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Abstrakt

V typické eukaryotické buiice tvofi medidtorovd RNA (mRNA) asi 5 % celkové RNA, kde slouZzi jako
piedloha pro syntézu bilkovin. Nedavné vyzkumy ukazaly, ze mRNA jsou Casto transportovany do
riznych subcelulamich kompartmentli nebo cytoplazmatickych oblasti, kde mohou byt nasledné
translatovany. Prostfednictvim lokalizace mRNA bunky reguluji mnoho procesti, napiiklad vytvaii
lokalni koncentraci specifickych proteinti v reakci na aktualni naroky nebo urcuji interakcniho partnera
kédovaného proteinu. Pravé z téchto divoda lze povazovat Casoprostorovou distribuci mRNA za
mezistupenn genové exprese. Tato prace se zaméfuje pfedevSim na mechanismy transportu, které
zprostiedkovavaji lokalizaci mRNA do cytozolickych oblasti nebo membranovych organel v mén¢
diferencovanych a nepolarizovanych sav¢ich buiikach. Recentni pokusy odhalily zptsoby, jakymi se
transkripty shromazd’uji v protruzivnich oblastech, prokazaly existenci nékolika druhtt mRNA ohnisek
a osvétlily vyznam lokalizace v centrozomech. Diky vysokopriichodnym zobrazovacim technologiim
dnes zname lokaliza¢ni vzorce urcitych typl transkriptl, avSak jestli se lokalizace tyka i ostatnich

mRNA by mélo byt predmétem dalSich vyzkumt.

Kli¢ova slova: mRNA, transport mRNA, lokalizovana translace, vizualizace, sav¢i buitka

Abstract

In a typical eukaryotic cell, messenger RNA (mRNA) accounts for about 5 % of the total RNA and it
serves as a template for protein synthesis. Recent researches have shown that lots of mRNAs are
frequently transported to distinct subcellular compartments or cytoplasmic destinations, where they can
subsequently undergo a localized translation. Through the localization cells regulate many processes,
for instance they can generate a local concentration of specific proteins in response to the actual needs
or determine an interacting partner of the encoded protein. Thus, spatiotemporal mRNA distribution can
be considered as an intermediate stage of gene expression. This thesis primarily focuses on transport
mechanisms, that direct mRNA localization to cytosolic regions or membranelles organelles in less
differentiated and non-polarized mammalian cells. Latest approaches discovered the ways in which
transcripts accumulate in protrusions, demonstrated the existence of several mRNA foci and elucidated
the importance of centrosome localization. To date high-throughput imaging techniques have revealed
some remarkable localization patterns, but relatively a few transcripts has been studied yet, so if this

could be applied to other mRNAs needs a further investigation.

Keywords mRNA, mRNA transport, localized translation, visualization, mammalian cell
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Uvod

Na zakladé mnohych pokusii doslo v poslednich letech k posunu vnimani subcelularni lokalizace
mRNA a lokalizované translace, které zacaly byt chapany jako zplsob k Casoprostorové optimalizaci
genové exprese. Modemi zobrazovaci technologie odhalily, ze se lokalizace mRNA vyskytuje napfi¢
riznymi formami Zzivota, a to od jednoduchych jednobunéénych organismli az po evolucné vyspélé
zivoCisné i rostlinné druhy.

Dlouho se ptfedpokladalo, Ze mRNA jsou po svém exportu zjadra ndhodné rozprostfeny
v cytoplazmé. Tento pohled se zménil az v roce 1983, kdy Jeffery a spoluautoii zaznamenali
asymetrickou distribuci aktinovych transkriptl v ranych fazich embryonalniho vyvoje sumky druhu
Styela plicata (Jeffery et al., 1983). Zanedlouho poté byla Lawrencem a Singerem pozorovana konkrétni
subcelularni lokalizace pro cytoskeletarni transkripty v kultufe kufecich embryonalnich bunék
(Lawrence & Singer, 1986). Tyto pilotni prace spolecné s dal§imi vyzkumy na modelovych organismech
ukazaly, Ze se nejedna pouze o nahodily jev, ale o dalsi sofistikovanou uroven v post-transkripcni
regulaci genové exprese.

Dnes vime, Ze mRNA mohou byt transportovany nekolika zptisoby, pfi¢emz nejznamé;jsim je aktivni
transport pohanény molekulamimi motory, které se za spotfeby energie pohybuji po vladknech
cytoskeletu. Propojeni transkriptu s motorovym proteinem obvykle zprostiedkovava RNA-vazebny
protein, ktery ptisobi jako trans-faktor a vaze se na cis-element nachazejici se uvnitt molekuly mRNA.
Timto zptisobem jsou obvykle piepravovany transkripty do perifernich a protruzivnich oblasti bunky.
Dalsi klasicky mechanismus spoc¢iva v zahajeni translace a syntéze signalni sekvence aminokyselin.
Tento signal mlze byt nasledné rozpoznan specifickym proteinem, ktery se uc¢astni pfesunu celého
komplexu tvofeného mRNA, ribozomem a nascentnim peptidem, do cilové destinace. Tento
mechanismus 1ze pozorovat zejména béhem transportu mRNA na vnéjsi mitochondridlni membranu a na
membranu endoplazmatického retikula.

Cilem bakalatské prace je predstavit téma lokalizace mRNA a shrnout nejnovejsi poznatky ohledné
mechanismil vnitrobunééného transportu u savcll. Prace se zaméiuje na sav¢i buriku, a to predevsim na
poznatky ziskané studiem ne vysoce diferenciovanych bunék jako jsou neurony nebo oocyty, nebot
vétSina informaci o lokalizované translaci pochazi prave z téchto modelovych systémut. Mensi ¢ast prace
je vénovana také lokalizaci mRNA, které jsou asociovany s membranovymi bunéénymi organelami.
Nedilnou soucasti reSerSe je i predstaveni hlavnich vizualizaénich metod ve fixovanych a zivych

bunkach vcetné popisu jejich prinosi i nedostatkd.



1 Lokalizace a transport mRNA jako trovei regulace genové exprese

Lokalizace mRNA v bunce je fenoménem, ktery predstavuje efektivni nastroj k ¢asoprostorové
regulaci genové exprese podle aktualniho stavu jak intracelularniho, tak extracelulamiho prostiedi.
Jedna se o proces, kdy buiky cilené reguluji transport mRNA do subcelularnich kompartmentt za
ucelem maximalni optimalizace genové exprese. Regulace na této irovni s sebou piinasi hned nékolik
benefitll, zejména se pak jedna o snizeni energetickych vydaji, nebot’ transport jedné molekuly mRNA
je méné energeticky naroény nez preprava jednotlivych proteinti (Das et al., 2021). Lokalizovana
translace navic dokaze v kratkém Case vytvoftit mistné specifickou koncentraci proteinti v odpovédi na
lokalni podnéty. Rozmisténi mRNA ma klicovou roli 1 z hlediska embryondlniho vyvoje a diferenciace.
Tak napftiklad shlukovani mRNA do P-granul a jejich ptesun do posteriorni oblasti dava vznik zarodecné
linii béhem embryogeneze Caenorhabditis elegans (Strome & Wood, 1982). U musky Drosofila
melanogaster je asymetricka distribuce maternalnich transkriptti béhem oogeneze nezbytna ke stanoveni
anterio-posteriorni osy a spravnému prubéhu vyvoje (C. Wang & Lehmann, 1991).

Prvni zminka o intracelularni lokalizaci pochazi od Lawrence a Singera z roku 1986, ktefi pozorovali
asymetrickou distribuci mRNA pro cytoskeletami proteiny v intaktni kultute kufecich embryonalnich
myoblasti a fibroblastd. Pomoci techniky fluorescentni in situ hybridizace (viz kapitola 3.1) objevili
specificky typ lokalizace u aktinové mRNA, ktera se az v 95 % bun¢k koncentrovala
v oblasti protruzivnich lamellipodii (Lawrence & Singer, 1986). Na tuto pionyrskou praci navazalo
v prub¢hu let mnoho vyzkumt, které pomohly odkryt molekularni podstatu fady procest. Studium
lokalizace mRNA probiha pfedevsim na oocytech a ¢asnych embryich modelovych organismi z riznych
taxonomickych skupin jako je Drosofila melanogaster (Zein-Sabatto et al., 2024) a Xenopus laevis
(Deshler et al., 1997), ale v posledni dobé& se zaméfuje i na savéi oocyty (Jansova et al., 2018). Castym
predmétem vyzkumi jsou také rizné bunécné typy, zejména pak neurony a migrujici fibroblasty.
Velikost bunky, polarita a vyssi stupen diferenciace jsou faktory, které znacné usnadiuji pozorovani,
a proto jsou buiiky s témito charakteristikami pfednostné vybirany k experimentalnim pokustim.

Velmi frekventovanym objektem pro pozorovani lokalizace jsou buiiky neurontl, kde poruchy
regulace a transportu mRNA mohou zpiisobovat zdvaznd neurologickd onemocnéni jako je syndrom
fragilniho X (Miyashiro et al., 2003). Neurony jakoZto vysoce diferenciované bunky s dlouhymi
dendrity a axony musi transportovat mRNA na velké vzdalenosti. Transkripty putuji ztéla do
neuronalnich zakonceni, kde nasledné probiha jejich pieklad do proteinti. Nahromadéni specifickych
faktorii v terminalnich ¢astech axoni a dendritli je pak relevantni z aspektu tvorby mezibunécnych spoji
a synaptické plasticity (Miller et al., 2002). Castym piedmétem vyzkumu byvaji také migrujici
fibroblasty, kterym lokalizace klicovych mRNA v pfedni ¢asti buiiky umoziuje pohyb extracelularnim
prostorem (Shestakova et al., 2001), a také epitelidlni buiiky tenkého stfeva s jasné stanovenou apiko-

bazalni polaritou (Moor et al., 2017).



1.1 Mechanismy transportu

1.1.1 Aktivni transport

Nejen rtizné organismy, ale i bunééné typy mohou disponovat odliSnymi mechanismy transportu
mRNA v cytoplazmé. VSeobecné nejrozsitenéjsi je aktivni transport po cytoskeletalnich vlaknech
pohanény motorovymi proteiny. V takovém piipadé mRNA interaguji s RNA-vazebnymi proteiny
(RBP), které slouzi jako adaptory a zprostiedkovavaji vazbu na molekuldmi motory. Asociace je dana
rozpoznanim specifické sekvence nachazejici se majoritn¢ v 3 neptekladané oblasti (3’UTR) mRNA,
ale neni vyjimkou, ze se vyskytuje i v 5’UTR nebo v kodujicich regionech. Klasickym piikladem
transkriptu s cis-elementem v 3’UTR je mRNA pro B-aktin, u které je znam i konkrétni sekvencni motiv
ACACCC (Ross et al., 1997). Lokalizacni element leZici v kddujici sekvenci lze pozorovat u mRNA
pro homolog savc¢iho pericentrinu u D. melanogaster (Fang et al., 2024).

V zavislosti na typu motoru je transkript nasledné¢ dopraven do pozadované destinace aktivnim
pohybem po mikrotubulech ¢i aktinovych filamentech. Prvné zminény mechanismus lze demonstrovat
na bunikach fibroblastl a neuront, kde Z-DNA-vazebny protein 1 (ZBP1) interaguje s cis-elementem
v 3’UTR B-aktinové mRNA (Ross et al., 1997). V tomto ptipadé je navic vznikly ribonukleoproteinovy
komplex propojen adaptorem PAT1 s kinesinovym nebo dyneinovym motorem, ktery za spotieby
energie vykondva pohyb podél mikrotubult (H. Wu et al., 2020). V pucicich kvasinkach Saccharomyces
cerevisiae 1ze naopak pozorovat transport po aktinovém cytoskeletu. Zde se na lokaliza¢ni element
mRNA Ashl vaze RNA-vazebny protein SHE2, ktery tvoii komplex s proteinem SHE3 (Bohl et al.,
2000). SHE3 pak interaguje s myozinovym motorem MYO4P, jez aktivnim pohybem po aktinovych
filamentech ptepravuje mRNA Ashl z matefské buiiky do dcetiného pupenu (Bertrand et al., 1998).

Nevyhodou motorem fizeného transportu jsou vsSak vysoké energetické naroky, coz lze obejit
prichycenim transkriptli na aktivné prepravované organely (Das et al., 2021). Tento mechanismus byl
pozorovan u neuronli, kde se mMRNA mohou ,svézt“ do axondlnich zakonfeni na aktivné
prepravovanych lysozomech, na jejichz povrchu jsou pfichyceny pomoci annexinu All a dalSich

adaptorovych proteint (Y.-C. Liao et al., 2019).

1.1.2 Pasivni lokalizace

Kromé¢ aktivniho transportu lze k lokalizaci vyuzit i alternativni mechanismy. Mezi né fadime
tzv. pasivni transport, ktery je zaloZen na prosté difuzi v kombinaci s cytoplazmatickym proudénim,
nasledovany selektivnim zachycenim v cilové destinaci, ¢i zajisténim mRNA pied degradaci v urcité
¢asti bunky. Primami vyhodou pasivniho transportu je, ze k nému neni potfeba energie. Limitujicim
prvkem tohoto mechanismu je vSak pomém¢ nizka piesnost, kterd neumoziuje precizni intracelularni
lokalizaci a vede tak k vytvoteni relativné malého koncentracniho gradientu transkripti v ramei buiiky.

Dalsim omezenim jsou rozméry buiiky, nebot’ difuze na velké vzdalenosti je Casov€ velmi narocna.



Pasivni difuzi proto najdeme predevsim v mensich burikach jako jsou bakterie, kde je zfejm¢ hlavnim
mechanismem, ale v malém poctu pfipadii ji mizeme paradoxné pozorovat i upomémeé velkych
a strukturovanych bunék.

Jak jiz bylo zminéno dfive, béhem raného embryonalniho vyvoje D. melanogaster je mistné
specificka koncentrace matermalné kodovanych faktorti nezbytna pro spravné stanoveni télni symetrie.
Jednim z regulacnich proteinti je i Nanos, jehoz mRNA se hromadi v misté presumptivniho posterioru
a podili se na determinaci piedozadni osy a abdominalnich segmenti (C. Wang & Lehmann, 1991).
Akumulace Nanos na posteriornim p6lu je dana lokalni ochranou mRNA Nos pied degradaci. V tomto
procesu hraje vyznamnou roli RNA-vazebny protein Smaug, ktery interaguje s mRNA Nos skrze Smaug
responzivni element (SRE) nachézejici se v 3’UTR (Smibert et al., 1996). Na Smaug se vaze homolog
kvasinkového proteinu NOTI1, jez spolecné s katalytickymi podjednotkami CCR4 a POP2 tvoii
multimemi deadenyla¢ni komplex. Asociace Smaug s mRNA Nos tedy spousti jeji degradaci, stejné tak
jako dalsich matemalnich mRNA béhem prvnich dvou hodin embryogeneze (Semotok et al., 2005). Pred
degradaci jsou chranény pouze transkripty Nos vyskytujici se v posteriorni oblasti, a to diky akumulaci

proteinu Oskar, ktery zabranuje vazbé proteinu Smaug na mRNA Nos (Zaessinger et al., 2000).

1.2 Transport a asociace mRNA s membranovymi organelami

1.2.1 Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum (ER) je membranova organela, v niZ probiha fada klicovych procesi
véetné posttranslatnich modifikaci proteinit v sekrecni draze. Nejvice prostudovany transport
charakteristicky primdmé pro mRNA kodujici sekrecni a transmembranové proteiny probiha
prostiednictvim signalni rozpoznavaci castice (SRP). Jedna se o ko-translacni import, ktery zavisi na
prekladu N-terminalniho konce proteinu, kde se nachazi tzv. signalni sekvence. Ta je rozpoznana SRP,
ktera inhibuje elongaci translace a prenasi cely komplex na SRP receptor (SR) integrovany v membrané
ER. Zde je translace obnovena a nov¢ syntetizovany protein je translokovan do lumen nebo
zakomponovan do membrany ER. Nedavny pokus na tkanové kultufe savCich buné¢k ukazal,
ze lokalizace do ER nemusi byt nutné SRP-dependentni. V tomto ptipadné byla funkéné vytazena
SRP-draha pomoci knockoutu genu kédujiciho membranovou B-podjednotku SRP receptoru a soucasné
byl malymi interferujicimi RNA (siRNA) umlcen i gen pro jeho a-podjednotku (Child et al., 2023). Po
této kompletni blokaci funkce SRP receptoru se nijak zasadné¢ nezménil proteom bunck z hlediska
pritomnosti a mnozstvi sekretovanych proteintl, coz naznacuje, ze produkce téchto bilkovin miize byt
1 SR-nezavisla. Znaceni nove exportovanych RNA pomoci 4-thiouridinu za soucasné inhibice iniciace
translace vSak ukazalo, ze vétSina nascentnich mRNA koédujicich i cytozolické proteiny primamé
asociuje s membranou ER. Tento fakt jasn€ podporuje existenci alternativnich mechanismt a zaroven

¢ini z membrany ER jakési centrum pro dalsi distribuci a relokalizaci transkriptii v buiice (Child et al.,



2023). Nicmén¢ o jaky mechanismus by se mohlo jednat, nebylo zatim pIné€ objasnéno. Zajimavy zpiisob
regulace byl pozorovan ve fibroblastech, kde dochazi ke ko-transla¢ni lokalizaci mRNA Dial skrze
interakci noveé nasyntetizované domény vazajici GTPazu s malou GTPazou RhoA, ktera je zakotvena
v membran¢ perinukleamiho ER (G. Liao et al., 2011). Tento zpiisob lokalizace je tedy pomérné
unikatni, nebot’ zavisi na translaci, ale nevyzaduje pfitomnost signalni sekvence. V neposledni tadé
mize lokalizace mRNA probéhnout skrze vazbu cis-elementu s RNA-vazebnym proteinem
zakomponovanym v membrané ER. Mezi takové RBP patii tieba protein AEG-1, ktery asociuje zejména
s transkripty kodujicimi ER-rezidentni proteiny (Hsu et al., 2018). Dobie prozkoumany je také receptor
p180, jez obstardvd zachyceni mRNA kodujici sekre¢ni a membranové proteiny na povrchu ER
prostiednictvim nespecifické interakce v regionu bohatém na lysin (Cui et al., 2012). Receptor p180 se
hojné vyskytuje v perinuklearni membrané ER a jeho nadméma exprese podporuje translacné

nezavislou asociaci t-ftz mRNA s ER v bunikach opici ledvinové tkan¢ COS-7 (Cui et al., 2012).

1.2.2 Mitochondrie

Nepostradatelny je pro buiku transport mRNA do mitochondrii, které jsou hlavnim mistem
energetického metabolismu. Mitochondrie mé jakoZto semiautonomni organela témét vSechny
strukturni geny kodované jademé, a tak mohou byt informace k syntéze proteinu prenaSeny zpét ve
formé mRNA. Zpravidla k tomu dochazi dvéma hlavnimi zptsoby, pfi¢emz prvni z nich funguje na
podobném principu jako transport do ER. Tento mechanismus je zavisly na syntéze nascentniho peptidu,
ktery obsahuje mitochondrialni lokaliza¢ni signal (MLS). Translace je tedy zahajena na cytozolickém
ribozomu a pokracuje az po interakci MLS s receptory transloka¢niho komplexu na povrchu vnéjsi
mitochondridlni membrany (OMM). Druhou moznosti je opét transport mRNA skrze vazbu
RNA-vazebného proteinu na cis-element nachézejici se v 3’UTR. U kvasinek plni funkci RBP protein
PUF3P, ktery je mimo jiné i translacnim represorem deaktivujicim navazané transkripty (Saint-Georges
et al., 2008). V sav¢ich bunikach zastupuji roli negativniho transla¢niho regulatoru homologni proteiny
PUM, nicméné jejich tcast na lokalizaci do mitochondrii nebyla dosud prokazéana (Sharma & Fazal,
2024). Naopak mezi ovétené RBP patii protein CLUH, ktery se podili na lokalizaénim procesu
nekterych transkriptii (Gao et al., 2014). Zda se, ze vyznamnym lokalizacnim faktorem u savct by mohla
byt i kinaza PINK, ktera interaguje pfedevsim s mRNA kodujicimi podjednotky komplexd dychaciho
fetézce (Gehrke et al., 2015). PINKI1 aktivuje na povrchu OMM umlcené transkripty odstranénim
represorit PUM a hnRNP-F a navic podporuje import translatovanych proteinii prostfednictvim své
asociace s receptorem TOM20 (Gehrke et al., 2015). Krom¢ zminénych procest existuje nékolik dalSich
mechanismil, které jsou shmuty a detailnéji popsany v této publikaci (Sharma & Fazal, 2024).
Komplexni ptehled o lokalizaci a transportu do membranovych organel poskytuje napiiklad recentni

¢lanek (Chen & Collart, 2024).



2 Lokalizace mRNA v cytoplazmé

Dosud publikované studie se vétSinou zameétovaly predevsim na funkéné€ specializované
a polarizované buniky jako jsou neurony nebo migrujici fibroblasty. Nedavné vyzkumy vsak ukazaly, ze
nejen tyto bunééné typy vykazuji urcité vzorce lokalizace mRNA ¢i mistné specifickou translaci urcitych
transkriptd.

Chouaib a jeho spolupracovnici provedli rozsahly vyzkum na toto téma. Ve své praci pouzili 523
HeLa bunécnych linii, do jejichz genomu byl stabilné integrovan umely bakterialni chromozom (BAC).
Soucasti genetické vybavy tohoto chromozomu byl gen pro vybrany protein fizovany na C-terminalnim
konci se zelenym fluorescenénim proteinem (GFP). Pomoci fluorescenéné znacenych
oligonukleotidovych sond proti sekvenci GFP a mimych hybridiza¢nich podminek bylo mozné
simultanné pozorovat vyskyt GFP znacenych proteind a pfislusSnych mRNA. Analyza 411 mRNA
transkribovanych z BAC kdédovanych gentli zapojenych do nejrtiznéjsich biologickych procesii ukéazala,
ze cca 6 % znich (26 mRNA) vykazuje specifickou lokalizaci v cytoplazmé (Chouaib et al., 2020).
Autofi tyto mRNA nasledné rozttidili do 6 kategorii podle mista vyskytu: ohniska, vyb&zky, jaderna
obalka, periferie, nukleus a centrozomy. Nej¢astéjsim mistem lokalizace byla ohniska, avSak po dal§im
testovani se ukazalo, ze z velké Casti se jednalo hlavné o procesni téliska (P-bodies). Nasledujici kapitoly
shrnuji informace z hlediska jednotlivych typt lokalizace definovanych v této publikaci, které jsou

doplnény o poznatky z dalSich recentnich studii.

2.1 Vybézky

Jednou z oblasti, kde mohou byt mRNA detekovany jsou bunécné vybézky. Tento mistné specificky
lokaliza¢ni vzorec je Casto pozorovan u migrujicich bunék. Tak naptiklad komplexni analyza vSech
lidskych gent pro kinesiny (59), myosiny (44) a 7 dyneinovych podjednotek odhalila, Ze transkripty pro
3 kinesiny (KIF1C, KIF4A a KIF5B), dyneinovou podjednotku DYNLL2 a myosin MYH3 se vyskytuji
praveé v protruzivnich oblastech cytoplazmy (Chouaib et al., 2020). Vcetné téchto mRNA bylo ve
vybézcich pozorovano mnoho dalSich transkriptil, jejichz spolecnym znakem je, Ze ke spravnému
pribehu lokalizace vyzaduji Gicast dalSich faktord. Mezi takové faktory patii protein adenomatdzni
polypo6zni koli (APC), ktery je znam predevsim jako nadorovy supresor regulujici hladinu B-cateninu
v buiice (Munemitsu et al., 1995). Kromé toho vsak hraje vyznamnou roli i pfi lokalizaci nékterych
mRNA do protruzivnich oblasti, kde se podili na jejich ptfichyceni ke stabilnim vlaknim mikrotubult
(Mili et al., 2008). Transkripty nachazejici se v cytoplazmatickych vybézcich bunky tedy mizeme
rozdélit na dveé skupiny podle ucasti proteinu APC na jejich lokalizaénim mechanismu, a to na
APC-dependentni a APC-nezavislé (T. Wang et al., 2017).

APC-nezavisla skupina je bohata na faktory, které se ucastni zprostiedkovani genové exprese vcetné

proteosyntézy, a neni proto divu, Ze velkou ¢ast tvoii mRNA pro ribozomalni proteiny (RP) (T. Wang et



al., 2017). Soucasti 5’UTR transkriptii kodujicich RP je terminalni oligopyrimidinovy motiv (TOP), se
kterym interaguje protein LARP6 a ten transportuje mRNA do jejich cilové destinace (Dermit et al.,
2020). Deplece toho proteinu zptisobuje snizenou miru lokalizace mRNA Rpl34 a dalSich transkriptii
pro RP do protruzivnich koncl migrujicich bun€k, coZ potvrzuje jeho relevantnost v tomto procesu
(Dermit et al., 2020).

Mezi APC-dependentni mRNA patii predevsim faktory ti€astnici se pohybu, ristu nebo signalizace
(T. Wang et al., 2017). Do této kategorie spadaji napiiklad transkripty Pkp4, Ddr2, Kank2 a Rabl3.
Presny mechanismus transportu APC-dependentnich mRNA do cytoplazmatickych vybézka neni zatim
zcela znam, vime vsak, Ze zavisi hned na nékolika dalSich faktorech. Prvnim je pfitomnost sekvencnich
elementti bohatych na G a A nukleotidy v 3’UTR, které jsou nezbytné pro dopraveni transkriptll na
spravné misto. mRNA Rabl13 se diky tomuto elementu lokalizuje do protruzivnich oblasti mysich
mesenchymalnich bunék (Moissoglu et al., 2020). Navic u Rab13 mRNA se uvnitf regionu s vysokym
obsahem G a A nukleotidii nachazi jedna nebo vice kopii sekvence RGAAGRR, jez jsou nepostradatelné
pro uspésnou lokalizaci, nebot’ interference zprostifedkovana antisense fosforodiamidat morfolinovymi
oligonukleotidy (PMO) s témito motivy zptisobuje mislokalizaci Rab13 transkripti k perinuklearnimu
prostoru (Moissoglu et al., 2020).

Druhym kritériem je, Ze tento druh transportu vyzaduje pfitomnost stabilnich vlaken mikrotubult,
nekdy také oznacovanych jako Glu-MT (Mili et al., 2008). Stabilita mikrotubulli je zajisténa
post-transkripéni modifikaci, ktera obnasi detyrosinaci tubulinovych a-podjednotek (Mili et al., 2008).
Pohyb APC-dependentnich mRNA po mikrotubulech je zprosttedkovan motorovym proteinem KIF1C
(Pichon et al., 2021). Za normalnich okolnosti vykazuji mRNA nesené kinesinem relativné dlouhy
a pfimocary pohyb charakteristicky pro lokomoci po mikrotubularnim cytoskeletu. Pii depleci KIFIC
genu pomoci siRNA nebo po osetieni bun¢k nocodazolem (latka blokujici polymerizaci mikrotubuli)
dochézi k mislokalizaci mRNA a dlouhy linedmi pohyb neni téméf detekovatelny (Pichon et al., 2021).
Tato skutecnost jasné¢ dokazuje, ze KIF1C je nezbytny pro transport APC-dependentnich mRNA
do cytoplazmatickych vybézk.

Do nedavna se ptedpokladalo, ze by mohl existovat adaptor, ktery by fyzicky propojoval transkripty
skrz vazbu na lokaliza¢ni cis-element v 3’UTR s molekularnim motorem KIF1C. Moissoglu a jeho
kolegové objevili protein, ktery uvedené pozadavky splnuje. Mezi potencidlnimi kandidaty pouze
redukce exprese bunééného proteinu vazajiciho nukleové kyseliny (CNBP) anebo knockout jeho genu
znacéné¢ snizily lokalizaci mRNA Rab13 a Netl do protruzivnich koncti (Moissoglu et al., 2024). CNBP
je znam jako RNA/ssDNA vazebny protein, jez obsahuje sedm zinc-finger domén CCHC typu (Armas
et al., 2021). CNBP se pfimo vaze na sekvencni element bohaty na G a A nukleotidy v 3’UTR oblasti
mRNA, které se lokalizuji do vybézka, a nasledné rekrutuje motorovy protein KIF1C (viz Obrazek 1)
(Moissoglu et al., 2024). Tento vyzkum tedy prokazal existenci motor-adaptorového komplexu, ktery

hraje klicovou roli v transportnim mechanismu mRNA do protruzivnich oblasti savcich bunck.
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Obrazek 1: Mechanismus transportu mRNA do protruzivnich oblasti. mRNA (v tomto piipadé mRNA kodujici
malou GTPazu RABI13 nebo vyménny faktor guaninovych nukleotidi NETI) jsou transportovany do
cytoplazmatickych vybézkt aktivnim transportem. V 3’ nepiekladané oblasti (3’UTR) téchto transkriptii se nachézi
cis-element bohaty na G a A nukleotidy, s nimz interaguje bunécny protein vazajici nukleové kyseliny (CNBP).
CNBP funguje jako adaptorovy protein a propojuje tak mRNA s kinesinovym motorem KIF1C, ktery se aktivné
pohybuje smérem k plus konci mikrotubulti. Pfevzato z (Moissoglu et al., 2024).

Pro¢ buniky lokalizuji mRNA do protruzivnich oblasti, miize mit rizné divody. U APC-nezavislych
mRNA se setkdvame se situaci, kdy lokalizace transkripth pro RP do cytoplazmatickych vybézki
posiluje tvorbu ribozomd, a tedy i intenzitu proteosyntézy v celé bunce. V protruzivnich oblastech
MDA-MB-231 bun¢k se akumuluje mnoho transla¢nich a elongac¢nich faktoril, coz podporuje lokalni
translaci mRNA pro ribozomalni proteiny a tim se navySuje celkové mnozstvi RP v buiice (Dermit et
al., 2020). Vétsina nové nasyntetizovanych ribozomalnich proteind je vSak z vybézki sméfovana do
jadra, kde se stavaji soucasti biogeneze ribozomti. Lokalni translace mRNA koédujicich RP tedy funguje
jako zpétnovazebny mechanismus navysujici produkci ribozomi v jadfe (Dermit et al., 2020).

Lokalizace APC-dependentnich mRNA je pravdépodobné jednou z moznosti, jak regulovat interakce
nascentniho proteinu s vazebnymi partnery a tim ménit jeho aktivitu ¢i funkcei. To 1ze demonstrovat na
piikladu proteinu RAB13 — malé GTPazy z rodiny RAB proteinil, ktera se ucastni membranového
pienosu véetné vezikulamiho transportu molekul (Ioannou & McPherson, 2016). Proteiny RAB jsou
obecné aktivovany navazanim GTP, coz jim umoziiuje asociovat s Rab-vazebnou doménou svych
efektorovych proteinii. Vymeénu hydrolyzovaného GDP za novy GTP zprostfedkovava skupina faktort
GEF, kam patfi i protein RABIF (Burton et al., 1994). Proteiny RAB13 i RABIF vykazuji rovnovazny
stav v perinukleAmim prostoru, pfitom interakce téchto partneri byla detekovana jak v oblasti
perinuklea, tak ina periferii bunky. Aby vSak dochdzelo k tvorbé periferich RAB13-RABIF komplext,
musi dojit k lokalizaci mRNA Rab13 do cytoplazmatickych vybézkti (Moissoglu et al., 2020). Pokud je
transport endogennich mRNA Rab13 naruSen pomoci antisense PMO, dojde k mislokalizaci transkriptl
do perinuklearniho prostoru, a tim k poklesu tvorby komplexd na periferii a redukci aktivity RAB13
GTPazy. Tato fakta ukazuji, Ze lokalizace mRNA Rab13 do vybézkli podporuje asociaci proteinu
RABI13 s GDP/GTP vyménnym faktorem RABIF v okrajovych ¢astech bunky (Moissoglu et al., 2020).

Podobny scénar je mozné sledovat i u mRNA Netl rovnéz lokalizované do protruzivnich oblasti
cytoplazmy. NET1 je vyménny faktor guaninovych nukleotidi, ktery nalezneme v jadru i v cytoplazmé.
Zatimco cytoplazmaticky NET1 aktivuje RhoA GTPazu a reguluje bunéénou migraci, jaderny NET1 se
pravdépodobné podili na odpoveédi na poskozeni DNA (Dubash et al., 2011). Delece sekvenc¢niho



elementu bohatého na GA nukleotidy zabraiuje cytoplazmatické mRNA Netl v lokalizaci do vybeézki,
a tak se bud’ rozprostie difuzné po cytoplazmé anebo se shromazdi kolem perinuklea (Gasparski et al.,
2023). Perinukleamé produkovany protein NET1 vykazuje vys$i miru importu do jadra a jeho pienos
pies jadernou membranu je zprostiedkovan ko-translacni interakci s transportnimi receptory z rodiny
importint, konkrétn¢ importinem B1 (Gasparski et al., 2023). Za tento jev je zodpovédny jaderny
lokaliza¢ni signal (NLS) lezici v N-terminalni ¢asti NET1 proteinu. Naopak pro transport do
cytoplazmatickych vybézkli je dualezita Plekstrin-homology (PH) doména nachazejici se na
C-termindlnim konci NETI proteinu, na kterou se v protruzivnich oblastech vaze
kalcium/kalmodulin-dependentni serinova proteinkinaza (CASK) (Gasparski et al., 2023). V tomto
piipadé vsak nejen lokalizace mRNA, ale i rychlost translace spole¢né determinuji interakéniho
partnera. Pomal4 translace vede totiz bez ohledu na lokalizaci mRNA k interakci NET1 s importinem
31 a transportu do jadra, zatimco rychla translace podporuje asociaci s proteinem CASK (viz Obrazek

2) (Gasparski et al., 2023).
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Obrazek 2: Lokalizace mRNA a rychlost translace determinuje interakéniho partnera kodovaného proteinu a jeho
lokalizaci v bunice. mRNA Net1 se za normalnich okolnosti lokalizuje do okrajovych oblasti bunky, avsak po deleci
sekvencniho elementu bohatého na GA nukleotidy se koncentruje v oblasti perinuklea. Zde dochazi ke ko-
translacni interakci importinu B1 s jadernym lokaliza¢nim signalem (NLS) nachdzejicim se na N-terminalnim
konci proteinu NET1. Naopak béhem translace mRNA Netl na periferii se na Plekstrin-homology (PH) doménu
lezici na C-terminalnim konci NET1 vaze kalcium/kalmodulin-dependentni serinova proteinkinaza (CASK). Tyto
interakce jsou vsak ovlivnény také rychlosti piekladu, nebot’ pomala translace vede bez ohledu na lokalizaci
mRNA k interakci NET1 s importinem B1 a transportu do jadra, zatimco rychlé translace podporuje asociaci
s proteinem CASK. Ptevzato z (Gasparski et al., 2023).

Dalsim ptikladem miize byt lokalizace mRNA Kiflc. Simultanni vizualizace mRNA Kiflc a KIF1C
proteinu odhalila, Ze se vyskytuji v protruzivnich oblastech spolecné (Chouaib et al., 2020). Stejné jako
predchozi transkripty, tak i lokalizace mRNA Kiflc ovliviiuje interakce noveé syntetizovaného proteinu
s mistn¢ specifickymi faktory. Mislokalizace mRNA Kiflc zpiisobend odstranénim cis-elementu

bohatého na G a A nukleotidy zvysila interakce KIFIC s urcitymi proteiny, naptf. s gelsolinem



¢i atlasinem-3 (Norris & Mendell, 2023). Asociace KIFIC s témito proteiny jsou pravdépodobné
nestandardni a dochazi k nim nejspiS jen pfilezitostn€, nebot” v normalnich bunkach jsou tyto
protein-proteinové interakce jen tézce detekovatelné. Zajimavosti je, Ze ztrata lokalizace mRNA Kiflc
nemela zddny dopad na abundanci ani distribuci KIF1C proteinu a zaroven na transport ostatnich
APC-dependentnich mRNA do bunéénych vybézkt (Norris & Mendell, 2023).

Lokalizace v§ak miize byt pro nékteré bunky esencidlni i z aspektu urcitych fyziologickych funkei.
Naptiklad lokalizace mRNA Rab13 ovliviiuje migraci bunééné linie MDA-MB-231, pfi¢emz ztrata této
schopnosti fenotypicky kopiruje akutni ztratu RABI3 proteinu (Moissoglu et al., 2020). Bunky
s delokalizovanymi mRNA Rab13 maji naruSenou schopnost migrace k chemoatraktantu skrz
mikroporézni membranu, a tim padem i zpomalenou rychlost invaze (Moissoglu et al., 2020). Negativni
dopad mislokalizace mRNA na migraci lze pozorovat i u bunééné linie A375. V tomto pokusu Moriarty
a jeho spolupracovnici nasadili bunky do mikrokanalil, které svymi rozméry napodobovaly velmi uzké
a siln€ ohranicené prostiedi. Nasledné bylo pozorovano, ze i v takto t€sném prostoru podporuje periferni
lokalizace mRNA Rab13 migraci bun€k, nebot’ po naruseni této lokalizace pomoci antisense PMO,
dochazi ke snizZeni rychlosti a persistence migrace (Moriarty et al., 2022).

Regulace lokalizované translace APC-dependentnich mRNA miize probihat riznymi zptisoby.
V mezenchymalnich buiikach jsou mRNA Rabl13 aktivné translatovany na koncich expandujicich
vybézkil, zatimco v retrahujicich oblastech jsou umléeny (Moissoglu et al., 2019). Pticemz bylo
prokazano, ze translace neni zavisla na lokalizaci a Ze pti¢inou uml¢eni Rab13 transkriptli v ustupujicich
koncich mtize byt jejich shlukovani do heterogennich klastri, které obsahuji i dalsi typy mRNA
(Moissoglu et al., 2019). Jelikoz se v retrahujicich oblastech nachdzi mnoho samostatnych mRNA
Rab13, neni vylou¢eno, Ze se translacné umlc¢ené transkripty objevuji i mimo klastry (Moissoglu et al.,
2019).

2.2 Centrozomy

Centrozom je nemembranova organela sloZzend ze dvou centriol obklopenych pericentriolarnim
materidlem (PCM). Tato dynamicka proteinova matrix slouzi jako organizacni centrum mikrotubuld
a zasadné se tak podili na tvorbé mitotického vieténka, které zajistuje spravny pribéh bunééného déleni.
Vyznam lokalizace mRNA do centrozomi zatim nebyl piili§ objasnén, nicméné recentni genomoveé
studie (Chouaib et al., 2020; Safieddine et al., 2021) pfinesly nové informace. Safieddine a jeho tym
provedl na lidské bunééné linii HelLa analyzu 602 gent. V ramci tohoto vyzkumu byla pozorovana
centrozomalni lokalizace celkem 8 mRNA — Numal, Aspm, Pcnt, Nin, Bicd2, Hmmr, Cep350
a Ccdc88c (Safieddine et al., 2021). Zajimavosti je, ze vSechny tyto transkripty koduji proteiny, které
jsou soucasti dynamiky mikrotubulll, maturace centrozomil a organizace déliciho vieténka. Transkript
Numal nese informaci k syntéze proteinu 1 nuklearniho mitotického aparatu (NUMA1) organizujiciho

astralni mikrotubuly (Gaglio et al., 1995), ASPM je jednim z kli¢ovych faktorG pro uspotfadani
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mitotického vieténka predevsim béhem vyvoje mozku (Bond et al., 2002), mRNA Pcnt produkuje
podptrny centrozomalni protein pericentrin (Lawo et al., 2012), mRNA Nin je templatem pro syntézu
nineinu dilezitého pro ukotveni minus koncti mikrotubuld (Mogensen et al., 2000), translaci transkriptd
Bicd2 vznika dyneinovy adaptor bicaudal D2 (Hoogenraad et al., 2003) a mRNA Hmmr koduje receptor
ucastnici se hyaluronanem zprostfedkované motility (HMMR) (Hardwick et al., 1992).

K transportu mRNA do centrozomu dochazi ko-translaéné, nebot inkubace lidskych bunék
s puromycinem (antibiotikum zpisobujici piedCasnou terminaci translace a disociaci nascentniho
fetézce od ribozomil) zplisobuje mislokalizaci v§ech vySe zminénych transkriptt, zatimco cykloheximid
(latka blokujici elongaci translace) nema na lokalizaci zddny dopad (Safieddine et al., 2021). Na ptikladu
mRNA Pcnt a Aspm bylo skute¢né potvrzeno, ze transport do centrozomu vyzaduje aktivni translaci
na polyzomech a nové nasyntetizovany pocatecni usek kodovaného peptidu (Safieddine et al., 2021;
Sepulveda et al., 2018).

Transport polyzomt do centrozomu probiha prostfednictvim mikrotubuli. Vyznam mikrotubuli pro
tento typ prenosu podporuje fakt, Ze oSetfeni bunck nocodazolem (latka blokujici polymerizaci
mikrotubulll) vyvolava inhibici lokalizace polyzomii asociovanych s Aspm transkripty do centrozomu
(Safieddine et al., 2021). U mRNA Pcnt bylo prokazano, ze pienos do centrozomu je zprostfedkovan
pohybem dyneinového motoru po mikrotubulech smérem k jejich minus konci (Sepulveda et al., 2018).
Zaroven polyzomy navazané na mRNA Aspm a Numal vykazuji béhem Casné faze mitozy rapidni
pohyb smérem k centrozomu rychlosti kolem 0,25-1,5 pm/s, coz opét odpovida rychlosti motorem
pohanéného pohybu po mikrotubulech (Safieddine et al., 2021). U polyzomi ptekladajicich Aspm
transkripty 1ze pozorovat dva druhy lokomoce, pticemz prvnim je vyse zminény pohyb po stabilnich
vlaknech mikrotubuld fizeny motorovymi proteiny. Pfi druhém pohybu jsou polyzomy pfichyceny na
mikrotubulech, které prochazejici rychlou remodelaci, a spolecné snimi jsou tazeny smérem
k centrozomu (Safieddine et al., 2021).

Transport do centrozomt miiZe probihat také pomoci cytoplazmatického polyadenylacniho elementu
(CPE) ptitomného v 3’UTR, na ktery se vaze rodina CPE-vazebnych proteinti (CPEB), kam patfi
1 CPEBI (Pascual et al., 2021). Tento protein asociuje s transkripty obsahujicimi CPE-element, které
jsou zahrnuté zejména v brzkych stadiich mitozy, a reguluje jejich expresi. Nedavno bylo prokazano, Ze
se CPEBI ucastni lokalizace Cecnbl a Bub3 mRNA do déliciho vieténka (Pascual et al., 2021). mRNA
Ccnb1 nese informaci k syntéze mitotického cyklinu B1 a mRNA Bub3 koduje protein BUB3, ktery je
nepostradatelnym ¢lenem kontrolniho bodu pro piechod do mitotické faze bunééného cyklu (Kalitsis et
al., 2000). Deplece CPEB1 nema vliv na celkovou hladinu ani jedné mRNA, zato znacné redukuje
lokalizaci obou transkripti do mitotického vieténka a zhorSuje syntézu cyklinu B1 (Pascual etal., 2021).

Jednotlivé mRNA se mohou v centrozomech akumulovat v zavislosti na aktudlni fazi bunééného
cyklu (Chouaib et al., 2020; Safieddine et al., 2021; Sepulveda et al., 2018). Ccdc88c mRNA se

lokalizuje pouze béhem interfaze, zatimco transkripty pro Pcnt, Nin, Bicd2, Hmmr a Cep350 je mozné
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sledovat v pribc¢hu interfaize a Casné mitézy. Naopak mRNA Numal a Aspm se nachézeji
v centrozomech jen béhem mitozy (Safieddine et al., 2021).

Detailngjsi predstavu o lokalizaci do centrozomul v urcitych fazich bunééného cyklu dale poskytuji
mRNA Aspm, Numal a Hmmr a jimi kddované proteiny. Tak naptiklad mRNA Hmmr se v interfazi
nachazi v peri-centrozomalni oblasti, zatimco béhem prvnich stadii mitézy se hromadi v centrozomech
(Chouaib et al., 2020; Safieddine et al., 2021). Interfazni HMMR protein je lokalizovan na
mikrotubulech a v centrozomu ho lze spatfit teprve nékolik hodin pied bunéénym délenim (Safieddine
et al., 2021). Béhem profdze a Casné prometafize se HMMR akumuluje v oblasti déliciho vieténka
spolecné se svou mRNA (Safieddine et al., 2021). Podobné tomu tak je i u mRNA Aspm a Numal, které
se v interfazi nachazeji disperzn¢ po cytoplazmé, ale na zacatku mitdzy se presouvaji do centrozomil
(Chouaib et al., 2020; Safieddine et al., 2021). Proteiny ASPM a NUMAL se vyskytuji béhem interfaze
zejména v nukleoplazmé, zatimco se zahdjenim mitozy se zacinaji shromazd’ovat v centrozomech
(Safieddine et al., 2021). V pribéhu mitoézy se oba proteiny akumuluji na pédlech déliciho vieténka —
protein NUMA1 ko-lokalizuje se svymi transkripty pouze v profazi a ¢asné prometafazi, kdezto protein
ASPM a jeho mRNA se ko-lokalizuji od pozdni profaze az do ¢asné telofaze (Safieddine et al., 2021).
Vzhledem k tomu, ze se vSechny 3 mRNA ko-lokalizuji v urcitych fazich se svymi proteiny, lze
predpokladat, ze v centrozomech dochazi k lokalizované translaci. Tuto hypotézu podporuje
1 ptitomnost translacnich faktorti eIF4E a ribozomalnich proteintt RPS6 v mitotickych centrozomech
(Chouaib et al., 2020).

Subcelularni lokalizace mRNA do centrozomt je relevantni z hlediska pfiprav na bunécné déleni
a organizace mitotického vieténka. Jako piiklad lze uvést lokalizaci lidské mRNA Pent kodujici
pericentrin. Pericentrin je pomérné velky protein, ktery se inkorporuje do pericentriolami matrix, kde
slouzi jako leSeni pro zachyceni dalSich proteini (Lawo et al., 2012). mRNA Pcnt se hromadi
v centrozomech béhem Casné mitdzy, tj. profaze a prometafize a jejich translace je v prubchu téchto fazi
nezbytna pro zaclenéni pericentrinu do mitotickych centrozomii (Sepulveda et al., 2018). NaruSeni
lokalizace mRNA Pecnt inkubaci bunék s puromycinem zna¢né snizuje hladinu pericentrinu
v centrozomech (Sepulveda et al., 2018). Uvedena fakta tedy naznacuji, ze naruSeni lokalizace mRNA
Pcnt vede ke sniZzené mife obsahu ¢i totalnimu deficitu specifickych proteint v PCM a celkové tak
ovliviuje prubeh bunécného déleni.

Do dnesniho data nebylo realizovano mnoho studii, které by se zabyvaly centrozomalni lokalizaci
a transportem v sav¢ich bunkach, zato recentni vyzkumy provedené na druhu Drosofila melanogaster
pfinesly nové informace. Zdali jsou poznatky ziskané z drozofil aplikovatelné i na sav¢i buiiky, by
mohlo byt zajimavym pfedmétem budoucich vyzkumd, a proto je dobré nekteré z nich zminit. Stejné
jako u savct je k lokalizaci potfeba translace. Tento mechanismus miizeme pozorovat u mRNA Cen
nesouci informaci k syntéze centrocortinu a mRNA Plp kédujici homolog savciho pericentrinu, nebot’
ob¢ vyzaduji preklad na intaktnich polyzomech (Fang et al., 2024; Zein-Sabatto et al., 2024). U mRNA

Plp se cis-element nachdzi uvnitf kodujici sekvence (Fang et al., 2024), zatimco u mRNA Cen
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nalezneme lokaliza¢ni doménu na N-termindlnim konci kodovaného proteinu (Zein-Sabatto et al.,
2024). V této oblasti lezi tzv. CC1 box, ktery zprostfedkovava vazbu adaptori na podjednotku
dyneinovych motori DLIC, a tak je centrokortin sam sobé motorovym adaptorem (viz Obrazek 3) (Zein-
Sabatto et al., 2024). Vzhledem k tomu, Zze se CC1 box nachazi i u savcich paralogii CDR2L a CDR2,
lze predpokladat, ze obdobny mechanismus vyuzivaji i lidské buiiky (Zein-Sabatto et al., 2024).
Nicméné jestli tomu tak skutecné je, vyzaduje dalsi investigaci. U drozofil asto pfispiva k transportu
mRNA také RNA-vazebny protein egalitarian (EGL), ktery rozpoznava cis-element a nasledné se vaze
na dyneinovy adaptor bicaudal-D (Dienstbier et al., 2009). U¢ast EGL na lokalizaci mRNA Cen byla
skutecné prokéazana, nebot’ embrya nesouci mutantni transgen Eg/ vykazuji snizené mnozstvi Cen
mRNA v centrozomech. Jestli s témito transkripty interaguje EGL i fyzicky vSak neni zatim znamo
(Zein-Sabatto et al., 2024).

Ackoliv pro Plp transkripty nebyla potvrzena asociace s dyneinovym motorem, obé mRNA vyuzivaji
k transportu do centrozomu vlakna mikrotubuld (Fang et al., 2024; Zein-Sabatto et al., 2024). Zakotveni
PLP na centrozomech pravdépodobné probihd skrze protein-proteinové interakce mezi PLP
a centrosominem, jednim z hlavnich komponenti PCM (Fang et al., 2024). Z tohoto poznatku vzesla
myslenka, Ze by PCM mohl podporovat lokalizaci mRNA. Zasadni role PCM béhem lokalizace byla
potvrzena pro mRNA Cen, kterd se za normalnich podminek vyskytuje v interfaznich centrozomech ve
formé malych granul. Bunky mutované v genu pro centrosomin vykazuji redukovanou lokalizaci téchto
granul (Fang et al., 2024; Ryder et al., 2020).

Zminéna granula jsou navic zajimava tim, Ze nejsou tvofena jen centrokortinem, ale i mRNA Cen
a proteinem syndromu fragilniho X (FMRP). FMRP je RNA-vazebny protein, ktery piisobi jako
translacni represor (Laggerbauer et al., 2001). V tomto ptipad¢ vSak kromé umlceni translace také
reguluje tvorbu granul a jejich lokalizaci k centrozomu (Ryder et al., 2020). Pokud se totiz u embryi
provede knockout genu pro FMRP, dojde k rozpadu granul a spusti se nadméma produkce centrokortinu,
ktera zpravidla vede k porucham déliciho vieténka a k embryonalni letalit¢ (Ryder et al., 2020). Jelikoz
FMRP ptimo asociuje také s CDR2L a CDR2, lze ptedpokladat, ze vyzkum na drozofilach by mohl
poskytnout cenné informace i o FMRP zprostfedkované regulaci v sav¢ich bunikach.

Zcela jinou lokaliza¢ni techniku mizeme pozorovat u transkriptii pro IxB kinazu typu 2 (Ik2).
Bergalet a jeho spolupracovnici objevili, Ze transport mRNA Ik2 do centrozomu zavisi na mRNA Cen,
nebot’ knockout exprese genu Cen ¢i naruseni lokaliza¢nich schopnosti mRNA Cen vede k delokalizaci
Ik2 transkriptd (Bergalet et al., 2020). Geny Cen a Ik2 se nachazi na komplementamich fetézcich DNA
ve stejném lokusu na chromozomu 2L, kde se ptekryvaji svymi 3’konci, coz z nich €ini pfirozené
cis-antisense transkripty (cis-NAT) (Bergalet et al., 2020). mRNA Ik2 pravdépodobné nabyla schopnosti
lokalizace do centrozomi béhem evoluce, kdy doslo k pfekryvu lokusi téchto dvou genti (Bergalet et
al., 2020). Lokaliza¢ni element mRNA Cen se nachazi v kodujici oblasti, zatimco u k2 lezi uvnitf
antisense regionu v 3’UTR. Tento fakt potvrzuje, Ze se nejedna o specialni lokaliza¢ni doménu, ale jen

o komplementarni sekvenci k mRNA Cen (Bergalet et al., 2020). Pomoci metody APEX-seq (viz
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kapitola 3.2) bylo zjist€no, ze cis-NAT maji tendenci se spolecn¢ lokalizovat do subcelulamich
kompartmentt i v lidskych bunkéach (Bergalet et al., 2020), coZ by mohlo byt zajimavym namétem na

dalsi vyzkum tohoto mechanismu transportu.

+— centrosome
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'

onsite translation .-~
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Obrazek 3: Schéma transportu mRNA Cen do centrozomu. Transport mRNA Cen je zavisly na translaci tzv. CC1
boxu, ktery se nachazi na N-terminalnim konci kédovaného proteinu. CC1 box zprostiedkovava vazbu na
podjednotku DLIC dyneinového motoru, jez se aktivné pohybuje po mikrotubulech smérem k jejich minus konci.
Pro lokalizaci mRNA Cen do centrozomu je esencialni také protein EGL, avsak jeho pfimé vazba na mRNA Cen
nebyla zatim prokazana. Pievzato z (Zein-Sabatto et al., 2024)

2.3 Ohniska

Neékteré transkripty se v cytoplazmé koncentruji do tvarii oznacovanych jako ohniska, a kromé
mRNA mohou obsahovat i RNA-vazebné proteiny a dal$i proteinové komponenty. K takovym
agregatim patii procesni téliska (P-bodies), ktera jsou zapojena v degradacni draze mRNA nebo
stresova granula (SG), jez se formuji za stresovych podminek. Ackoliv jsou uvedené struktury dobie
prozkoumany, tato prace se jim podrobnéji dale nevénuje. Uceleny ptehled o tvorbé, sloZeni a funkci
P-bodies a SG nabizi naptiklad tento piehledovy clanek (Riggs et al., 2020).

Chouaib ve svém vyzkumu na bunécné linii HeLa pozoroval ohniska odlisnd od vySe zminénych
struktur a zaroven zjistil, Ze se do nich samostatné shlukuji 4 riizné typy mRNA — Aspm, Dynclh1, Bubl
a Ctnnbl (Chouaib et al., 2020). Tvorba Aspm, Bubl a Dync1hl ohnisek je zavisla na aktivni translaci,
nebot’ po hodinové inkubaci bun¢k s puromycinem tato ohniska zcela zanikaji (Chouaib et al., 2020).
Z této skutec¢nosti plyne, Ze ohniska patmeé slouzi jako specializované translac¢ni tovarny (Chouaib et al.,
2020).

Prestoze o vyznamu téchto agregatli zatim vime jen velmi malo, ohniska tvofenda mRNA Ctnnbl
nabizi pohled na jednu z moznych funkci téchto Gtvard. mRNA Ctnnbl koduje protein B-catenin,
ktery v bunkach plni dvé pomérn¢ odlisné funkce. Je hlavnim transkripénim faktorem Wnt signalni
dréhy a zaroven interaguje s E-kadherinem v adheznich spojich, kde napomaha jeho propojeni

s aktinovym cytoskeletem (Ozawa et al., 1989). Cytozolicky B-catenin je za normalnich okolnosti
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ucinné degradovan, v pfitomnosti proteinu z rodiny WNT je vSak stabilizovan a nasledné se presouva
do jadra, kde spousti transkripci cilovych genti (Chouaib et al., 2020). Chouaib a kolegové zjistili, Ze
inhibice translace mRNA Ctnnbl vede k zaniku ohnisek, coz koresponduje s lokalnim prekladem
B-cateninu (Chouaib et al., 2020). Spusténi Wnt signaliza¢ni drahy inkubaci bunék s proteinem WNT3A
(silny a nejlépe prostudovany aktivator kanonické Wnt drahy) po dobu 30 min rovnéz zpisobuje rozpad
mRNA Ctnnbl ohnisek a akumulaci B-cateninu v jadie (viz Obrazek 4) (Chouaib et al., 2020). Tato
pozorovani vedla autory k myslence, Ze translace a degradace B-cateninu se v ohniskach odehrava
soucasné. Degradaci B-cateninu zprosttedkovava destrukéni komplex tvofeny nddorovym supresorem
APC, axinem a kindzami CK1la a GSK3 (Stamos & Weis, 2013). Axin je hlavnim proteinem, ktery slouZzi
jako leseni pro ostatni faktory komplexu, a jeho tikolem je dostat B-catenin do blizkosti kinaz (Chouaib
et al., 2020). V ohniskéch Ctnnb1 transkriptl jsou lokalizovany jak destrukéni proteiny axinl a APC,
tak i fosforylovany B-catenin, coz skutecné nasvédcuje ko-translacni degradaci (Chouaib et al., 2020).
Pokud tedy neni pfitomen WNT, nové syntetizovany B-catenin je komplexem ihned degradovan.
Formace téchto ohnisek tak zfejmé spociva v regulaci hladiny B-cateninu v buiice a pomaha pfedchazet

jeho nechténému uniku do jadra (Chouaib et al., 2020).

A CTNNB1-GFP CTNNB1 mRNA CTNNB1-GFP CTNNB1 mRNA

. Control E +FWNT3A

Obrazek 4: Rozpad ohnisek tvofenych mRNA Ctnnbl. V cytoplazmé HeLa bun¢k nalezneme mRNA Ctnnb1 ve
formé granuli, jejichz soucasti jsou i proteiny destrukéniho komplexu (jmenovité APC, axin a kindzy CKla
a GSK3). Spusténi Wnt signalni drahy inkubaci bunck s proteinem WNT3A vede k rozpadu téchto granul
a akumulaci B-cateninu v jadie. Méritko 10 pm. Pfevzato z (Chouaib et al., 2020)

2.4 Perinuklearni prostor

Ulohu lokalizace mRNA v perinuklearnim prostoru lze demonstrovat na piikladu mRNA Aspm
a Spen. Komplexni obrazova analyza odhalila, ze transkripty pro Aspm i Spen se hromadi u jademé
obalky (Chouaib et al., 2020). Soucasn¢ s tim bylo objeveno, ze se obé mRNA piednostné lokalizuji
v blizkosti jadernych port (Chouaib et al., 2020). Diikaz, zZe se nejedna o prechodny jev pii nukleamim
exportu a ze pricinou této lokalizace by mohlo byt usnadnéni transportu nové syntetizovanych proteinti
do jadra, poskytuje experiment s aktinomycinem D (latka inhibujici transkripci) a puromycinem
(Chouaib et al., 2020). Po hodinové inkubaci buné€k s aktinomycinem D Ize pozorovat lokalizaci mRNA

Aspm i Spen beze zmény, zatimco Casové identicka kultivace s puromycinem vede k disperznimu

15



rozmisténi obou transkriptl (Chouaib et al., 2020). Mimoto, vystaveni bun¢k u¢inkiim cykloheximidu

nema zadny vliv na lokalizaci ani jedné mRNA, a tak Ize v souhrnu konstatovat, Ze transport mRNA

Aspm a Spen k jaderné obalce vyzaduje aktivni translaci na polyzomech (Chouaib et al., 2020).
Lokalizace mRNA v perinuklearnim prostoru nebyla dosud podrobngéji studovana, a tak neexistuje

zadna evidence o vyskytu dalsich typt transkriptd v této subcelularni oblasti.

3 Vizualizacni metody

Spravné zvolené zobrazovaci technologie a metodické pfistupy nam pomahaji odhalit casoprostorové
uspofadani mRNA v intraceluldmim prostfedi. Ke studiu subcelularni lokalizace lze pfistupovat
zpravidla dvéma odlisnymi zpiisoby, a to pozorovanim fixovanych nebo zivych bunék. Metody zalozené
na in situ analyze poskytuji pomémé presné informace o prostorovém rozmisténi transkriptll, zatimco
pozorovani zivych bun¢k nam umoznuje 1épe porozumét Casoprostorové dynamice jednotlivych mRNA
a jejich uloze béhem riznych bunécnych procesti. Dnesni doba ssebou piinadsi stile nové
a propracovangj§i postupy, které usnadiiuji vyzkum tohoto jevu. Uelem nasledujicich kapitol je tak

piedstavit standardné aplikované i recentn¢ vyvinuté techniky vcetné jejich vyhod a nevyhod.

3.1 FISH

Jednou ze zékladnich metod, kterd umoziiuje pozorovani lokalizace mRNA je fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH). Poprvé byla tato technika pouzita k vizualizaci transkriptl Singerem a Wardem
v roce 1982 a k jejimu provedeni byla pouzita biotinem zna¢ena DNA sonda, ktera v kufecich svalovych
buiikach hybridizovala s komplementarni sekvenci aktinové mRNA (Singer & Ward, 1982). Interakce
primarni protilatky s biotinem nasledovana vazbou sekundarni protilatky konjugované s rhodaminem
umoznila detekci aktinovych transkripti pod fluorescenénim mikroskopem (Singer & Ward, 1982).
Soudoba FISH pracuje s fluorescenén¢ znacenymi sondami, které jsou inkubovany s fixovanymi
a permeabilizovanymi buiikami, kde interaguji s komplementarnimi sekvencemi vybranych transkripti.
K vizualizaci jednotlivych mRNA a jejich subcelularni lokalizace se standardné pouziva senzitivngjsi
smFISH. Vyssi citlivost je dana aplikaci setu nékolika oligonukleotidovych sond hybridizujicich
s jednou molekulou transkriptu (Raj et al., 2008). V soucasné dob¢ se casto setkavame s riznymi
variantami, napfiklad alternativa znama jako smiFISH je oproti klasické metodé¢ méné nakladna
a zaroven velmi flexibilni z hlediska barveni. SmiFISH vyuziva nepiimé znaceni, kdy zakladem jsou
primarni RNA sondy, které obsahuji komplementami usek k cilové sekvenci endogenni mRNA a
zaroven nesou na svém 5’konci univerzalni sekvenci FLAP (Tsanov et al., 2016). Sekundarni RNA
sonda oznacena fluoroforem na obou koncich se in vitro navaze na FLAP sekvenci primarni sondy a

vzniklé hybridni komplexy se poté vpravi do cilovych bunck (Tsanov et al., 2016). K vyrobé sond pro
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smFISH lIze vyuzit také enzymatickou aktivitu. Princip spociva v pfidani jednoho fluorescencné
znaceného nukleotidu na 3’konec primarni sondy pomoci terminalni deoxynukleotidyltransferazy
(TdT). Adice pouze jednoho nukleotidu je zajist€na pouzitim dideoxyribonukleotidli (pfedevsim
ddUTP), jejichz fluorescence je dosazeno konjugaci s fluorofor-NHS estery (Gaspar et al., 2017).
Vsechny vyse zminéné techniky jsou velmi pfesné, avSak jejich nevyhodou je, Ze neodrazi distribuci

mRNA v ¢ase, a tak mohou byt informace ziskané pomoci téchto technik svym zptisobem limitujici.

3.2 Zobrazeni v Zivych buiikach

Zasadni metodou, ktera polozila zéklad vizualizace nativni mRNA v zivych bunkach, bylo vyuziti
reportéri obsahujicich bakteriofagni MS2 vlasenky v kombinaci s MS2 obalovym proteinem (MPC)
fazovanym se zelenym fluorescencnim proteinem (GFP). MS2 vlasenky jsou obvykle vlozeny
v nékolika kopiich do 3“UTR reportérové mRNA a ta je spole¢né s genem pro GFP-MCP transfekovana
do bunky (Bertrand et al., 1998). Aby byl vysledek pokusu co nejvice reprezentativni, piidava se ke genu
pro GFP-MCP jaderny lokaliza¢ni signal, diky kterému jsou volné proteiny transportovany do jadra,
¢imz se snizuje mnozstvi fluorescencniho Sumu v cytozolu (Bertrand et al., 1998). V dnesni dobé¢ se
obalové proteiny také Casto fuzuji s cervenym fluorescencnim proteinem mCherry (Shaner et al., 2004)
nebo HaloTagem (Los et al., 2008). Krom¢ MS2-MPC sytému se pozd¢ji zacaly pouZzivat i jiné
komplexy jako naptiklad PP7 vlasenky rozpoznavané PP7 obalovym proteinem (PCP), ktery se
strukturné velmi podoba MCP, ale lisi se svou RNA-vazebnou doménou (Chao et al., 2008). Kombinace
téchto systémil umoznila soucasné zobrazeni dvou odlisSnych mRNA v ramci jedné bunky (Hocine et
al., 2013).

Ke znaceni mRNA mohou byt vyuzity také aptamery — oligonukleotidové fetézce RNA schopné
vazat malé molekuly a ménit jejich chemické vlastnosti. V tomto ptipade jde o fluorofory podobné GFP,
které az po navazani na cilovou strukturu emituji svételny signal, coz pomaha predchazet nechténé
fluorescenci pozadi. Pro studovanou mRNA je pfipravena jeji modifikovana verze nesouci v 3’UTR
tandem aptamerd, zatimco fluorofory museji byt do buiky vpraveny. Nékteré molekuly prechazeji do
intracelulamiho prostfedi pomoci difuze, jiné vyzaduji permeabilizaci membrany, coz miZze ovlivnit
fyziologii bunky a znehodnotit vysledek pokusu. Prvnim aptamerem vyvinutym k tomuto ucelu byl
Spinach interagujici s molekulou 3,5-difluor-4-hydroxybenzylidenimidazolinonu (DFHBI) (Paige et al.,
2011). Dalsim vyznamnym aptamerem aktivujicim DFHBI se stal Broccoli, ktery vykazuje vyssi
termostabilitu a je designovan pro prostiedi s nizkou koncentraci Mg iontii (Filonov et al., 2014).
Limitujicim prvkem této technologie je vSak pomémé rychla ztrata fluorescence. Nedavny vyzkum
fluoroforti aplikovanych na Broccoli ukazal, ze nejucinnéjsi molekulou je benzimidazol (BI) — derivat
DFHBI, ktery stabilizuje tercialni strukturu Broccoli a podporuje jeho spravné sbaleni
v savéich buiikach (Li et al., 2020). Od té doby bylo navrZzeno nékolik dalSich aptamerti a k nim

komplementérnich fluorofori emitujicich svétlo v riznych oblastech barevného spektra, napt. o-Coral
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(Bouhedda et al., 2020) nebo Mango II (Cawte et al., 2020). OvSem vzhledem k velkému mnoZzstvi
kritérii, pfedevsim pro barviva, je vyvoj novych aptamerovych systémut velmi naro¢ny.

Kombinace dvou vyse zminénych technik nedavno dala vznik fluorogennim proteiniim. Jedna se
o fluorescentni proteiny, jeZ maji na svém C-terminalnim konci pfipojenou destabilizacni doménu tDeg.
tDeg se sklada z RNA-vazebné domény proteinu TAT a degronové sekvence Arg-Arg-Arg-Gly (J. Wu
et al.,, 2019). Za normalnich okolnosti by byl takto znafeny protein ubiquitinovan a degradovan
v proteazomu. Pokud se vSak tDeg doména navaze na Pepper aptamery umisténé v 3’UTR reportérové
mRNA, degronové sekvence je skryta a nedochazi k jejimu rozpoznéni. (J. Wu et al., 2019). Fluorogenni
proteiny asociované s Pepper aptamery jsou tedy pfed ubiqitinaci chranény, zatimco nenavazané
proteiny se stavaji soucasti degradacni drahy. Timto opatfenim je zabranéno nechténému signalu
v cytozolu, ktery by mohl znesnadnit pozorovani (J. Wu et al., 2019). Vyhoda této metody spociva
predevsim v tom, ze lze vyuzit Sirokou Skalu fluorescentnich proteind.

V recentni dobé€ je snaha aplikovat perspektivni vizualiza¢ni techniku odvozenou od systému
CRISPR-Cas13 typu C2c2. Casl3 se zde dokaze vazat na jednotlivé RNA za pomoci specifickych
gRNA. Pro zobrazovaci ucely se pouziva katalyticky inaktivni forma Casl3 (dCasl3), jehoz
endonukledzova aktivita je eliminovana bodovymi mutacemi (Abudayyeh et al., 2017). dCasl3 jsou
fazovany s fluorescencnimi EGFP a spole¢n¢ s gRNA jsou importovany do bunky, kde vytvari
komplexy schopné vazby na mRNA (Yang etal., 2019). Pomoci fluorescencni mikroskopie 1ze nasledné
detekovat signal emitovany proteinem dCasl13-EGFP, ktery je skrze gRNA navazany na cilovém
transkriptu (Yang et al., 2019). Nedavné studie ukazaly, Zze dCas13b ziskana z bakterialniho druhu
Prevotella sp. je pro vizualizaci RNA v Zivych buikach idealni (Yang et al., 2019) a Ze adekvatnimi
kandidaty jsou také subtypy dHgm4Casl13b a dMisCasl3b (Yang et al., 2022). Zobrazeni pomoci
CRISPR-dCasl3 dosahuje srovnatelnych vysledkt jako systém MS2-MPC a béhem znaceni dokonce
vykazuje podstatné vy$si u€innost (Yang et al., 2019). Navic recentné vyvinuty systém CRISPRpalette,
ktery je zalozeny na konjugaci gRNA saptamery ajejich rozeznani RNA-vazebnymi proteiny,
umoziuje soucasnou vizualizaci hned nékolika riznych transkripti v ramci jedné bunky (Yang et al.,
2022). Pro jednotlivé typy pozorovanych mRNA jsou vytvofeny komplementarni gRNA, z nichz kazda
nese na svém 3’konci jiné vlasenkové struktury (napt. MS2, PP7 a Pepper), které nasledn¢ interaguji
s pfislusnymi RBP fiizovanymi s odlisSnymi fluorescen¢nimi proteiny (Yang et al., 2022).

Na trovni transkriptomu se k ur¢eni lokalizace RNA pouZziva poméme nova technika proximalniho
znaceni znama jako APEX-seq. Tato metoda vyuziva peroxidazy APEX2, ktera za ptitomnosti peroxidu
vodiku katalyzuje pieménu biotin-fenolu (BF) na biotin-fenoxylové radikaly (Lam et al., 2015). Podle
potieb pokusu jsou pak vytvofeny buiiky stabilné exprimujici APEX2 na povrchu membran ¢i v lumen
raznych subcelulamich kompartmentt. Po inkubaci bun¢k s H.O2 a BF, dochazi k reakci peroxidaz
s molekulami biotin-fenolu, ptfi¢emz vzniklé¢ radikaly kovalentné interaguji jen s mRNA, které se
nachazeji v blizkosti n¢kolika malo nanometrti (Fazal et al., 2019). Pfidanim fluorescen¢né znaceného

neutravidinu (vaze se na BF) lze biotinylované transkripty oznacit a nésledné detekovat (Fazal et al.,
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2019). mRNA jsou posléze izolovany pomoci streptavidinu, purifikovany a na zavér identifikovany
vysokoprichodnou sekvenaci (Fazal et al., 2019). Zasadni vyhodou této metody je prostorové rozliseni
s presnosti na nanometry a pouziti permeabilnich molekul biotin-fenolu k zachovani bunécné integrity.

V dnesni technologicky vyspélé dobé je také mozné piedpovidat lokalizaci mRNA in silico. Védecky
vyzkum piinasi stale nové a inovované systémy, které jsou na zakladé analyzy dat a strojového uceni
schopné predikovat subcelulami vyskyt jednotlivych transkriptl. K takovym prediktorim patii
napiiklad MSLP (Musleh et al., 2023) nebo DeepmRNALoc (S. Wang et al., 2023). VétSina
experimentalnich metod je zdlouhava nebo finan¢né€ ndrocna, a prediktory tak nabizi alternativni zptisob

studia lokalizace.

3.3 Detekce lokalizované translace

TRICK se stal jednou z prvnich technik, kterda umoznila pozorovani ¢asoprostorové dynamiky
translace. Jde o metodu, kdy reportérové transkripty obsahujici PP7 vlasenky na konci kodujici sekvence
a MS2 vlasenky v 3’UTR jsou vloZeny do bun¢k stabiln¢ exprimujicich fluorescencné znacené PCP
aMCP (viz kapitola 3.2) (Halstead et al., 2015). Barevné odliSené obalové proteiny interaguji
s pfislusnymi vldsenkami na mRNA a v zavislosti na jejich kombinaci dochazi k emisi svételného
signalu o odpovidajici vinové délce. Béhem prvni translace jsou PCP odstranény z transkriptu
ribozomem, a translatované mRNA tak fluoreskuji pouze v barvé MCP proteinu (Halstead et al., 2015).
Timto zptisobem Ize tedy pozorovat ¢asoprostorovy prubéh prvni translace.

K zobrazeni lokalizace jednotlivych molekul proteinti v zivych bunkach byl vyvinut SunTag systém
(Tanenbaum et al., 2014). Jedna se o kratké peptidové sekvence fungujici jako epitopy, na které se
s vysokou specifitou a afinitou vazi protilatky, v tomto ptipad¢ jednofetézcové variabilni fragmenty
(scFv) fazované s fluorescentnim proteinem, napt. sfGFP (Tanenbaum et al., 2014). K dosazeni
optimalni intenzity fluorescence se SunTag obvykle pouziva ve 24 kopiich (Tanenbaum et al., 2014).
Kratce po zavedeni SunTagu byla vyvinuta dalSi metoda, kterd umoznila pozorovani lokalizované
translace a translacni dynamiky daného transkriptu v ramci jedné buiky. Princip spociva v transfekei
bun¢k reportérovou mRNA, kterd na zacatku otevien¢ho Cteciho ramce nese 24 kopii SunTagu a jejiz
3’UTR oblast soucasné obsahuje sérii PP7 vlasenek. Do buné¢k jsou zaroven vpraveny reportéry kodujici
scFv a PCP fuzované s odlisnymi fluorescencnimi proteiny (viz Obrazek 5) (Yan et al., 2016).
V cytozolu interaguji s PP7 vlasenkami reportérovych mRNA PP7 obalové proteiny, diky nimz je
mozné sledovat lokalizaci transkripti v bunice. Avsak ve chvili, kdy se nasyntetizuji N-terminalni konce
proteini a na SunTag epitopy se navazi scFv, lze simultanné pozorovat jak subcelularni distribuci

mRNA, tak i dynamiku a efektivitu translace studovaného transkriptu (Yan et al., 2016).
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§'UTR SunTag,,, Gene of interest FUTR

PP gy

Ribosome

Obrazek 5: Vizualizace lokalizované translace. Horni ¢ast obrazku znazoriiuje reportérovou mRNA, kterd byla
modifikovana pfidanim 24 kopii epitopu SunTag do 5’neprekladané oblasti (5’UTR) a vlozenim série 24 kopii
RNA vlasenky PP7 do 3’nepiekladané oblasti (3’UTR). Spolecné s timto geneticky upravenym transkriptem byl
do bunky transfekovan reportér exprimujici jednofetézcové variabilni fragmenty (scFv) fuzované se zelenym
fluorescen¢nim proteinem (GFP) a PP7 obalové proteiny fuzované s 3 molekulami ¢erveného fluorescencniho
proteinu mCherry. Na spodnim obrazku pak lze pozorovat ribozom translatujici reportérovou mRNA, na jejichz
PP7 vlasenkach jsou navazané PP7 obalové proteiny. Na nové syntetizované SunTag epitopy nascentniho proteinu
se zaroven vazi jednotlivé scFv-GFP, coz umoznuje simultanni vizualizaci mRNA i kédovaného proteinu.
Ptevzato z (Yan et al., 2016).
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Zavér

Ve své bakalarské praci jsem se pokusila prehledné shmout aktualni informace o transportu
a lokalizované translaci v sav€ich bunkach, kde jsem se zaméfila zejména na nemembranové organely
a specifické cytozolické oblasti. Tyto kompartmenty vSak nejsou obvyklym predmétem vyzkumi
a literami zdroje jsou tak relativné omezené. Z tohoto diivodu jsem se rozhodla v n¢kterych pasazich
zminit informace ze studii provedenych na organismech z jinych taxonomickych skupin, které jsou
z mého pohledu vyznamné a mohly by vést k odhaleni ¢i porozuméni analogickych procesti u savci.

Nahodné pozorovani az vyvinuti vysokoprichodnych technologii vedlo v pribéhu let k objevu
lokaliza¢nich vzorclh mnoha transkriptii. Dnes se pro zobrazeni jednotlivych molekul transkriptt bézné
pouziva metoda smFISH, kterd umoziuje velmi piesnou detekci subcelulami lokalizace ve fixovanych
bunkach (Raj et al., 2008). Naopak pozorovani v zivych buikach nabizi pohled na dynamiku transkriptQ
realném case. V tomto ohledu maji dle mého nézoru velky potencial vizualizacni techniky zalozené na
detekci endogennich mRNA pomoci katalyticky umlcenych Cas13 proteind, nebot’ nevyzaduji pouziti
reportérovych variant studovanych mRNA (Yang et al., 2019). V souhmu dnes diky vSem témto
technologiim a postuplim vime, jak funguji n€které transportni mechanismy a jaké faktory se jich
ucastni.

Jedna znejznaméjsich lokalizaci probiha prostfednictvim SRP-drdhy, kterda je hlavnim
mechanismem ko-transla¢niho transportu proteinti do ER. Zasadnim poznatkem vsak je, Ze asociace
mRNA s membranou ER nemusi probihat pouze touto klasickou cestou. Pfikladem nevsedniho zptisobu
je mRNA Dial, ktera se dostava do cilové destinace skrze vazbuna GTPazu RhoA (G. Liao et al., 2011).
Studie zamétené na lokalizaci a transport mRNA v nemembranovych organelach rovnéz vedly
k zajimavym poznatkiim. V cytozolu najdeme kromé P-bodies a SG také granula tvofend téméf
vyhradné¢ jednim druhem mRNA. Recentni vyzkum ukazal, Ze tyto struktury oznacované jako ohniska
jsou pravdépodobné translacnimi tovamami, které podporuji lokalni produkci specifickych proteint
(Chouaib et al., 2020). Nicméné ne vzdy tomu tak musi byt, coz dokazuji granula obsahujici
mRNA Ctnnb1. Podrobna analyza ukazala, ze soucasti téchto agregatd jsou i proteinové komponenty
destrukéniho komplexu, které ko-translacné degraduji nové syntetizovany B-catenin (Chouaib et al.,
2020). Funkce té€chto ohnisek je tak ziejmé regulacniho charakteru a spociva v udrzeni nizké hladiny
B-cateninu v cytozolu. Nejen tento ptipad tedy dokazuje, ze lokalizaci mRNA lze povazovat za
mezistupen genové exprese s regulacni funkci. Lokalizace je rovné€z jednou zmoznosti, jak
determinovat interak¢ni partnery kodovaného proteinu. Tento scénéi 1ze pozorovat u mRNA Net, kdy
translace v perinuklearnim prostotu favorizuje vazbu importinu 1, zatimco exprese na periferii
podporuje asociaci s proteinem CASK (Gasparski et al., 2023). Lokalizace mRNA ma rovnéz vliv na
celkovy prubeh fady bunéénych procesi, ke kterym patii i migrace v extracelulamim prostoru. Takovy
piipad lze demonstrovat na bunkach karcinomu prsu, kde delokalizace mRNA Rabl3 zplsobuje

narusenou schopnost migrace (Moissoglu et al., 2020).
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Je tak jisté pochopitelné, ze dalsi studium lokalizace mRNA a definovani obecnych principti bude
pfinosem nejen v klasické molekulami a bunécné biologii, ale ziskané poznatky budou pouzitelné
i v medicinalni biologii, kde by mohly pfispét k zavedeni novych 1é¢ebnych postupti zejména pak

u nadorovych onemocnéni.
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