coZ
vede ke zvySeni proteosyntézy (Guzzi et al., 2018). Reprimujici role mTOG je specificka,
protoZe jejich dodani zvnéjSku je schopno sniZit translaci v PUS KO linii, navic tento efekt
nastava pouze v piipade, ze mTOG obsahuje pseudouracil (v pozici 8 pivodni tRNA) (Guzzi
etal., 2018).

Dalsi studie provedend na mySich embryonalnich kmenovych bunikach odhalila zapojeni
tsRNA ve schopnosti bunék diferenciovat (Krishna et al., 2019). Po oSetfeni buné¢né kultury
kyselinou retinovou, kterd spousti diferenciaci, se ukdzalo, Ze 1ze detekovat zvySenou hladinu

specifického okruhu tsRNA. Analyza vazebnych proteinli prokazala, ze kazda ze
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studovanych tsRNA disponuje unikatnim spektrem interakcnich partnerd, ale mnoho z nich
interaguje s dvéma a vice tsSRNA (viz obrazek 5A). 109 proteina pak bylo nalezeno u vSech
studovanych tsRNA. Autofi se zaméfili na 5’-tiRNA, kterd pochdzi z GIn-tRNA, sniz
provedli dal$i funkéni pokusy jako hmotnostni spektrometrii asociovanych proteint,
kontrolni western blot analyzy a RNA sekvenovani asociovanych mRNA. Souhrnné tyto
pokusy ukazali, Ze tato tiRNA asociuje s RNA vazebnymi proteiny, napi. IGF2BP1 a YBX1,
mnohymi ribozomdalnimi proteiny a z izolovanych komplexi tsRNA lze izolovat mnohé
mRNA, které koduji transkripéni faktory diilezité pro udrzeni pluripotentniho stavu bunék. U
dané tiRNA také jasn¢ prokazali, ze se vaze na IGF2BP1 (viz obrazek 5B), kterého se pak
nedostava pro vazbu s mRNA kodujici C-MYC. Tento transkripéni faktor poméha udrzovat
nediferenciovany stav bun¢k; vazba IGF2BP1 na destabilizujici element jeho mRNA vede
ke spusténi jeji degradace. Nasledné snizeni hladiny C-MYC v buiice je pak soucasti

nastartovani diferenciacnich pochodii (Krishna et al., 2019).
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Obrazek 5: Identifikace vazebnych protein tsRNA. (A) Diagram popisujici pocet protein(, které interaguji s danymi
typy tsRNA. Pfikryvajici se pole ukazuji mnoZstvi spoleénych vazebnych partnert. (B) Bodovy graf znazorrujici miru
nabohaceni vazebnych proteini 5’-tiRNA ve dvou porovndvanych podminkach. Modrymi teckami jsou oznaceny
proteiny, které se vyrazné vézaly k tsRNA v burikach, které byly osetfeny LIF (Leukemia inhibitory factor), faktorem
inhibujicim bunéénou diferenciaci. Cervené jsou oznaceny proteiny preferenéné se vazajici k 5’-tiRNA v bufikach
odetienvch kyselinou retinovou, faktorem indukuiicim bunéénou diferenciaci. Sedvmi te¢kami isou oznaceny vazebné

Na druhou stranu byl publikovéan clanek, ktery naopak odhalil prospésny vliv tRF na
translaci. tRF-3 pro leucin o délce 22 nukleotidii se komplementarné vaze na mRNA kodujici
ribozomalni protein RPS28. Pfedpoklada se, ze tato vazba zplsobuje zménu konformace

transkriptu tak, ze se u¢innéji preklada (Kim et al., 2017).
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3.2 Fyziologické funkce tsRNA

tsRNA hraji regulacni roli v riznych bunéénych pochodech. Studium rostlin v tomto
ohledu pfineslo zjisténi, ze tsSRNA se mohou spolupodilet na komunikaci mezi jednotlivymi
pletivy, organy, a dokonce mezi riznymi organizmy. tSRNA, odvozené od vsech typti tRNA
kromé tRNA pro izoleucin a treonin byly detekovany ve floému dyné Cucurbita maxima
(S Zhang et al., 2009). Tyto RNA fragmenty nevznikaji §tépenim az ve floémové stave, ale
v pletivech nebo az v bunkéch sitkovic (S. Zhang et al., 2009). Analyza druhl fragmentti
tRNA ve floému ukézala, ze vétSinu tvofi tsSRNA vzniklé St€penim tRNA v antikodonové
vlasence. tsSRNA izolované z floémové Stéavy inhibovaly translaci reportérovych RNA
v transla¢nim lyzatu WGE. Inhibujici vliv na translaci byl zjistitelny pouze v ptipadé, pokud
pti izolaci tsSRNA nebyla pouzita silnd denaturujici ¢inidla, coz autofi vysvétluji minimalnim
pozadavkem na zachovani sekundarni struktury tsRNA. Uvedend pozorovani vedly ke
stanoveni pracovnich hypotéz ohledné mozZznych funkci tsRNA ve zprostiedkovani
komunikace na dlouhé vzdalenosti mezi riznymi ¢astmi rostlinného téla; tedy od zdroje
(pletiva listd) do mista spotfeby (sink, kofen a apikalni Casti rostliny). Transport tsSRNA
floémem muze informovat ,,sinkova™“ pletiva o metabolickém stavu listd. V uvedené
signalizaci také muaze hrat Glohu aktudlni pomér tRNA v ,sinku a dopravené tsRNA, coz
muze napiiklad vymezovat rastové zony. Dal$i moznosti je, Ze tsSRNA transportované do
kotenti mohou slouzit jako zdroj pro syntézu cytokinini.

Sekvenacni profilovani malych RNA v kotfenech a vyhoncich Arabidopsis thaliana
ukdzalo, Ze v kofenech rostlin hladovéjicich na fosfor dochazi k vyraznému zvySeni hladiny
devatenacti-nukleotidovych fragmentii tRNA odvozenych od 5’ konce tRNA (tRF-5), coz
podtrhuje fakt, ze v riznych ¢astech husenicku se vyskytuji riizné druhy tRF, které se lisi
svoji variabilitou, tak mnozstvim, a to jak za normalnich podminek, tak za nedostatku zdroje
fosforu v pidé¢ (Hsieh et al., 2009).

Dalsim zajimavym piikladem funkce tsSRNA v regulaci vyvoje rostlinného téla je regulace
tvorby kotenovych hlizek u sdji (Ren et al., 2019). Kofenové hlizky jsou specializované
rostlinné organy pro fixaci vzdusného dusiku, u soji vznikaji na zadklad¢ symbidzy vyhradné
s baktérii Bradyrhizobium japonicum. Autofi ukazali, ze tRF produkované touto bakterii
mohou pozitivné regulovat tvorbu hlizek a identifikovali konkrétni druhy tRF, které
umlcovaly geny pro vyvojové transkripéni faktory a faktory spojené s tvorbou kotenovych
vlaskli u s6ji, ¢imz dochédzi k pozitivnimu ovlivnéni tvorby hlizek. Umlc¢ovani probiha
stejnym mechanizmem, jako u rostlinnych miRNA. Obdobné funkce tRF pfi regulaci tvorby

hlizek u jinych rostlin nebo v regulaci symbidzy s jinym druhem bakterie nebyla zatim
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zjiSténa, ani to jak probihd transport RNA fragmenti z bakterie do rostlinnych bun¢k. Na
druhou stranu se jedna o dolozeny ptipad, kdy tsRNA je soucasti mezidruhové komunikace.
Podobnym popsanym ptikladem je interakce lidskych bun¢k s Fusobacterium nucleatum,
bakteridlnim komenzilem a fakultativnim parazitem, ktery se vyskytuje v ustni dutiné
clovéka. Autofi provedli analyzu malych RNA ve slinach Clovéka a zaméfili se na lidské
tRF-5, u kterych zjistili vysokou sekvencni podobnost s tRNA Fusobacterium nucleatum (He
et al.,, 2018). Pro studium mozné interakce lidskych tsRNA s Fusobacterium nucleatum
pouzili autofi bakteridlni kmen bez tsekli genomu homologniho s vybranymi fragmenty.
Pokus, kde ptidali studované tsRNA k bakterialni kultufe, potvrdil predpoklad, protoze
tsRNA snizily celkovou proteosyntézu bakterie. Dale zjistili, Ze obé studované tsRNA jsou
obsazené ve vaccich produkovanych keratinocyty a ze jejich vyluovani z bunck je
indukovano pfitomnosti bakterie v stni dutin€. Zatim nezndme molekularni mechanizmus

ovlivnéni bakterialni proteosyntézy v tomto ptipad¢ mezidruhové komunikace.

3.3 Funkce tsRNA jako epigenetického faktoru

Ptenos dédi¢né informace z generace na generaci je nejenom zavisly na konkrétnich
alelach gent, ale i na dalSich epigenetickych faktorech jako je napf. metylace DNA nebo
posttransla¢ni modifikace histonovych proteini. Jednim ze stéZejnich témat epigenetiky je
zpusob, jakym se tyto takzvané ,.epigeny piendsi z jedné generace na druhou. Z hlediska
role definovanych fragmentti tRNA, bylo proto diilezité zjisténi, ze tRF mohou hrat roli pro
pfenos epigenetické informace prostiednictvim samcich gamet. Studie biogeneze a funkce
tRF béhem spermatogeneze a rannych stadii vyvoje embrya poukdzala na vyznam tRNA
fragmenti v regulaci exprese gentl, které jsou zavislé na endogennich retroelementech
(Sharma et al., 2016). Pii sekvenovani malych RNA zoblasti ocasu nadvarlete tura
domaciho, zastoupeni tsSRNA ¢inilo kolem osmdesati procent vS§ech malych RNA (sRNA).
Pti provedeni stejné analyzy v nezralém spermatu z oblasti varlat, autofi téméf zadné sRNA
nenasli. VétSina detekovanych tsRNA znadvarlete byly 28 az 34 nukleotidi dlouhé
fragmenty odvozené z 5’ konce pfislusejicich tRNA. Dale v této studii bylo zjisténo, ze
urovenn tRF-5 odvozenych z glycinové tRNA byla vyssi u mysi, které¢ dostavaly potravu
s niz§im obsahem bilkovin na rozdil od téch mysi, které dostdvaly normalni potravu. Pficemz
celkova uroven tRNA izolovanych ze spermatu obou experimentalnich skupin se nelisila.

Béhem prichodu nadvarletem se z jeho epitelu do spermatu uvoliiuji malé extracelularni
vacky, zvané epididymozémy. Purifikace vackli a nasledné hluboké sekvenovani sRNA

prokézalo velkou podobnost s tsSRNA profilem spermatu z ocasu nadvarlete. To by mohlo
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vypovidat o tom, Ze vznik tRF neprobiha ve varlatech, ale ptfidavd se do spermatu
prostiednictvim transportnich vackl pozdéji béhem spermatogeneze.

Aktivita endogennich retroelementll je spojovana se schopnosti diferenciace kmenovych
bun¢k (Macfarlan et al., 2012). V¢tsi koncentrace tRF-5 v dvoubunééném embryu zplsobuje
snizeni exprese gentll, jejichz transkripce je iniciovana z LTR nékterych endogennich
retroelementti (Sharma et al., 2016). Autoii predpokladaji, ze funkci tRF-5 by mohla byt
regulace velikosti placenty nebo jinych jejich vlastnosti.

Castecné vysvétleni molekularniho mechanizmu piisobeni tRF na geny, jejichZ exprese je
zéavisla na retroelementech, bylo pfedstaveno pozdé¢ji Boskovicem a spolupracovniky. tRF
vzniklé Stépenim glycinovych tRNA maji totiz pozitivni vliv na produkci dalSich malych
nekodujicich RNA, mezi nimi napiiklad U7 snRNA. Jak je znamo, tato mala jadernad RNA je
esencialni slozkou 3’ procesujiciho a polyadenyla¢niho komplexu mRNA koédujicich
replikacné dependentni histony. Pozitivni ovlivnéni produkce histonovych proteinli méa pak
za nasledek intenzivnéj$i tvorbu heterochromatinu. Heterochromatin pak zpétnovazebné
umlcuje retroelementy a tim padem i sniZzuje expresi gent s nimi spojenych (Boskovic et al.,
2020).

S dal§im diikazem epigenetického plisobeni tsRNA pfiSel kolektiv autort Chen Q et al.
(2016). Tato studie se vénovala zkoumani vlivu vysokotucné stravy na potomstvo u samct
mysi. U potomktl prvni generace byla pozorovana zména ve dvou faktorech a to v gluk6zové
toleranci a inzulinové rezistenci. Potomci druhé generace vykazovali prvni pfiznaky stejnych
poruch uz sedmy tyden zivota. Aby autofi zjistili, zda tsRNA maji vliv na dédi¢nost danych
metabolickych poruch, izolovali ze spermatu mysi na vysokotu¢né stravé frakci RNA o délce
tiiceti az Ctyriceti nukleotidd a mikroinjekéné ji prenesli do normalnich zygot. Stejné jako
v pfedchozim pokusu vyvinuti jedinci méli glukozovou toleranci, ale inzulinovou rezistenci
nevykazovali. Dale byly identifikovany druhy tsRNA nejvice zastoupené v spermatu mysi,
které dostavali stravu s vysokym obsahem tukli. Témito typy byly 5’-tiRNA, které pochazeli
ztRNA pro kyselinu glutamovou, glycin a valin. Zajimavé je, Ze pii injek¢nim vneseni
analogickych, umélou syntézou ziskanych 5°-tiRNA, fenotyp potomki se nijak nelisil od téch
vzniklych z kontrolnich zygot. Autofi tento vysledek vysvétluji tim, ze syntetické tsRNA
neobsahovaly pfirozené modifikace nukleotidl, ¢imZz mohlo dojit k ovlivnéni nékterych
vlastnosti tsRNA vcetné ovlivnéni jejich stability (Q Chen et al., 2016).

VSechny tyto studie davaji nahlédnout k dosud malo prozkoumanym zplsobiim
epigenetické dédicnosti. Ovlivnéni fenotypu potomkl v zavislosti na vnéjSich faktorech

prostiedi, ve kterém ziji jejich rodice, mize predstavovat dilezity adaptatni mechanizmus,
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ktery je ovSem potieba dale studovat vCetné role tsRNA v pienosu epigenetické informace

mezi generacemi.

34 Regulace stresové odpovédi

Jelikoz vyrazna variabilita druhit tsSRNA byla zaznamenéna za stresovych podminek,
prvotni studie zamétené na odhaleni biologické funkce téchto fragmentl v adaptaci na stres
pochazeji pravé z téchto publikaci. Jednim ze zpusobl tsRNA zprosttedkované adaptace
translace na stresové podminky (viz kapitola 4.1.2) je vytésnéni iniciacnich faktorii z mRNA
(Ivanov et al., 2011). Odlisny zptsob adaptace, ve kterém hraji roli tiRNA, byl odhalen
v souvislosti s cytochromem C.

Mitochondrie hraji kli€ovou roli pro spusténi apoptozy. Autoii zkoumali, zda cytochrom C
jako klicova molekula v kaskad¢é proapoptotickych d&ji neinteraguje s fragmenty tRNA,
které vznikaji angiogeninovym §tépenim. Tato pracovni hypotéza se jim potvrdila, protoze
identifikovali ribonukleoproteiny slozené z cytochromu C a tiRNA. V tomto komplexu se
cytochrom C stavd nefunkénim vzhledem k jeho schopnosti aktivovat apoptdézu (viz

obrazek 6).

STRESS
mitochond ria) k tRNA

release ANG-mediated
( ; ) cleavage
Cytc tiRNA

free Cytc <X’ RNP-bound Cyt ¢ <X> free tiRNA
Apaf-1 l

apoptosome

caspase 9/3
activation

APOPTOSIS SURVIVAL

Obrazek 6: Schéma angiogenin-zprostredkované bunécné reakce na stres. BEéhem osmotického Soku se biochemické a
strukturni charakteristiky vnéjsi mitochondrialni membrany méni, coz vede k vylucovani cytochromu C do cytozolu.
Cytochrom C pak spousti dobfe znamou kaskadu proapoptotickych reakci: vaze se na APAF-1, zpUsobuje jeho
konformacni zménu, ktera umozni jeho ndsledné navazani na prokaspazu 9 a jeji nasledné stépeni. Bylo zjiSténo, ze
oSetfeni mysich embryondlnich fibroblast( angiogeninem béhem prvnich dvou hodin hyperosmotického stresu vede
k potlaceni Stépeni prokaspazy 9 a 3 a vzniku ribonukleoproteinl sloZzenych z cytochromu C a tiRNA. Prevzato z Saikia et
al. 2014.

V jiné studii, ve které¢ byl zkouman vyznam tRF pro citlivost bun€k k cisplatin€ (a€inné
latce pouzivané pro léceni riznych druhl rakovin), bylo ukazéano, ze transfekce inhibitort pro
dany tRF do bunék oSetfenych cisplatinou zplisobuje zvyseni exprese cytochromu C a P53,
pak sniZeni exprese antiapoptotického proteinu BCL-2 v burnikach rakoviny prostaty (Yang et

al., 2021). Také tyto inhibitory indukuji fosforylaci elF2a. Zkoumany tRF je fragment, ktery
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odvozeny od 5° konce tRNA pro lysin. Tato mala RNA je typem tsRNA kterd ma rozdilnou
koncentraci ve zdravych buiikach a ve zkoumanych buiikach rakoviny prostaty. To je dalSim
prikladem studie, ve které tRNA hraje roli inhibitoru apoptozy.

V jednobunééném parazitickém prvokovi Trypanosoma brucei byla objevena nova funkce
tiRNA odvozené z tRNA pro threonin pfi analyze malych RNA asociovanych s ribozomy.
Tento prvok je specificky svou omezenou moznosti regulovat transkripci za stresovych
podminek. Reakce na stres tedy probihd preferenéné na posttranskripéni a transla¢ni urovni.
Ukazalo se, ze mnozstvi 3’-tiRNA je vétsi, pokud je trypanozoma vystavena hladovéni. Po
odeznéni stresu tato 3’-tiRNA interaguje sribozomy a polyzoémy a usnadiuje translaci
mRNA kodujicich proteiny, které jsou diilezité pro zotaveni buiiky. Konkrétni mechanizmus
ucinku téchto tiRNA na ribozém zatim neni znam, stejné jako jeho pfitomnost u jinych druhd
trypanozom (Fricker et al., 2019). Tato studie tedy ukazuje aktiva¢ni u¢inek tsRNA na

translaci na rozdil od vétSiny publikovanych praci.
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4 Vyznam tsRNA v patogenezi lidskych onemocnéni a jejich
diagnosticky potencial

Soucasna literatura se Casto vénuje profilovani tsRNA v biologickém materialu, ktery byl
ziskan se zdravych a nemocnych jedincti (Dhahbi et al., 2013; Y. S. Lee et al., 2009; Maute et
al., 2013; Rounge et al., 2015). Obecné lze fici, ze profily tsSRNA vykazuji jistou specifitu dle
konkrétnich studovanych nemoci, ¢i patologickych metabolickych stavii, nicméné
molekularni podstata tohoto fenoménu neni zatim pfili§ studovana.
vysoky potencial v diagnostice velkého poctu nejriiznéjSich nemoci. Existuje totiz nékolik
faktorti, které délaji tsSRNA dobrymi diagnostickymi markery. Vyskytuji se v séru, moci a
jinych télnich tekutinach (Godoy et al., 2018), coZ znamend moZnost snadného neinvazivniho
odbéru vzorka. Déle profily fragmenti tRNA reflektuji fyziologické podminky a jsou
tkanovée specifické (Torres et al., 2019).

Nédorova onemocnéni tvoii prominentni skupinu, kde byly pouzity analyzy profilu tsSRNA
pro porovnani zdravych a nemocnych jedincii. Autofi se vSak Casto nepoustéji do hledani role
fragmentl pro vznik a pribéh nemoci. Vyzkum je zaméfen na samotné hledani biologickych
markeri patologickych stavil. Jedna z mala studii, ktera se pokusila o vysvétleni mechanizmu
pusobeni tsRNA se vénovala funkci tRF-2 v regulaci stability onkogennich transkriptd a byla
Jiz zminéna v kapitole 3.1.1.

Vice informaci ohledné¢ vyzkumu tsRNA v rakovinnych buiikdch viz naptiklad

ptehledovy ¢lanek Yu et al., 2020.
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Zavér

V této praci jsem se snazila shromazdit aktualni informace o tsSRNA. Tento souhrn neni
zajisté vycerpavajici a nepojima vsSechny publikované prace na toto téma, snazila jsem se
soustfedit na studie zabyvajici se molekularnim mechanizmem puasobeni tsRNA a
zkoumanim jejich role na bunécné trovni. Vztah tsRNA k lidskym onemocnénim vcetné
diagnostického potencialu neni podrobné zpracovan.

Soucasna literatura nepovazuje tsRNA za stabilni produkty degradace tRNA, coz je
zalozeno na pozorovani, ze stresovd pisobeni, které indukuji vznik tsRNA, nevedou
k vyraznému snizeni hladiny tRNA v bunice (Thompson et al., 2008). Zatim identifikované
nukledzy, AGO a Dicer, nejsou zapojeny do béznych degradacnich drah tRNA. Na tomto
misté je také vhodné znovu zdlraznit, ze v nékterych piipadech zatim nebyla pfislusna
nukledza identifikovana. Podobné neni vyjasnén ani vztah biogeneze tsRNA s drahou
si/miRNA a spolecné fungovani nukledzy Dicer. Nedostate¢na znalost se také tyka
mechanizmu rozpoznavani cilovych tRNA danymi nukledzami.

Z této prace vyplyva, Ze tsRNA ovliviluji posttranskripéni Urovenl regulace genové
exprese, zejména stabilitu a translaci cilovych mRNA (Krishna et al., 2019), avsak jejich
uloha byla zaznamenana 1 v dalSich biologickych procesech, ¢ehoz je vysledkem, Ze maji
celou fadu biologickych roli. Z tohoto hlediska je tedy zfejmé, Ze nelze nalézt Zadny jednotny
mechanizmus jejich plsobeni. Z dosavadnich studii také vyplyva uzky vztah mezi stavem
modifikace urcitych bazi tRNA pro vznik ptislusejicich fragmentt. V nékterych piipadech se
ukazuje, Ze absence modifikace baze je podminkou pro St€peni (Rashad et al., 2020).
V jinych ptipadech je naopak piislusnd modifikace potfeba nejen pro $tépeni, ale také pro
biologickou funkci dané tsRNA (Guzzi et al., 2018).

Zasadni posun ve studiu tsRNA, kde jejich regulacni a biologickéd role byla dle mého
soudu jasn¢ prokazana, lze nalézt v n€kolika prestiznich publikacich. Jednéd se napiiklad o
praci Guzziho a spolupracovniki, kde byl odhalen vyznam tRF-5 pro buné¢nou diferenciaci a
dilezitost pseudouridylace ve zprostfedkovani biologické funkce daného fragmentu (Guzzi et
al., 2018), nebo prvni proteomicka analyza, kterd vedla k identifikaci vazebnych proteinti a
opét k definovani biologické funkce studované tsRNA (Krishna et al., 2019).

Vzhledem k tomu, zZe stabilni fragmenty tRNA byly nalezeny napii¢ vSemi doménami
zivota, dedikovana literatura nepouzivd Uplné sjednocenou nomenklaturu pro jejich
pojmenovani. Tento nedostatek jsem se snazila v praci omezit, avSak myslim, ze praveé dalsi
intenzivni vyzkum vcetné pomoci bioinformatickych databazi povede k zavedeni jednotného

déleni a pojmenovani.
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