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Abstrakt

Vyznam ribosomalnich protein neni relevantni pouze z hlediska umozZnéni proteosyntézy,
jejich funkce se projevuji i mimo kontext ribosomu ve smyslu extraribosomalnich funkci. Tato
prace je zaméfena predevSim na extraribosomdlni funkce proteind vysSich eukaryot.
Konkrétnéji rozebira tfi ribosomalni proteiny, L13a, L22 a S3, které ilustruji nékolik zajimavych
aspektll extraribosomalnich funkci. Pfehledné shrnuje mechanismy plsobeni téchto proteint

a jejich projevy na rGznych urovnich genové exprese.

Kli¢ova slova: extraribosomalni funkce, L13a, L22, S3, p53, NF — kB, sestfih

Abstract

Ribosomal proteins are important not only because they enable proteosynthesis, but also
because of their functions outside of ribosome - in their extraribosomal functions. This thesis
is mainly focused on the extraribosomal functions of higher eukaryotic ribosomal proteins.
Specifically, it analyzes three ribosomal proteins, L13a, L22, and S3, which illustrate several
aspects of extraribosomal functions. It discusses the mechanisms of action of these proteins

and how they affect various levels of gene expression.
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Seznam zkratek

40S
5'TOP
60S
8-0x0G
AGC
AK
AP
APE1
ATF6
ATPaza
BER
BMP
CCL11
CCL22
Cdk5
DAPK
DNA
ds3
EBER1
elF
EPRS
ER
ERK1/2
GAIT
GAPDH
GTP
GTPaza
hnRNP-A1
hOGG1

hS3

mala ribosomalni podjednotka
5'-terminal oligopyrimidine
velka ribosomalni podjednotka
8-oxoguanin
cAMP-dependentni proteinkindza A/G/C
aminokyselina
apurinicky/apyrimidinicky
apurinicka/apyrimidinickd endonuklaza
aktivacni transkrip¢ni faktor 6
ATP fosfohydrolaza
systém oprav vystfizenim baze
bone morphogenetic protein
C-C motif chemokine 11
C-C motif chemokine 22
cyklin-dependentni kindza 5
death-associated protein kinase 1
deoxyribonukleova kyselina
ribosomalni protein S3 octomilky
Epstein-Barr virus-encoded RNA 1
eukaryoticky inicia¢ni faktor 1
glutamyl-prolyl-tRNA syntetaza
endoplazmatické retikulum
extracellular signal-regulated kinase
interferonem gamma aktivovany inhibitor translace
glyceraldehyd- 3-fosfat dehydrogenaza
guanosintrifosfat
GTP fosfohydrolaza
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
8-oxoguanin DNA-glykosylaza

lidsky ribosomalni protein S3



HSC hematopoetické kmenové buriky

Hsp70 protein tepelného Soku 70

IFN-y interferon gamma

IkB inhibitor jaderného faktoru kappa B

IKK kindza inhibitor jaderného faktoru kappa B
IL interleukin

IRE1 inositol-requiring enzyme 1

IRES vnitfni misto pro vstup ribozomu

KH K homologie

Mdm?2 Mouse double minute 2 homolog

Mizl Myc-Interacting Zinc Finger Protein 1
MMP1 matrixova metaloproteinaza 1

mRNA medidtorova RNA

MSC multiaminoacyl tRNA synthetase complex
NER systém oprav vystfizenim nukleotid(

NF — kB jaderny faktor-kappa B

NLS jaderny lokalizacni signal

NSAP1 NS1-associated protein 1

PABP poly-A vazebny protein

PERK protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase
PNKP polynukleotid kindza-fosfataza

RHD Rel homologickd doména

RNA ribonukleovd kyselina

ROS reaktivni formy kysliku

RP ribosomalni protein

rRNA ribosomalni RNA

RSV respiracni syncytialni virus

Runx1 Runt-related transcription factor 1

TGFB transforming growth factor beta

Tom70 translocase of the outer membrane 70

tRNA transferova RNA



UPR unfolded protein response
UTR neprekladana termindlni oblast
VAIT virem aktivovany inhibitor translace

ZIPK zipper interacting protein kinase
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1. Uvod

Ribosomy jsou vysoce organizované ribonukleoproteinové komplexy, které zprostfedkuji
syntézu protein(l. Sav¢i eukaryotické ribosomy tvofi velkd podjednotka (60S) sloZzend z 5S
rRNA, 5.85 rRNA, 28S rRNA a priblizné 47 ribosomalnich proteind (RP), zatimco malou
podjednotku (40S) tvori 18S rRNA a asi 33 RP (Doudna & Rath, 2002). rRNA molekuly katalyzuji
tvorbu peptidovych vazeb mezi jednotlivymi aminokyselinami (AK) nové vznikajiciho
proteinového fetézce (Cech, 2000). RP interaguji s rRNA a formuji tak katalyticka centra,
zajistuji spravny prabéh translace. RP maji funkci i pfi samotné biogenezi a maturaci ribosomu.
RP jsou vyznamné jak z hlediska tvorby jednotlivych pfechodnych stadii vyvoje obou
podjednotek (O’'Donohue et al., 2010), tak z hlediska stabilizace jejich findlni konformace.
Zaclenéni RP do fazi maturace ribosomadlnich podjednotek lidskych bunék je schematicky
znazornéno na obrazku 1. Biogeneze ribosomu zacind v jadérku transkripci prekurzord rRNA
prostiednictvim polymerdzy | a lll (Doudna & Rath, 2002). Polymeraza lll syntetizuje 5S rRNA,
zatimco polymeraza | syntetizuje prekurzor 47S rRNA. Tento prekurzor se postupné modifikuje
a upravuje v jadérku a nukleoplasmé exoribonukledzami a endoribonukledzami na finalni
podobu 5.8S rRNA, 25S rRNA a 18S rRNA. Béhem zpracovani prekurzoru 47S rRNA dochazi k
jadernému transportu RP syntetizovanych v cytoplazmeé polymerazou Il (obrazek 1) (Bohnsack
& Bohnsack, 2019). RP postupné asociuji s rRNA a formuji jeji stabilni funkéni strukturu. RP,
které asociuji s ranymi prekurzory 40S jsou S3a, S4, S5, S6, S8, S11, S13, S14, S16, S23 a S24
(na obrazku 1 oznaceny ,Body“). RP, které se zacleni do prekurzori 40S ve stfedni fazi
maturace jsou S9, S3 a S21 (na obrazku 1 oznaceny ,Head”, ,Beak”). V pozdni fazi maturace
asociuji s prekurzorem 40S RP S2, S10, S17, S19, S26 a S29 (O’Donohue et al., 2010). L3, L4, L6,
L7, L7a, L14, L17, L18, L26, L32, L35 a L35a, které se nachdzeji v 60S na strané vystavené
rozpoustédlu jsou asociovany v rané fazi prekurzoru 60S (na obrazku 1 oznaceny ,Solvent-
exposed”). Naopak PO, L3, L5, L8, L9, L13, L13a, L184a, L19, L27, L30, L31, L34, L35, L36, L37 a
L37a, které utvareji stranu rozhrani 60S jsou za¢lenény do prekurzoru ve stfedni fazi maturace
60S (na obrazku 1 oznaceny , Intersubunit interface”) (Nicolas et al., 2016). Pevnost vazby RP
v ramci ribosomu se postupem zrani ribosomalnich podjednotek se zvySuje. Protoze
biogeneze ribosoml a translace jsou komplikované procesy, které vyZzaduji maximalni

pfesnost a koordinovanost, je nutnd ucast mnoha dalSich pomocnych molekul jako jsou



helikazy, GTPazy, ATPazy, kindzy a endonukledzy (Bohnsack & Bohnsack, 2019; Fromont-
Racine et al., 2003).

Syntéza RP je pfisné regulovany proces. RP jsou syntetizovany v nadbytku oproti jejich
pozadovanému mnozZstvi. Nezaclenéné RP jsou ubikvitinovany a nasledné degradovany
proteasomy (Lindstrém, 2009). Ostatni volné RP, které maji byt inkorporovany do ribosomu,
jsou v cytoplazmé asociovany se chaperony. Kvili vysokému obsahu bazickych AK v RP jsou
tyto RP ndachylné k nespecifickym interakcim se zdporné nabitymi molekulami. Vazbou
chaperond na RP je zastinén ndboj RP. V bunkach existuje skupina chaperond, ktera se
specificky vaze na volné RP (Pillet et al., 2017). Jednim z dlvodu, diky kterému buriky
obratlovci synchronizuji expresi jednotlivych molekul Ucastnicich se biogeneze ribosomu, je
obsah sekvence 5'TOP (5'-terminal oligopyrimidine) v 5’'UTR mRNA RP a dalSich pfidavnych
proteinl (Bohnsack & Bohnsack, 2019; ladevaia et al., 2014)
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Obrazek 1 - Schéma zndazoriuje syntézu RP v bunce ¢lovéka, jez jsou postupné zaclenény do
maturujicich ribosomalnich podjednotek. PInymi modrymi Sipkami je naznaceno, kam se RP postupné
translokuji v rdmci bunky. Fialovymi Sipkami je zndzornéna maturace jednotlivych podjednotek a jejich
nasledna funkce v translaci v cytoplazmé. RizZové C znazornuje specifické chaperony, které vazou
jednotlivé RP prochazejici pres jadernou membranu do maturacnich stadii podjednotek ribosomu.

Obrazek byl ptevzat z (Bohnsack & Bohnsack, 2019).



2. Extraribosomalni funkce ribosomalnich proteind

Funkce RP nejsou omezeny pouze na oblast translace a biogeneze ribosoml. U mnoha RP byly
objeveny funkce extraribosomalni. Extraribosomalnimi funkcemi se mysli takové funkce, které
nesouvisi s translaci ¢i s ribosomy. Jedna se o funkce, kdy RP prostfednictvim vazby na jinou
molekulu figuruje v néjakém molekularnim procesu. RP diky vysokému obsahu bazickych AK
elektrostaticky interaguji s nukleovymi kyselinami (Warner & MeclIntosh, 2009). RP vazajici
RNA, at uz pre-mRNA, mRNA ¢i nekédujici RNA, ovliviiuji regulaci genové exprese na nékolika
urovnich v souvislosti s transkripci, sestfihem a stabilitou mRNA (Bhavsar et al., 2010). Nékteré
RP tak reguluji svoji vlastni expresi. Napr. lidsky protein S14 ovlivni svou expresi vazbou na 5'
konec vlastni mRNA (Tasheva & Roufa, 1995). Také vysokd hladina lidského proteinu S13
negativné reguluje sestrih jeho vlastni pre-mRNA, kvili vazbé S13 v blizkosti sestfihového
mista intronu 1 (Malygin et al., 2007). RP ovSem dokaZou tvofit vazbu i s jinymi proteiny,
transkripénimi faktory ¢i enzymy a jsou schopny regulovat jejich aktivitu a tim metabolismus
buniky. Sam RP také mlze mit katalytickou funkci napfiklad po navdzani na DNA. Pozdéji v
textu se budeme podrobné zabyvat funkci S3 v rdmci oprav poskozené DNA (J. Kim et al.,
1995). Extraribosomalni pisobeni RP mlize mit dopad na zastaveni bunécného cyklu nebo
mUze zpUsobit bunécnou apoptézu (Bhavsar et al.,, 2010). Extraribosomdlni funkce byly
potvrzeny u RP vyskytujicich se v burnkach nizsich i vysSich eukaryot. Jeden z prvnich
ptehlednych ¢lank( shrnujicich extraribosomalni funkce publikovala Ira Woolova (Wool, 1993;
Wool R. G. Landes-in press). Na zakladé predstav, Ze formy Zivota zaloZzené na RNA byly
evoluéné plvodni (Higgs & Lehman, 2015) se predpoklada, ze primordidlni ribosomy byly
slozeny pouze z rRNA a RP postradaly. Proteiny se staly soucasti ribosom( pozdéji, kdy se
vyvinuly specificky pro funkci v ribosomu nebo se staly jeho soucasti jako jiz existujici peptidy
s etablovanou funkci (,extraribosomalni”) (Lupas & Alva, 2017; Wool, 1996). Warner a
Mclintosh navrhli tti kritéria, ktera by mél RP splnit, aby mohly jeho , pfidatné” funkce byt
klasifikovany jako extraribosomalni. Takovy RP by mél 1) interagovat s molekulou, kterd
nenalezi ribosomu, ¢i neni zapojena do translace a biogeneze ribosomu, 2) dlsledek této
interakce by mél mit vliv na néjakou pozorovatelnou zménu v rdmci buriky a 3) a jeho funkce

mimo ribosom by méla byt prokazatelna (Warner & Mclntosh, 2009).



3. Funkce L13a v transkript-selektivni inhibici translace

Jednim z ribosomalnich proteinl s extraribosomalni funkci je L13a, protein 60S. Primarni
strukturu tohoto proteinu u ¢lovéka tvori 203 AK, sekvence je znazornéna na obrazku 2. Na
rozdil od homologu L13a v kvasince (L16 dle staré nomenklatury, uL13 dle nové nomenklatury
(Ban et al., 2014)), neni funkce L13a u savcl esencidlni pro biogenezi ribosomU ani pro
translaci. Zd4 se ale, Ze L13a je v savcich bunkdch vyZzadovan pro methylaci pre-rRNA 47S.
Methylace pre-rRNA je vyznamna pro translaci nékterych mRNA, které obsahuiji IRES (internal

ribosome entry site). L13a tak nepfimo aktivuje syntézu téchto mRNA (Chaudhuri et al., 2007).

MAEVQVLVLD GRGHLLGRLA AIVAKQVLLG RKVVVVRCEG INISGNFYRN  KLKYLAFLRK
RMNTNPSRGP YHFRAPIRIF WRTVRGMLPH KTKRGQAALD RLKVFDGIPP PYDKKKRMVV
PAALKVVRLK PTRKFAYLGR LAHEVGWKYQ AVTATLEEKR KEKAKIHYRK KKQLMRLRKQ
AEKNVEKKID KYTEVLKTHG LLV

Obrazek 2- Sekvence lidského proteinu L13a. Zluté jsou vyznaceny predpoklddané sekvence NLS1
(nuclear localization signal 1) a NLS2 (nuclear localization signal 2) (Kour et al., 2019), Cervené je
vyznacen Ser77, jehoz fosforylaci je L13a uvolnén z ribosomu, modre je vyznacena sekvence esencidlni
pro spravnou funkci GAIT (IFN-y activated inhibitor of translation). Sekvence L13a byla prevzata z
databdze UniProt (accession no.:P35268).

Supramolekularnim komplexem GAIT (IFN-y activated inhibitor of translation) imunitni burnky
myeloidni linie selektivné inhibuji translaci vybranych mRNA. Jednd se o heterotetramer
slozeny z ribosomalniho proteinu L13a (Barsanjit Mazumder et al.,, 2003), NSAP1 (NS1-
associated protein 1, pouze v lidskych burnkach), GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) a EPRS (Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase) (Barsanjit Mazumder & Fox, 1999;
Prabha Sampath et al., 2004). GAIT-komplex se vyznacuje afinitou k mRNA obsahujici tzv.
element GAIT. Jedna se o Usek zaujimajici sekundarni strukturu v podobé vlasenky, tvorené
priblizné 29 nukleotidy. Jeho stavba byla popsana na 3'UTR mRNA ceruloplasminu (P. Sampath
et al., 2003) a byla identifikovdna u mnoha dalSich mRNA interagujicich s komplexem GAIT,
véetné mRNA pro DAPK (Death-Associated Protein Kinase 1) a ZIPK (Zipper interacting protein
kinase; také znama jako Death-Associated Protein Kinase 3) (Mukhopadhyay et al., 2008),

chemokinli CCL11 a CCL22 (Vyas et al., 2009).



Jak jiz z ndzvu komplexu vyplyva, IFN-y je molekulou, kterd stimuluje burnku k tvorbé GAIT.
Funkéni cyklus komplexu GAIT je znazornén na obrdzku 3. MSC (multiaminoacyl tRNA
synthetase complex) katalyzuje ptifazeni AK k ptislusné tRNA. Jednou z jeho podjednotek je
EPRS, ktera k tRNA®Y/Pro yaze kyselinu glutamovou nebo prolin (Cerini et al., 1991). V diisledku
vazby IFN-y na receptor jsou spustény fosforylaCni reakce, které jsou zakonceny fosforylaci
Ser886 a Ser999 EPRS. Tyto modifikace zpUsobi uvolnéni EPRS z MSC a umozni naslednou
vazbu EPRS na NSAP1, dalsi komponentu GAIT. NSAP1 se mimo jiné podili na maturaci mRNA.
Spolecné tak EPRS-NSAP1 utvafi rany komplex GAIT (Abul Arif et al.,, 2009). EPRS je
zodpovédny za vazbu komplexu GAIT na element GAIT v mRNA (Prabha Sampath et al., 2004).
NSAP1 inhibuje tuto vazbu prekrytim vazebného mista vyskytujiciho se na EPRS. Inhibice
prostfednictvim NSAP1 je znemoZnéna zménou konformace GAIT po navazani zbylych
komponent (Jia et al., 2008). IFN-y se zpoZdénim 16h stimuluje monocyty ke spusténi dalsi
fosforylaéni kaskady. Ta je zprostfedkovana DAPK, kterd nasledné aktivuje ZIPK. L13a, ktery se
nachazi na povrchu 60S, je fosforylovan ZIPK na Ser77 (Mukhopadhyay et al., 2008). Tento
krok je nezbytny pro uvolnéni L13a z vazby k ribosomu (Barsanjit Mazumder et al., 2003), ale
neni esencialni pro naslednou funkci komplexu GAIT, protoZe podle nedavnych studii byla
zjiSténa pretrvavajici funkce komplexu GAIT navzdory absence Useku L13a obsahujiciho Ser77.
Predpoklada se ovsem, Ze pro funkci komplexu GAIT je nezbytny vyskyt oblasti L13a zahrnujici
AK Tyr149-Val203, a to zejména Arg169, Lys170, Lys171 (Kour et al., 2019). GAPDH interaguje
s volnym fosforylovanym L13a a zajistuje jeho stabilizaci v cytoplazmé (Jia et al., 2012). Vazbou
L13a-GAPDH na EPRS-NSAP1 se po zméné konformace odkryva vazebné misto elementu GAIT

a utvari se tak aktivovany heterotetramericky GAIT.
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Obrazek 3- Znazornéni funkéniho cyklu komplexu GAIT v lidskych burikach. INF-y stimuluje aktivaci
Cdk5 (Cyclin dependent kinase 5) a AGC (cAMP-dependent protein kinase A/G/C), které fosforyluji
EPRS (EPRS zbarven zelené, fosforylovany Ser886 predstavuje oranzova tecka, fosforylovany Ser999
predstavuje Cervena tecka). Modifikovany EPRS opousti MSC a vaZe se na NSAP1 (NSAP1 zbarven
oranzoveé). Ser77 proteinu L13a v ribosomu je fosforylovan prostiednictvim fosforylac¢ni kaskady DAPK-
ZIPK, coz zpUsobi uvolnéni L13a z ribosomu (L13a zbarven modre, fosforylovany Ser77 predstavuje
zelena tecka). Modifikovany L13a se vaZze na GAPDH a nasledné spolecné s EPRS-NSAP1 utvafi funkéni
komplex GAIT (A. Arif et al., 2012).

GAIT inhibuje inicia¢ni krok translace cilové skupiny mRNA (Kapasi et al., 2007). Pfi iniciaci
translace zavislé na pfitomnosti 7-methylguanosinové ¢epicky (m’G) na 5' konci mRNA dochazi
k nasednuti komplexu eukaryotického iniciacniho faktoru 4F (elF4F). Jedna se o komplex
vazajici se na 5' konec mRNA, jehoZ soucasti jsou proteiny elF4A, elF4B, elF4E a elF4G. Komplex
elF4F ma afinitu k poly(A)-vazebnému proteinu (PABP), ktery interaguje s mRNA na jejim 3'
konci. Vazbou elF4F a PABP dochazi k cirkularizaci celého supramolekularniho komplexu. Vznik
takového usporadani je kritickym krokem pro nasledujici iniciaci translace (Jackson et al.,
2010). Jedna z podjednotek elF4F, protein elF4G, je zodpovédny za navazani pre-iniciacniho
komplexu 43S na translatovanou mRNA. 43S tvofi 40S, proteiny elFl, elF1A, elF3,
pravdépodobné elF5 aternarni komplex elF2-GTP-Met-tRNAMet (Hinnebusch & Lorsch, 2012).

Vysokou afinitou elF3 k elF4G tak za normalnich podminek vznika pre-iniciacni komplex 48S,

zasadni pro zahdjeni samotné translace (Jackson et al., 2010). Pokud je v burice stimulovana
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tvorba komplexu GAIT vazajiciho se pomoci EPRS na element GAIT mRNA, je zamezeno tvorbé
48S, jak je zndzornéno na obrdazku 4. L13a je zodpovédny za vazbu C- konce elF4G.
Cirkularizace supramolekularniho komplexu je esencidlni pro pfiblizeni L13a vyskytujiciho se
na 3' konci a elF4G setrvavajiciho na 5' konci transkriptu. Vazba L13a na ostatni molekuly v
komplexu GAIT méni konformaci L13a tak, aby se odkryla jeho vazebna doména pro elF4G
(Abul Arif et al., 2009). Dochazi ke kompetici mezi L13a a vySe zminénym elF3 vzhledem k
tomu, Ze vazebna mista pro tyto proteiny na elF4G se prekryvaji. Je tak zabranéno tvorbé 48S,

tedy i naslednému zahdjeni translace (Kapasi et al., 2007).

48S

Obrazek 4 — Znazornéni vazby komplexu GAIT na transkript obsahujici element GAIT. Vazba elF3
(komponenty pre-iniciacniho komplexu 43S) na elF4G je inhibovana GAIT. Nasledné je zamezena
tvorba pre-iniciaéniho komplexu 48S. Obrazek byl pfevzat ze studie Kapasiové a spolupracovnikd
(Kapasi et al., 2007).

Existence komplexu GAIT je vyznamna zejména v makrofazich a monocytech (P. Sampath et
al., 2003; Prabha Sampath et al., 2004), kde je tak v pritomnosti endotoxini umoznéna
regulace syntézy prozanétlivych molekul, chemokini. Tim je dosahovano prevence

chronického zanétu, na zdkladé poznatku ze studie Poddara a spolupracovnikd (Poddar et al.,

2013).

L13a se podili na ochranném mechanismu proti mnozeni partikuli Respiracniho syncytialniho
viru (RSV). | vtomto pripadé L13a inhibuje translaci, a to sice proteinu M, jehoz pfitomnost je
pro RSV limitujici. L13a je komponentou komplexu VAIT (Respiratory syncytial virus-activated
inhibitor of translation), jehoZ pfesna kompozice neni dosud znama. Komplex VAIT svou

vazbou na sekundarni strukturu v 3'UTR mRNA proteinu M (kterd je obdobna elementu GAIT)



zabrdni translaci, a tim zamezi tvorbé novych virovych partikuli (B. Mazumder et al., 2014).

L13a tak zastava vyznamnou roli i v antivirové obrané organismu.

4. Extraribosomalni funkce L22

Protein L22, jehoZ primarni sekvenci tvofi 128 AK zobrazenych na obrazku 5, je komponentou
60S. Homolog L22 se nachazi i u niZSich eukaryot. Kvasinky s deletovanymi geny kédujicimi L22
vykazuji zpomaleny rast, ale jsou stale viabilni (Steffen et al., 2012). Stejné tak delece genu
L22 v savcich burikach neni letdlni. Pfitomnost L22 neni esencidlni z hlediska translace
(Lavergne et al., 1987). Dosud nebyla L22 pfifazena konkrétni funkce v ramci (Conquet et al.,
1987; O’Leary et al., 2013). Sekvence L22 zahrnuje dvé RNA-vazebné domény, které obsahuji
Useky bazickych AK. Ty zajistuji vysokou afinitu L22 ke kddujicim i nekddujicim zaporné
nabitym RNA. Dale se v sekvenci nachazi usek Ctyr Lys, slouzici k lokalizaci proteinu do jadra
(Houmani & Ruf, 2009). Extraribosomalni funkce L22 jsou zprostfedkovany vazbou proteinu
pravé na molekuly RNA. L22-like, protein 60S, je u vyssich eukaryot paralogem L22. V burikach
mysi se sekvence L22-like shoduje se sekvenci L22 asiv 73 % (O’Leary et al., 2013). Jeho funkce
v ramci ribosomu neni znama. L22-like obsahuje stejné RNA-vazebné sekvence jako L22, které
jsou konzervovany i u ostatnich eukaryot (Zhang et al., 2013). Sekvence L22-like lidskych bunék

je zndzornéna na obrazku 5.

sp|P35268|RL22_HUMAN MAPVKK LVVKGGKKKKQVLKF TLDCTHPVEDGIMDAANF EQF LQERIKVNGKAGNLGGGY 60
sp|Q6PSR6 |RL22L_HUMAN MAPQ- - - - - KDRKPKRSTWRFNLDL THPVEDGIFDSGNFEQF LREKVKVNGKTGNLGN-V 54
* kR ke wk Rk ckokokokokkokok ok dokokokkok ook o ckokokokok s kkokok | K
sp|P35268|RL22_HUMAN VTIERSKSKITVTSEVPFSKRYLKYLTKKYLKKNNLRDWLRVVANSKESYELRYFQINQD 120
sp|Q6P5R6 |RL22L_HUMAN VHIERFKNKITVVSEKQFSKRYLKYLTKKYLKKNNLRDWLRVVASDKETYELRYFQISQD 114

* kkk ok kkkk kxk Kk Rk Rk RE R Rk R R KRR Rk Rk kR Rk k% kK ockkkkkkkk Kk

sp|P35268 |RL22_HUMAN EEEEEDED 128
sp|Q6P5R6 |RL22L_HUMAN EDESESED 122
*ok ok Rk

Obrazek 5- Sekvence lidského proteinu L22 — Zluté je vyznacena predpokladand sekvence NLS, fialové
jsou vyznaceny RNA-vazebné domény (Houmani & Ruf, 2009). Sekvence L22 byla prevzata z databaze
UniProt (accession no.: P35268). Sekvence lidského proteinu L22-like — fialové jsou vyznaceny RNA-
vazebné domény (Zhang et al., 2013). Sekvence L22-like byla pfevzata z databaze UniProt (accession
no.: Q6P5R6)



4.1. L22 jako modulator Uc¢innosti translace

Hladina L22-like je v burice regulovdna pravé L22 samotnym. Exprese paralogu L22-like je za
normalnich podminek v burikach fibroblast nékolikanasobné nizsi nez exprese L22. Dlvodem
je schopnost L22 vazat sekundarni strukturu mRNA L22-like, kterd tvofi vlasenku. L22 inhibuje
translaci mRNA L22-like, a tak sniZuje hladinu L22-like v bunice. Pfesny mechanismus dosud
nebyl objasnén. Rpl227- Rpl22-like*’* buriky postradaji schopnost této regulace, koncentrace

L22-like je u nich tedy vyssi (O’Leary et al., 2013).

L22 interaguje s 5'UTR mRNA Smad1 a inhibuje tak translaci proteinu Smad1. Vzhledem ke své
sekvencni podobnosti s L22 se mlze L22-like kompetitivné vazat na 5'UTR mRNA Smad1.
Vazba L22-like na 5'UTR mRNA Smadl ma nicméné odlisny efekt neZz vazba L22. L22-like
umozni syntézu Smadl proteinu. V praci Zhanga a spolupracovnikl(i je zminéna rozdilna
sekvence na N- a C- koncich paralogl L22 a L22-like. Diky rGznorodosti téchto sekvenci by
mohla byt umoznéna tvorba rlznych supramolekuldrnich komplextd. Kompozice téchto
komplext by nasledné rozhodovala o expresi Smad1l na posttranskripéni drovni (Zhang et al.,

2013).

Smad1 je soucasti signalizacni drahy zprostfedkované BMP (Bone morphogenetic protein).
Aktivaci protein( rodiny Smad (véetné Smad1) je aktivovan transkrip¢ni faktor Runx1 (Runt-
related transcription factor 1), ktery zajistuje spravny vyvoj hematopoetickych kmenovych
bunék (HSC) (M. J. Chen et al., 2009). Signalni draha BMP se tedy uplatnuje ve vyvoji HSC. L22
a L22-like se svymi extraribosomalnimi funkcemi podileji na procesech krvetvorby
prostfednictvim regulace syntézy Smad 1. PUsobeni L22 a L22-like se projevuje v rGznych
stadiich vyvoje krevnich bunék (Zhang et al., 2013). L22 je dlezZity predevsim v brzliku ve vyvoji
T lymfocytl (Anderson et al., 2007), zatimco L22-like je vyZadovan v brzkych stadiich
hematopoézy odehrdvajicich se v oblasti mezodermu aorta-gonady-mezonefros (Zhang et al.,

2013).

4.2. L22 jako koregulator systému p53-MDM?2

L22 stabilizuje p53 vazbou a naslednou inhibici Mdm2 (Murine double minute 2) (Cao et al.,
2017). C- konec Mdm2 ma aktivitu E3 ubikvitinligdzy a dokaze indukovat degradaci p53 pomoci

polyubikvitinace tohoto tumor-supresorového proteinu (Hayon & Haupt, 2002). Hladina p53



je za normalnich podminek v burice pfisné kontrolovana. Pokud dojde k naruseni biogeneze
ribosom, stoupne hladina volnych RP a nékteré z nich, napfiklad L11, reguluji koncentraci p53
pravé prostiednictvim inhibice Mdm?2 aktivity (Lohrum et al., 2003; Y. Zhang et al., 2003). V
burikdch osteosarkomu L22 interaguje s L11 a L5 prostfednictvim své C- koncové domény. N-
koncova doména L22 v komplexu L22-L11-L5 vaZe stfedovou kyselou doménu Mdm2 a méni
konformaci Mdm?2, kterd nemUze vazat p53 do svého katalytického centra (Cao et al., 2017).
V dlsledku toho je p53 stabilizovan. Mutace pro gen L22 byly nalezeny v rakovinnych burikach
nékolika typlG tkani, které syntetizovaly funkéni p53. Vysledky Cao a spolupracovnik
podporuji nazor, Ze L22 muze fungovat jako tumorovy supresor (Cao et al., 2017). Nezavisle
na vySe uvedenych efektech byl pozorovan inhibi¢ni efekt vazby L22 na translaci mRNA genu
pro p53 (Solanki et al., 2016). Tento efekt se nicméné manisfestuje na specifickém typu bunék

(viz nize) a neni dosud vyjasnéno, jak je zprostfedkovan na molekuldrni drovni.

V préci Rashkovanové a spolupracovnikl byla popsana v pre-T lymfocytech (prekurzor aff a yé
linii T lymfocyt() indukce exprese L22 vazbou Mizl (Myc-Interacting Zinc Finger Protein 1) na
promotor genu L22. Delece Mizl vedla k narlstu inkorporace mRNA p53 do polysomu
(Rashkovan et al., 2014). U pre-T lymfocytl dochazi k rekombinaci genl kdédujicich pre-TCR
receptory, coz narusi integritu DNA (Hoffman et al., 1996). V kroku presmyk( gent proto musi
byt zajistén mechanismus kontrolujici hladinu p53. Efekt L22 na koncentraci p53 ale nebyl
prokdzan v praci Rashkovanové a spolupracovniki na molekuldrni drovni (Rashkovan et al.,

2014).

V praci Solanki a spolupracovnikd (Solanki et al., 2016; Anderson et al., 2007) byl studovan
efekt ztraty L22 v SirSim kontextu. Autofi na jedné strané ukazali, Ze L22 vdZze mRNA p53, a Ze
absence L22 vede k naristu hladin mRNA genu pro p53. Nenasli ale vysvétleni, pro¢ by
k takovému efektu mélo dochazet pouze selektivné v subpopulaci T lymfocytl (aB) a nikoli i
v ostatnich bunkach. Na zdkladé dalSich vysledk(i argumentuji, Ze deficit L22 vede k
hyperindukci odpovédi v ramci stresu endoplazmatického retikula (ER), v dusledku ¢ehoz
dochazi k indukci p53 pravé v ap T lymfocytech (Solanki et al., 2016). Mechanismus, jakym by

mél L22 modulovat odpovéd' v rdmci stresu ER, ale zUstava zatim neobjasnén.

V af T lymfocytech s deficitem L22 byla zaznamenana vyssi aktivita PERK (Protein kinase R-

like endoplasmic reticulum kinase), vyssi koncentrace p53 a pozastavena diferenciace bunék
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(Anderson et al., 2007; Solanki et al., 2016). PERK, IRE1 (Inositol-requiring kinase 1) nebo ATF6
(Activating transcription factor 6) jsou tfi signalizac¢ni drahy zahajujici stresovou odpovéd ER —
UPR (Unfolded protein response). UPR je aktivovana v dlsledku intenzivni proliferace a
syntézy proteinl pfi B-selekci v ap T lymfocytech (B-selekce je kontrolni bod, pfi némz jsou
rozpoznany af T lymfocyty, ve kterych doslo ke spravnému presmyku gena kddujicich pre-TCR
receptory (Klein et al., 2014)). Na zakladé aktivace UPR jsou syntetizovany chaperony,
molekuly podilejici se na proteasomalni degradaci a molekuly inhibujici syntézu novych
protein, které obnovi homeostazu ER (Rozpedek et al., 2016). Po inhibici signalni drahy PERK
dochazi ke snizeni koncentrace p53 a k obnové diferenciace Rpl227/- ap T lymfocyt( (Solanki
et al., 2016). V pokusu byly Rpl22*/* burky vystaveny uméle navozenému stresu
thapsigarginem (Solanki et al., 2016). Thapsigargin je chemicka latka zndma jako inhibitor Ca?*
ATPazy v ER (Thastrup et al., 1989). Naruseni funkce ATPazy vyvola stres ER a aktivuje odpovéd’
UPR v podobé spusténi signalni drahy PERK (Rozpedek et al., 2016). | v tomto pripadé byla
vyssi aktivita PERK, vyssi hladina p53 a pozastavena diferenciace detekovatelnd pouze u linie
af T lymfocytd. To vypovida o tom, Ze k selektivni vyssi koncentraci p53 a inhibici diferenciace
v aff T lymfocytech dochdzi na zakladé selektivniho zesileni stresu ER pouze v off T
lymfocytech. V Rpl227/- burikdch vystavenych thapsigarginu byla navic zaznamendna vysoka
ucinnost translace. Po zvySeni hladiny L22 se ucinnost syntézy proteinU snizila. L22 se
pravdépodobné podili na ustdleni homeostdzy ER prostfednictvim inhibice syntézy novych

proteinl (Solanki et al., 2016).

4.3. L22jako inhibitor sestfihu

Vazba protein(i L22 a L22-like protichGdné reguluje sestfih primarniho transkriptu Smad2. L22
a L22-like se vaZou na sekundarni strukturu v podobé vlasenky v intronu 8 pre-mRNA Smad2.
Vlasenka obsahuje tfi esencialni nukleotidy, které jsou zasadni pro vazbu L22. Jedna se o
nukleotidy GC-U (Zhang et al., 2017). Tato sekvence je nalézdna i u dalSich RNA, na které se
L22 vaze, jako EBER1 (Dobbelstein & Shenk, 1995). Obecna struktura vldsenky s vyznacenymi
nukleotidy je znazornéna na obrazku 6. Vazba obou RP L22 a L22-like na Smad2 je umozZnéna
vysokou sekvencéni homologii téchto RP. Vazba L22 na vilasenku pre-mRNA Smad2 zpUsobi
preskoceni exonu 9, ktery ndsleduje intron 8 s navazanym L22 (burikky embrya Dania
pruhovaného). L22 pfi vazbé pre-mRNA Smad2 interaguje s hnRNP1-Al (Heterogeneous

nuclear ribonucleoprotein Al). Jednd se o RNA vazebnou molekulu hrajici roli v metabolismu
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MRNA (Geuens et al., 2016), ktera usnadiiuje navigaci L22 k mistu alternativniho sestfihu.
hnRNP-A1 rozezndva Usek bohaty na G obsazeny v exonech, které nejsou zahrnuty v sestfizené
MRNA. Vysledkem kooperace L22-hnRNP1-A1l je Spatné sestfizena mRNA Smad2, kterd je
translatovana do nestabilni formy proteinu Smad2. V bunkach mysich embryi nebyla
potvrzena interakce mezi L22 a hnRNP1-Al, ale preskoceni exonu 7 a 8 vazbou L22 na pre-
MRNA Smad?2 ano (buriky embrya mysi). Naopak vazba L22-like na vlasenku intronu pre-mRNA

Smad?2 zpUsobi zahrnuti nasledujiciho exonu a syntézu funkéniho Smad 2 (Zhang

NS-T
et al., 2017).

N—N

N—=N
Obrazek 6- Znazornéni vlasenky vyskytujici se ve strukture mRNA Smad2 a v EBER1. N—N
Cervené je zvyraznén vzorec nukleotidd GC-U, které jsou esencialni pro vazbu L22.
Obrazek byl prevzat (Dobbelstein & Shenk, 1995; Yong Zhang et al., 2017).

5' 3

Protein Smad2 je nezbytnou komponentou signalni drahy Nodal/TGF-B. Mimo

jiné se signalizace Nodal/TGF-B podili na spravném pribéhu gastrulace a tvorby anterior-
posteriorni osy (Schier & Shen, 2000). Vliv vazby protein(i L22 a L22-like na sestiih pre-mRNA
Smad2 je pozorovatelny ve fazi gastrulace. V tomto vyvojovém stadiu jsou detekovatelné
vysoké hladiny L22 a L22-like v jadru, kde se vdzou na pre-mRNA Smad2. Po ukonceni

gastrulace se hladina L22 a L22-like v jadru opét snizi (Zhang et al., 2017).

4.4,  Vlivvazby L22 na EBER1

Virus Ebstein-Baarové je herpeticky DNA-virus plvodné izolovany z bunék Burkittova lymfomu
(Epstein et al., 1963). Napadeni bunék timto virem se vyznacuje lokalizaci malé nekddujici RNA
EBER1 (Epstein-Barr virus-encoded RNA 1- EBER1) v nukleoplasmé spolecné s ribosomalnim
proteinem L22 (Howe & Steitz, 1986; Toczyski et al., 1994). Jiz dfive zminéné RNA-vazebné
sekvence L22 tvorené AK 80-84 a 88-93 jsou obé zodpovédné za vazbu EBER1 (Houmani & Ruf,
2009). EBER1 obsahuje azZ tti vazebna mista pro L22, ktera tvofi sekundarni strukturu vlasenky
(obrazek 6)(Fok et al., 2006). L22 se po vazbé na exprimovany EBER1 translokuje nevratné z
jadérka do nukleoplazmy (Houmani et al., 2009). Roli L22 ve spojeni s EBER1 neni plné
porozuméno, ale zda se, Ze tato interakce pfispiva ke zvySeni produkce viru a k vétsi proliferaci
u bunék Burkittova lymfomu (Houmani et al., 2009).
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5. Extraribosomalni funkce S3
Lidsky ribosomalni protein S3 (hS3), soucdast 40S, tvofi esencialni slozku ribosomu. Jeho

primarni struktura je tvofena 243 AK, sekvence hS3 je zndzornéna na obrazku 7. Homology
tohoto proteinu se nachdzeji jak u bakterii a archei, tak u nizsich eukaryot. V ramci rodiny S3
je konzervovdna zejména stfedovd sekvence proteinu, kterou obklopuji variabilni N-
terminalni a C- termindlni konce. Jedna se homologni doménu KH, ktera je sloZzena pfiblizné z
70 AK. Tato doména ma diky obsahu bazickych AK vysokou afinitu k nukleovym kyselinam.
Protein S3 dale obsahuje sekvenci NLS na N- konci (Wan et al., 2007). S3 se uplatiuje
predevsim v iniciacnim kroku translace (Graifer et al., 2014). Lokalizace S3 v ramci 40S
umoziiuje proteinu podilet se na formovani vstupniho mista ribosomu pro translatovanou
mMmRNA (Molotkov et al., 2006; Passmore et al., 2007). Extraribosomalni funkce S3 jsou

zprostifedkovany hlavné interakci tohoto RP s jinym proteinem.

MAVQISKKRK FVADGIFKAE LNEFLTRELA EDGYSGVEVR VIPTRTEIII LATRTQNVLG EKGRRIRELT
AVVOKRFGFP  EGSVELYAEK  VATRGLCAIA QAESLRYKLL GGLAVRRACY GVLRFIMESG
AKGCEVVVSG KLRGQRAKSM KFVDGLMIHS GDPVNYYVDT AVRHVLLRQG VLGIKVKIML
PWDPTGKIGP KKPLPDHVII VEPKDEILPT TPISEQKGGK PEPPAMPQPV PTA

Obrazek 7- Sekvence lidského proteinu hS3. ZIuté je vyznacena predpokladana sekvence NLS; zelena

barva oznacuje doménu KH; fialové jsou vyznaceny AK Tyrd2 a Ser209, jejich fosforylace je esencialni

pro translokaci hS3 do jadra. Sekvence S3 byla pfevzata z databédze UniProt (accession no.: P23396)

5.1. Role S3 v mechanismu opravy vystfizenim baze

Extraribosomalni aktivita proteinu S3 v lidskych bunkach (hS3) byla popsana v oblasti oprav
poskozené DNA (J. Kim et al., 1995). Poskozena DNA v burice je opravena na zakladé druhu a
rozsahu poskozeni. PoSkozeni jako je dimerizace bazi, které narusi konformaci DNA
Sroubovice, je opraveno systémem oprav vystfizenim nukleotidd (nucleotide excision repair —
NER). Komplexy enzym0 odstrani rozsahlejsi jednovlaknovy usek DNA obsahujici dimer bazi.
Vznikld mezera je doplnéna polymerazou o nové nukleotidy a nasledné ligovana. Oprava
jednonukleotidového poskozeni, které nenarusi konformaci DNA, je zajiSténa systémem oprav
vystfizenim baze (base excision repair — BER) (Krokan & Bjgras, 2013). ROS (reactive oxygen
species), které vznikaji jako vedlejsi produkt metabolickych reakci, narusuji diky své reaktivité
stabilitu a funkci molekul (Y.-J. Kim & M. Wilson Ill, 2011). Jednim z produkt( oxidace

prostfednictvim ROS je 8-oxoguanin (8-oxoG). Tento purin mUzZe byt parovan s adeninem, coz
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neodpovida parovani bazi podle Hoogsteena (Krokan & Bjgras, 2013). Mechanismus BER se
podili na opravé tohoto modifikovaného nukleotidu. DNA-glykosylaza vaze a ohyba DNA tak,
aby doslo ke zméné konformace nukleotidu s poskozenou bazi a k natoceni této baze do
aktivniho centra DNA-glykosylazy (Y.-J. Kim & M. Wilson Ill, 2011). Monofunkéni DNA-
glykosylazy hydrolyticky prerusi vazbu mezi bazi a cukrem kostry DNA (obrazek 8- reakce a).
Odstépenim baze vznika apurinické/apyriminidické (AP) misto. AP-endonukledza hydrolyzuje
fosfodiesterovou vazbu na 5' konci mista AP (obrazek 8- reakce b). Zbyvajici deoxyrib6za-5'-
fosfat je odstépen aktivitou deoxyribdza-5'-fosfat-lydzy, kterd je u clovéka soudasti
polymerazy B (obrazek 8- reakce c). Vzniklou mezeru doplni polymerdaza B o novy neposkozeny
nukleotid. V bunce se vyskytuji i glykosyldzy s bifunkéni aktivitou. 8-oxoguanin-DNA-
glykosylaza (hOGG1) je prikladem bifunkéni DNA-glykosylazy, kterd v jadie katalyzuje opravu
mist s 8-0xoG (Y.-J. Kim & M. Wilson Ill, 2011; Krokan & Bjgras, 2013). Tento enzym odstépi
modifikovanou bazi a katalyzuje B eliminacni reakci ¢i sled dvou eliminacnich reakci (B, 6)
vysledkem kterych je preruseni fosfodiesterovych vazeb kostry DNA (obrazek 8- reakce d, f).
Blokujici skupiny na 3' konci museji byt nasledné odstranény enzymy APE1l
(Apurinic/apyrimidinicendonuclease 1) nebo PNKP (Polynucleotidekinase-phosphatase), které
pripravi vhodny substrat DNA s -OH skupinou na 3' konci zlomu, tak aby mohlo byt poskozeni
opraveno polymerazou. BER je ukoncen ligaci DNA (Y.-J. Kim & M. Wilson Ill, 2011)(Graifer et
al., 2014).
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Obrazek 8- Znazornéni opravy poskozené DNA, ktera je katalyzovana monofunkéni DNA-gykosylazou
(a); bifunkéni DNA-glykosylazou katalyzujici B, & eliminacni reakci (d,f)- obrazek (d) znazornuje
Schiffovu bazi protein-DNA; AP-endonukleazou (b); B polymerazou (c) (Graifer et al., 2014).
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Homo sapiens

Obrazek 9 — Znazornéni lidského proteinu hS3. Zluta barva znaci KH-doménu, ¢ervenou barvou je
znacen NLS; fialové jsou oznaceny AK, které mohou byt fosforylované — pro translokaci hS3 do jadra je
vyznamna fosforylace Tyr42; Asn57 v hS3 odpovida GIn59 v dS3, absence GIn u hS3 je dlivodem toho,
Ze hS3 postrada aktivitu bifunkéni glykosyldzy; vyznaceny Lys132 je esencidlni pro vazbu hS3 na 8-oxoG.
Obrazek byl prevzat z (Graifer et al., 2014).

Ribosomalni protein hS3 ma aktivitu lyazy a podili se na mechanismu BER. Pfedpoklada se, ze
hS3 katalyzuje B-eliminaéni reakci, pti které se na nukleotidu AP rozstépi fosfodiesterova
vazba mezi 3'C deoxyribozy a fosfatem (obrazek 8- reakce e, c) (J. Kim et al., 1995). hS3 ma
vysokou afinitou k nukleotidiim AP (J. Kim et al., 1995) a pro jeho funkci v opravé DNA je nutny
transport tohoto proteinu do jadra. Experimentalné byla prokdzana zména lokalizace hS3 z
cytoplazmy do jadra po vystaveni bunék peroxidu vodiku. Translokace hS3 nastava po
fosforylaci jeho AK Tyr42 (obrazek 9) prostfednictvim aktivované kinazy ERK1/2 (Extracellular
signal-regulated kinase) (Yadavilli et al.,, 2007). Opravnd aktivita hS3 se projevuje i
v mitochondriich (Y. J. Kim et al., 2013). hS3 interaguje s Hsp70 (Heat shock protein 70) a
lokalizuje do vnitfni membrany mitochondrie po zvySeni koncentrace ROS ¢i cCinidel
inhibujicich oxidativni fosforylaci jako je rotenon. Translokuje do mitochondrie pomoci
interakce své N-koncové domény s cytoplasmatickou doménou Tom70 (Translocase of the

outer membrane) (Y. J. Kim et al., 2013).

hS3 véaze nukleotidy obsahujici 8-oxoG (Hegde et al., 2004a). Pro vznik vazby mezi hS3 a 8-
0xoG je esencidlni Lys132 hS3 (obrazek 8) (Hegde et al., 2006). Afinita hS3 k 8-oxoG je vyssi
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nez afinita hOGG1, i presto, Ze hS3 na rozdil od hOGG1 postrada aktivitu glykosylazy (Hegde
et al., 2001)(Hegde et al., 2004a). V experimentu byl hS3 inkubovan s DNA obsahujici 8-oxoG
pfednostné pred pridanim hOGG1. Stépeni glykosidické vazby mezi bazi a cukrem po pridani
hOGG1 nebylo u¢inné. Divodem byla stericka zabrana zplsobenda navazanym hS3 na 8-oxoG
(Hegde et al., 2004b). hS3 ma ovsem schopnost interagovat s hOGG1. Tato interakce posili
enzymatickou aktivitu hOGG1. Zda se tedy, Ze pro ucinné preruseni glykosidické vazby je tedy

nezbytnd interakce hS3 a hOGG1 pred interakci hS3 s 8-oxoG (Hegde et al., 2004b).

Zajimava odlisSnost byla objevena v pfipadé proteinu S3 u octomilky (dS3). dS3 ma vlastnosti
bifunkéni glykosylazy (obrazek 8- reakce d, f). Stépi glykosidickou vazbu mezi bazi a cukrem a
mechanismem B-eliminacni reakce prerusi vazbu mezi 3'C deoxyribdzy a fosfatem. dS3 je na
rozdil od lidského ortologu také schopen katalyzovat 6-eliminacni reakci, jejimz vysledkem je
mezera v kostfe DNA tvorena odstranénim nukleotidu (J. Kim et al., 1995; Wilson et al., 1993).
Dlavodem rozdilné katalytické aktivity proteini dS3 a hS3 je AK GIn59 obsazend v dS3, ktera je
v hS3 nahrazena Asn (obrazek 9) (Hegde et al., 2001).

Endonukledzova aktivita hS3 je pozorovatelna pfi opravé cyklobutanovych pyrimidinovych
dimerd v burnikach vystavenych UV zéareni (Kim et al.,, 1995). hS3 muzZe ovlivnit expresi
matrixové metaloproteinazy-1 (MMP1) (Yang et al., 2019). MMP1 vyznamné podporuje
degradaci kolagenu v burikdch vystavenych UV zafeni (Dong et al., 2008). ZvySenou syntézou
useku 144-189 AK hS3, zodpovédného za endonukledzovou aktivitu, byla v burkach
vystavenych UV zareni vyrazné sniZzena exprese MMP1. hS3 pusobi proti degradaci kolagenu,

nicméné presny molekuldrni mechanismus nebyl zatim objasnén (Yang et al., 2019).

5.2.  S3vregulaci transkripce

S3 je soucdsti signalizacni drahy transkripénich faktord NF-kB (Nuclear Factor-kappa B).
Aktivace drahy NF-kB souvisi s imunitni odpovédi a odpovédi bunék na vystaveni stresu.
Komplexy NF-kB jsou vytvareny homo- nebo heterodimery sloZzenymi z transkrip¢nich faktoru
obsahujicich DNA-vazebnou doménu (RHD — Rel homology domain; p50, p52, p65, RelB nebo
c-Rel) a pripadné RHD a inhibicni doménu (p105, p100). Komplexy mohou byt
komplementovany dalSimi molekulami. Variabilita kompozice komplexu NF-kB umozZiuje
velmi specifickou regulaci aktivity genl. Vétsina komplex(i NF-kB je v nestimulovanych

bunkach lokalizovana v cytoplazmé ve své neaktivni formé. Komplexy jsou blokovany asociaci
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s inhibitory, proteiny IkB, které stini NLS dimer( NF-kB. Po stimulaci receptori spfazenych s
drahou NF-kB dochazi k aktivaci kindzy IkB (IKK), ktera sestava z jedné regulacni a dvou
kindzovych podjednotek. IKK fosforyluje IkB, ktery je nasledné ubikvitinovdn a degradovan v
proteasomu. NF-kB s odhalenym NLS tak muzZe translokovat do jadra, kde se specificky vaze

na useky kB v oblastech enhancert cilovych gent (Mulero et al., 2019; Pires et al., 2018).

S3 zvysuje selektivitu komplexu NF-kB tak, Ze funguje jako jeho koaktivator. Vazba S3 muze
ménit konformaci ¢i vzajemné usporadani podjednotek komplexu. Pfitomnost S3 v komplexu
mUzZe stinit plsobeni iontl z roztoku a tim zvySovat afinitu RHD k DNA (obrazek 10) (Mulero
et al., 2019). Za klidovych podminek je S3 v cytoplazmé vazan prosttednictvim inhibi¢niho IkB-
a na p65 (Stanborough et al., 2014). Po stimulaci bunécénych receptord a nasledné degradaci
IkB-a disociuji molekuly p65 a S3 a nezdvisle na sobé jsou translokovany do jadra. Nezavisla
translokace S3 a p65 poukazuje na fakt, Ze S3 neni esencidlni pro premisténi komplexu NF-kB
do jadra (Wan et al., 2007). Translokace S3 do jadra vyzaduje fosforylaci jeho C- koncové AK
Ser209 (na obrdzku 7 vyznacen fialové) prostfednictvim IKKB. Transport S3 do jadra je zajistén
importinem a, ktery rozpoznava NLS S3 (na obrazku 7 vyznacen zluté) (Wan et al., 2011).
Prostfednictvim prechodné vazby domény KH proteinu S3 (na obrazku 7 vyznacena zelené) na
N- koncovou doménu p65 se v jadre stdva S3 soucasti transkripcné aktivniho komplexu p65-
p65-S3. S3 také asociuje s heterodimerem p65-p50, ziejmé opét vazbou na p65 (Wan et al.,
2007). Tyto komplexy NF-kB se vazou na regulacni oblasti cilovych geni prostfednictvim RHD.
S3 tak nepfimo aktivuje transkripci cilovych gen(. Mezi geny, jejichZ transkripce je zavisla na
aktivaci NF-kB s navdzanym S3 patfi napriklad gen pro interleukiny IL-2 a IL-8 nebo také gen

pro inhibitor IkB -a (Wan et al., 2007).
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Obrazek 10- Hypoteticky model funkce koaktivatoru pfi vazbé homodimeru p65-p65 na DNA. Odstiny
Cervené jsou oznaceny podjednotky homodimeru p65-p65 (TAD — trans-aktivacni doména, DD —
dimeriza¢ni doména, NTD — koncovd N doména); Sedé je oznacen koaktivator. Obrazek byl prevzat z
(Mulero et al., 2019).

NF-kB se podili na regulaci exprese genu vyvolavajicich imunitni odpovéd (Wan et al., 2007) a
je proto cilem mnoha patogent. Genom E. coli 0157:H7 obsahuje oblasti nazyvané ostrovy
patogenity, které jsou konzervovany mezi enteropatogeny. V téchto oblastech jsou kédovany
proteiny, které jsou sekretovany do bunék hostitele. Mezi tyto proteiny patfi kinazy NleH1 a
NleH2, které vyvazuji S3 v napadenych burikach (nezdavisle na kindzové aktivité) a tim tlumi
aktivaci signalniho systému NF-kB. NleH reguluji aktivitu komplext NF-kB obsahujicich p65 i
p50 proteiny prostifednicvim vazby NleH1 a NleH2 na S3. Dusledek vazby efektorovych
proteind na S3 je odlisny, presto, Ze primarni struktury NleH1 a NleH2 jsou identické z 84 %
(Gao et al., 2009). Vazba NleH1 na S3 interferuje s fosforylaci Ser209 S3 proteinu, ktery tak
nemuzZe translokovat do jadra (Wan et al., 2011). Hromadi se proto v cytoplazmé, v dlsledku
¢eho? je inhibovana signalizace NF-kB. Vliv vazby NleH2 na S3 nebyl plné objasnén. Zda se

ovsem, Ze i dalSi molekuly mohou hrat roli v regulaci S3 pomoci NleH2 (Gao et al., 2009).
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6. Zavérecna diskuse

Tumor Promotion
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Obrazek 11 — Funkce ribosomalnich proteini uvolnénych zribosomut pfi ribosomalnim stresu
(jadérkovém stresu). Ribosomalni proteiny mohou fungovat v signalizaci projevujici se jak v podpore
rastu nadorl (oranzova Sipka; indukce a aktivace ITGB4 - Integrin Subunit Beta 4, NF-kB a
cyklinuD1/D3; inhibice p53 a p27 - Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B), tak v potla¢eni rdstu nadort
(fialova Sipka; aktivace nebo stabilizace p53, TAp73 - tumor protein p73, GADD45a - Growth arrest
and DNA damage inducible alpha, JNK - C-Jun N-terminal kinase; inhibice nebo inaktivace c-Myc a
ATF4), nebo v imunitni odpovédi (modra Sipka; aktivace a tvorba NF-kB a GAIT). Poruchy spojené s
mutaci/deleci v genech ribosomalnich proteini se mohou projevit jako rlizné choroby, vcetné
ribosomopatii. Obrazek a informace v legendé byly pfevzaty z prace Zhou a spolupracovnik( (Zhou et

al., 2015).

Extraribosomalni funkce RP se projevuji v fadé oblasti bunécénych regulaci, od regulace funkce
proteinu aZ po regulaci transkripce, sestfihu nebo translace. Podstatou mechanism, kterymi
RP pUsobi mimo ribosom, je vazba RP na jiny protein, RNA, DNA, komplex protein-RNA nebo
komplex protein-DNA. Pfiklad vazby RP na jiny protein Ize ilustrovat na S3 jakozto soucasti NF-
kB, ktery je vazany IkB (Gao et al., 2009). Tato vazba zpUsobi blokaci NLS, a tudiz blokaci
translokace transkripéniho faktoru v zavislosti na plisobeni signalu. Disledek vazby RP na RNA
muze byt rlzny v zavislosti na typu RNA. Vazba se projevi v post-transkrip¢ni regulaci genové
exprese. Nazornym prikladem je vazba L22 na vlasenku pre-mRNA a ndsledna blokace sestfihu

(Zhang et al., 2017), Ci vazba L22 na mRNA, kterd maze ovlivnit translaci (O’Leary et al., 2013;
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Solanki et al., 2016; Zhang et al., 2013). Priklad vazby RP na komplex protein-RNA se da
demonstrovat na L13a v ramci komplexu GAIT, ktery vazbou na mRNA inhibuje translaci (P.
Sampath et al., 2003). Vazba RP na komplex protein-DNA, jako je opét ptiklad vazby S3 na NF-
kB - DNA (Wan et al., 2007), mGze zvysit afinitu DNA-vazebné domény pro DNA, protoze stini
pfistup iontl z roztoku a méni tak elektrostatické podminky (Mulero et al., 2019). Vazba RP
muzZe mit nejen efekt regulacni, ale i katalyticky. Pokud je RP vyvazan do prostredi, mlze se
podilet na reakci diky vlastni enzymatické aktivité. Napriklad S3 po vazbé na poSkozena mista
v DNA funguje jako lyaza (J. Kim et al., 1995). Kromé vlastni enzymatické aktivity S3 mulze
potencovat enzymatickou aktivitu hOGG1 a zvysSovat tak jeji afinitu k mistiim AP (Hegde et al.,
2004b). Aby mohly tyto RP pusobit extraribosomalné, musi existovat mechanismus, kterym je
za urcitych podminek zajisténa jejich dostupnost v burice. V odpovéd na jadérkovy stres
vyvolany nejriznéjsimi podnéty (UV zafeni, y zareni, porucha v syntéze RP, rRNA, pomocnych
faktor(l biogeneze, mutace protein(i zapojenych v biogenezi ribosomu a import/export RP
nebo podjednotek ribosomu) dochazi k inhibici signalizace mTOR (Mammalian target of
rapamycin) zodpovédné za stimulaci translace a biogeneze ribosomu. Vysledkem inhibice
mTOR je zastaveni inkorporace RP do ribosomu a ndsledny narUstu volnych RP (Pfister, 2019).
RP mohou byt také za urcitych podminek uvolnény z vazby na ribosom, jak je tomu napftiklad
u L13a. Ten je po vazbé IFN-y na receptor fosforylovan a vyvazan z ribosomalniho komplexu
(Mukhopadhyay et al., 2008; Wan et al., 2007). Ke kumulaci volnych RP tedy dochazi
nespecificky nebo specificky. Efekty RP na urovni bunéénych procesl jako je transkripce Ci
translace mohou mit komplexni projevy v pribéhu ontogenze, pfi vzniku nador(, nebo mohou
naopak pusobit pfi jejich potlaceni (Zhou et al., 2015). Tyto efekty zprostfedkované RP se
mohou projevovat ve specifickych bunéénych typech, presto, Ze RP jsou komponenty
pritomné ve vSech burikach. Vhodnou ilustraci je role L22 v ramci modulace stresové odpovédi
ER specificky ve vyvoji linie a T lymfocytl (Solanki et al., 2016; Anderson et al., 2007). Detailni
mechanismus toho, proc¢ je efekt L22 prisné specificky, neni dosud objasnén. Vyznamnym
podilem projevl vyvolanych jadérkovym stresem je efekt vazby RP na systém p53-Mdm2,
ktery je zodpovédny za regulaci priichodu bunéénym cyklem v odpovéd na stres. Rada RP byla
nalezena v interakcich se systémem p53-Mdm?2 vcetné proteint S7, L5, L11, L22, L23 a L26
(Cao et al., 2017; D. Chen et al., 2007; Dai et al., 2004; Marechal et al., 1994; Takagi et al.,
2005). Tyto RP jsou po vazbé Mdm2 nebo mRNA p53 zodpovédné za stabilizaci nebo syntézu

tumorsupresoru p53. Vazba ribosomalniho proteinu S13 na mRNA genu pro tumorovy
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supresor p27 muzZe naopak vyvolat inhibici jeho funkce v potlaceni ristu nadorQ a projevit se

tak v tumorigenezi (Guo et al., 2011).

Detailni poznani extraribosomalnich funkci je dulezité pro pochopeni toho, jak souvisi regulace
rastu a translace s ochrannymi mechanismy pfi pUsobeni rlznych typl stresu, které jsou
klicové ve vSsech mnohobunécnych organismech. To je vyznamné i pro porozuméni procesim

vzniku nadoru.
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