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Abstrakt

Translace je jeden ze zdkladnich biologickych procest. Predpoklada se, Ze lokalizace
mRNA a jeji translace v uréity ¢as a na konkrétnich mistech hraje roli pfi mnoha bunécénych pro-
cesech. Sav¢i oocyt se po dosazeni své plné velikosti stava transkripcné inaktivnim a vyuziva
pouze RNA nasyntetizované a uloZené v ranych fazich vyvoje. Regulace syntézy proteinli na
urovni translace je tedy klicova pro spravné dokoncéeni meiotického zrani oocytl a pfi €asném
vyvoji embryi.

Pro monitorovani bunécné fyziologie je nutné umét vizualizovat a sledovat konkrétni
molekuly a procesy na urovni jednotlivych bunék. To je umoznéno vyvojem svételné mikrosko-
pie a fluorescenénich sond, které se specificky vazi na urcité organely, bunécné struktury, pro-
teiny nebo jiné molekuly. V této prdci popisuji vybrané metody vizualizace RNA, globalni trans-
lace i translace specifickych transkriptd a hotovych proteini. Metody, kterymi se tato prace
zabyva jsou RNA FISH, vizualizace translace pomoci analogl methioninu, FUNCAT, SUnSET,

FIAsH, ReAsH, TRICK, SINAPS, FUNCAT-PLA, PURO-PLA.

Klicova slova: Translace, RNA, Protein, Vizualizace, Oocyt



Abstract

Translation is one of the fundamental biological processes. It is assumed that the locali-
zation of mRNA and its translation in a certain time and at specific locations plays a role in
many cellular processes. The mammalian oocyte becomes transcriptionally inactive when it
reaches its full size and utilizes only RNA that has been synthesized and stored in the early
stages of development. Thus the regulation of protein synthesis at the translational level is cri-
tical for the correct completion of meiotic maturation of oocytes and early development of
embryos.

To monitor cellular physiology, it is necessary to be able to visualize and monitor specif-
ic molecules and processes at single cell level. This is enabled by the development of light mi-
croscopy and fluorescence probes that specifically bind to certain organelles, cellular struc-
tures, proteins or other molecules. In this thesis | describe selected methods of visualization of
RNA, global translation as well as translation of specific transcripts, and proteins. The methods
that this thesis describes are RNA FISH, visualization of translation using methionin analogs,

FUNCAT, SUNSET, FIAsH, ReAsH, TRICK, SINAPS, FUNCAT-PLA, PURO-PLA.
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1 Uvod

Proteosyntéza je proces slozeny z dvou za sebou jdoucich &3asti. V prvni ¢asti dochazi k
prepisu (transkripci) genetické informace zapsané v DNA do mRNA. V té druhé pak dochazi k
prekladu (translaci) kédu z fetézce mRNA a tvorbé proteind. Narozdil od tohoto procesu v pro-
karyotické burice, ve které translace pfimo navazuje na transkripci, je v eukaryotické burce
translace probihajici v cytoplasmé odélena od transkripce, ktera probiha v jadre. V eukary-
otickych bunkach muze tedy dochdazet k post-transkripéni regulaci genové exprese na urovni
translace, coz umoznuje burice rychle reagovat na zménu prostredi nebo jiné podnéty bez nut-
nosti tvorit novou mRNA. Regulace translace se uplatiiuje hlavné pfi kontrole diferenciace,
bunécného rlstu a vyvoje.

V obdobi rlistu se savéi oocyty vyznacuji mnohondsobnym zvétsenim svého objemu, pfi
kterém dochazi k intenzivni transkripci, translaci a ukladani nasyntetizovanych proteini, mRNA
a dalSich makromolekul. Po prechodu z ristové faze do faze meiotického zrani se jadro oocytu
stdva transkripcné inaktivnim a spravné dokonceni meiozy a ¢asny embryonalni vyvoj maji na
starost jiz nasyntetizované materské RNA.

Rozdilna lokalizace rdznych mRNA je zapotiebi pro specifikaci bunéénych linii v ¢asném
stadiu embrya nebo k vytvoreni morfogennich gradientl v oocytu napt. u Xenopus laevis. Aby
bylo mozné urcit mista lokalizace mRNA a probihajici translace, byly vyvinuty vizualizaéni meto-
dy, které umozZniuji vice pochopit ¢asovou a mistni organizaci bunky a celkové jeji fyziologii.
Soucasné metody vizualizace umoznuji fluorescencné oznacit a pozorovat i vice riznych mole-
kul soucasné, coz pomaha k dokresleni povédomi o dynamice exprese mRNA a lokalizace trans-

lace v burice.



2 Translace v eukaryotické bunce

Procesem zvanym translace chapeme preklad genetické informace zahrnuté v sekvenci
nukleotidl tzv. messenger RNA (mRNA) do sekvence jednotlivych aminokyselin proteinu
(Chekulaeva a Landthaler, 2016). Translace v eukaryotické burice se od prokaryotické odlisuje v
mnoha ohledech, napf. se odehrava na 80S ribosomech, eukaryotni mRNA je monocistronni,
cely proces translace je pomalejsi a translace je prostorové oddélena od transkripce pomoci
jaderné membrany (Kozak, 1999).

Na rozdil od prepisu DNA do mRNA maji mezi sebou postranni retézce aminokyselin a
purinové nebo pyrimidinové baze velice malou, pfipadné zddnou afinitu. Nez jsou ami-
nokyseliny inkorporovany do proteinu, jsou neseny na transferové RNA (tRNA), ktera je
schopna pfifadit jednu z 21 proteinogennich aminokyselin do rostouciho polypeptidového
fetézce podle poradi triplet(i bazi na mRNA zvanych kodony (Jackson et al., 2010).

Cely tento proces se déje na ribosomu. Ribosom koordinuje spravné rozpoznani kodonu
kazdou tRNA a katalyzuje peptidovou vazbu mezi rostoucim polypeptidovym fetézcem a ami-
nokyselinou pfipojenou na dané tRNA (Wilson a Cate, 2012).

Jednovlaknova nukleova kyselina mRNA vznika béhem transkripce DNA a nasledné slouzi
jako vzor pfi syntéze proteintl. Useky na mRNA kddujici proteiny, jsou slozeny z kontinudini,
neprekryvajici se rady kodont, tzv. otevieného Cteciho rdmce (Open-Reading Frame; ORF).
Zacatek a konec ORF se liSi od zadatku a konce mRNA, ORF je totiz jen vysek z celkové délky
mRNA. Prvni a posledni kodon ORF jsou zndmé jako "start” a “stop” kodon (Venters a Pugh,
2009).

Transkripci vznika nejprve tzv. primarni transkript (pre-mRNA; precursor mRNA), ktery
musi byt pfed jeho translaci upraven. Jednou z Uprav je pFidani 5’ Cepicky (m’Gppp), kterd
chrani mRNA pred degradaci enzymy a je klicova pro iniciaci translace. Druhou posttransktipéni
Upravou je pfidani 100 - 250 adeninovych nukleotidl (tzv. poly(A) konce) na 3’ konec mRNA.
Poly(A) konec je dulezity zejména pro stabilizaci pre-mRNA, mRNA a jeji translaci. Z pre-mRNA
se dale museji vystfihnout nekddujici Useky (introny) a kdédujici Useky (exony) jsou slepeny
dohromady (De Conti et al., 2013).

Molekuly tRNA slouzi jako adaptory mezi kodony a aminokyselinami, které urcuji. Je

mnoho typl tRNA molekul, ale kazdd vaze konkrétni aminokyselinu a kazda rozpoznava jeden



nebo vice kompatibilnich kodond. Vazba aminokyselin na tRNA je zprostfedkovana enzymy
aminoacyl tRNA syntetdzami (Hopper et al., 2010).

Ribosomy (80S) jsou komplexni struktury, které se pohybuji po mRNA a katalyzuji skla-
dani aminokyselin do polypeptidového fetézce. Jsou sloZzeny z RNA nazyvané ribosomalni RNA
(rRNA) a ribosomalnich proteinl. Ribosom se déli na velkou a malou podjednotku. Velka
podjednotka (60S) obsahuje “peptidyl transferasové centrum”, které formuje peptidovou vaz-
bu. Mald podjednotka (40S) obsahuje “dekddovaci centrum”, ve kterém tRNA mohou desifrovat
kodony mRNA (Frank, 2003; Wilson a Cate, 2012).

Proces translace v eukaryotické burice mizZeme rozdélit na tfi na sebe navazujici ¢3sti:
iniciace, elongace, terminace.

Iniciace translace zac¢ina navadzanim iniciacni tRNA, vazajici molekulu methioninu (Met-
tRNA;), na malou podjednotku ribosomu. Tento proces zprostiedkovavaji dva GTP-vazajici pro-
teiny: eukaryoticky iniciaéni faktor 2 a 5B (elF2 a elF5B). elF5B-GTP napomaha rekrutaci kom-
plexu elF2-GTP a  Met-tRNAi na malou podjednotku ribosomu. Spolecné
pak tyto dva proteiny umisti Met-tRNA; na budouci P misto malé podjednotky, coz vede k
vytvoreni 43S pre-iniciacniho komplexu (Obr. 1). 43S pre-inicia¢ni komplex rozpoznava nejprve
5’ Cepi¢kovou strukturu mRNA. To je zprostfedkovdno komplexem elF4F, slozenym ze tfi
podjednotek (Obr. 1). Jedna z nich se vdie pfimo na 5 cepickovou strukturu, zbylé dvé
nespecificky na pfidruzenou mRNA. V tu chvili je mRNA aktivovdna. Tento komplex je nasledné
doplnén o elF4B, ktery aktivuje RNA helikdzu v jedné z podjednotek elF4F. RNA helikaza
rozvolni vSechny sekundarni struktury, jelikoz 5" konec mRNA nesmi pro spravné navazani na
malou podjednotku ribosomu Zadné obsahovat. Po nasledném navazani 5" koncem RNA na 40S
podjednotku se zacne cely komplex pohybovat po mRNA ve sméru 5 - 3’, dokud nenarazi na
start kodon (v naprosté vétsiné AUG), ktery je rozpoznan spravnym spdrovanim s antikodonem
iniciacni tRNA. Nasledné se uvolni elF2, navazané na iniciacni tRNA a elF3, branici prisednuti
velké podjednotky ribosomu a to vede k vytvoreni iniciacniho komplexu 48S. 60S podjednotka
se navaze na tento komplex a Met-tRNA; je umistén na P misto budouciho 80S iniciacniho kom-
plexu. Dochazi k hydrolyze vazby elF5B-GTP a uvolnéni elF5B. Tim dojde k vytvoreni iniciacniho

komplexu 80S a ribosom je pripraven vytvofit prvni peptidickou vazbu (Jackson et al., 2010).



435

Skenovani 5" UTR

Obr. 1 Vytvoreni iniciacniho komplexu 48S. A) elFAE (4E) podjednotka komplexu elF4F se navaze na 5’ Cepicku
mMRNA a ta je vazbou elF4G (4G) podjednotky s Poly(A) vazajicim proteinem (PABP; Poly(A)-binding protein) cir-
kularizovana. B) Inicia¢ni komplex 43S vznika po spojeni elF1 (1), elF1A (1A) a elF3 navazanych na 40S ribosomalni
podjednotce s elF2-GTP a elF5. C) 43S iniciaéni komplex zacne skenovat cirkularizovanou mRNA ve sméru 5’ -> 3’
nez rozpozna iniciacni kodon (Chu et al., 2016; upraveno)

Elongacni fazi tvofri 3 ¢asti: 1) Spravné prirazeni aminoacyl-tRNA vici kodonu na A misté
ribosomu (Obr. 2) 2) Je vytvorena peptidickd vazba mezi aminoacyl-tRNA na A misté a pepti-
dovym fetézcem; 3) Vysledna peptidyl-tRNA a jeji pfidruzeny kodon jsou posunuty o jeden tri-
plet bazi dal, na P misto, ¢imZ se A misto uvolni pro dal$i aminoacyl-tRNA (Chu et al., 2016)..

Terminace translace nastava vstupem jednoho ze tfi stop kodond na A misto. Ty jsou

rostouci polypeptidovy fetézec

|

noveé navazana

uvolnéna
tRNA

E misto P misto A misto

Obr. 2 Schéma eukaryotického ribosomu. Nové navazanda tRNA se vaze na A misto,

zatimco se z E mista uvolriuje jiZz "pouZita" tRNA (Alberts et al., 2008; upraveno)



rozpoznany “uvolfiovacimi faktory” (RFs; release factors). Uvolfiovaci faktor I. tfidy (eRF1)
rozpoznava stop kodon a spousti hydrolyzu peptidového retézce z tRNA na P misté. Nasledné
musi byt eRF1 z ribosomu odstranén pomoci uvolfiovaci faktoru Il. tfidy (eRF3). Po uvolnéni
polypeptidového fetézce a uvolfiovacich faktord musi byt z ribosomu odstranéna jeSte tRNA a
MRNA a samotny ribosom se musi rozdélit na velkou a malou podjednotku. Dohromady

nazyvame tyto udalosti “recyklace ribozom(” (Dever a Green, 2012).

3 Genova exprese v savCim oocytu

Samici pohlavni bunky, oocyty, jsou tvoreny v prenatalnim vyvoji jedince, kdy se pri-
mordialni zarode¢né bunky diferencuji v oogonie a nasledné v oocyty, které vstupuji do meidzy
(Wassarman a Albertini, 1994). Nicméné meidza je v oocytech pozastavena v profazi |, a to az
do puberty. Pfed tim, neZ je meiéza obnovena, oocyty rostou. V obdobi rlistu jsou oocyty trans-
kripcné aktivni a akumuluji makromolekuly jako jsou RNA a proteiny, coz je nezbytné pro nabyti
meiotické a vyvojové kompetence, tj. schopnosti dokoncit meidzu a preimplantacni vyvoj (De La
Fuente et al., 2004; Eppig & Schroeder, 1989). Jakmile oocyty dosahnou své pIné velikosti, tran-
skripéni aktivita se zastavi, a tak zlstavd celou dobu meiotického zrani, pfi oplozeni a aktivaci
oocytu, az do chvile ¢asné embryogeneze (Obr. 3) (Clarke, 2012). Stadium opétovné aktivace
transkripce se u rdznych zivocichl lisSi. U mysi je to faze 2bunééného embrya, u Clovéka
4bunécného a u skotu 8-16bunécného (Clarke, 2012; Susor a Kubelka, 2017). Vzhledem k ab-
senci transkripce zavisi dokonceni meidzy a ¢asny embryonalni vyvoj vyhradné na mateiské

RNA nasyntetizované a uloZené v obdobi rlistu (Curtis et al., 1995; Susor a Kubelka, 2017).
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Obr. 3 Transkripcni aktivita v pribéhu zrani mysich oocytd, jejich oplozeni a rané embryogeneze. (Clarke, 2012;
upraveno)

3.1 Translace v sav¢im oocytu

Z vySe uvedeného je ziejmé, Zze kromé mRNA, které jsou translatovany kratce po své
syntéze, obsahuje transkriptom oocytu také stabilni maternalni mRNA, které jsou skladovany a
translatovany teprve ve sprdvném stadiu pozdni oogeneze nebo ¢asné embryogeneze. Podle
Piqué et al. (2008) dosahuje tato ¢dst ve stabilni formé skladovanych a translaéné neaktivnich
molekul mRNA azZ 30 %. Kromé toho v raném embryonalnim vyvoji musi byt materndlni mRNA
degradovana, aby mohla kontrolu nad dalSim vyvojem prevzit nové nasyntetizovana embry-

onalni mRNA (Clarke, 2012).

3.1.1 Regulace translace v sav¢im oocytu

Regulace lokalizace mRNA uvnitf oocytu a jeji translace je klicovy mechanismus kontroly
genové exprese (Susor et al., 2016). Nékteré mechanismy regulace se objevuji i v elongacni fazi
translace, avsak klicovou roli celého procesu hraje jeji iniciace. Ta je ovlivnéna “cis-acting” ele-
menty nachdzejicimi se prevainé na 5’ a 3’ neprekladanych oblastech (5’ UTR a 3’ UTR; untrans-
lated regions) materndlni mRNA a “trans-acting” faktory na né navdzanymi (Hershey et al.,

1996).



Jeden z nejznaméjSich mechanism( represe translace funguje pomoci cytoplas-
matického polyadenylaéniho elementu (CPE). Tato na uracil bohatd sekvence nukleotidd
(UUUUA(A)U) se naléza na 3’ UTR (Fox et al., 1989; Huarte et al., 1992). Popisovany mechanis-
mus regulace translace (nejen) v savéim oocytu je nazyvan cytoplasmaticka polyadenylace. Ta
otickém cyklu (Stebbins-Boaz et al., 1996). Cytoplazmatickou polyadenylaci nékterych mater-
nalnich mRNA reguluji proteiny vazajici se na CPE (CPEBs, CPE binding proteins). Pfi vyvoji oo-

cytl hraje duleZitou roli fosforylace a degradace proteinu CPEB1 (Karabinova et al., 2011).

Hlavnim dcastnikem mechanismu regulace iniciace translace pres 5° UTR je komplex
vazajici Cepickovou strukturu, ktery je nezbytné dulezZity pro iniciaci cap-dependentni (na
Cepi€ce zavislé) translace. Zasadni roli pfi této iniciaci hraje eukaryoticky iniciacni faktor 4E
(elFAE), ktery je nepostradatelnou soucdsti eukaryotického iniciaéniho komplexu 4F (elF4F) a
ktery specificky rozeznava epic¢ku (m’GpppN) na mRNA (Pyronnet, 2000). Komplex elF4F kro-
mé elF4E obsahuje dalSi dvé podjednotky: elF4A — helikdza, kterd rozvoliuje sekundarni
struktury mRNA; a elF4G1 — propojujici protein zodpovédny za celistvost elF4F komplexu
(Mader et al., 1995; Sonenberg a Gingras, 1998; Susor a Kubelka, 2017). Aktivita elF4E je regu-
lovana na nékolika uUrovnich: transkripci, fosforylaci a translaénimi represory (Sonenberg a
Gingras, 1998). Dostupnost elF4E pfi iniciaci translace (jeho navazani na elF4G a naslednd
tvorba komplexu elF4F) je ovlivnéna predevsim vazbou k transla¢nim represoriim 4E-BPs (elF4E
vazajici proteiny) (Pyronnet, 2000; Scheper et al., 2001). Pokud je protein 4E-BP1 (nejvice stu-
dovany protein z této rodiny) hypofosforylovany, blokuje na elFAE vazebné misto pro elF4G, tim
utvareni funkéniho elF4F komplexu a translace je potlaéena. V opacném pfipadé se hyper-
fosforylovany 4E-BP1 uvolni z elF4E a ten je volny pro tvorbu iniciatniho komplexu elF4F

(Mader et al., 1995).



4 Vizualizace bunék

Svételnd mikroskopie je v dnesni dobé klicovou metodou bunécné biologie. Pomoci
svételné mikroskopie miZeme pozorovat nejen buriky, ale diky pestré Skale fluorescencnich
sond mUzZeme znacit a nasledné vizualizovat napt. organely, nukleové kyseliny nebo proteiny
(Thorn, 2016). Nejjednodussi a nejrozsifené;jsi mikroskopickou metodou je metoda svételného
pole (brightfield microscopy), pti které jsou svételny zdroj a objektiv na opacné strané pozo-
rovaného vzorku, ktery je zobrazen absorbci, rozptylem nebo odrazem prochazejiciho svétla.
VétsSina bunék je prihlednd a tenka, tudiz neabsorbuji mnoho svétla a pro jejich pozorovani je
nutné pouzit napf. fazovy kontrast, coz zplsobuje, Ze buriky vypadaji tmavé na svétlém pozadi
(Murphy a Davidson, 2012).

PFi zkoumani bunécné fyziologie hraje hlavni roli fluorescenéni mikroskopie. Ta vyuziva
fluorescenéni barviva - fluorofory, coz jsou molekuly absorbujici svételnou energii (fotony) o
urcité vinové délce a vyzaruji svételnou energii o vétsi vinové délce (Obr. 4) (Sanderson et al.,
2014). Zajmové molekuly mizeme oznacit geneticky kddovanym fluorescenénim proteinem ne-
bo navazanim fluorescencéné znacené sondy a pozorovat zaroven vice molekul oznacenych
riznymi fluorofory. Jednou z hlavnich metod zavedeni fluorescencni znacky je imunofluores-
cencni barveni, pfi kterém je zavedena fluorescenéné oznacend protilatka proti konkrétnimu
proteinu. Bézné se vyuziva primarni protilatka, kterd rozpozna zdjmovy protein a fluorescen¢né
oznacena sekundarni protilatka, ktera se vaze na protildtku primarni (Thorn, 2016). Barviva
typicky vyuzivand pfi immunofluorescenci jsou napf. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole),
které znaci DNA; zelena barviva Alexa 488 nebo fluorscein; ¢ervena barviva Cy3, rhodamine ne-
bo Alexa 568. Jednou z nejvyznaméjsich fluorescencnich znacek je zeleny fluorescencni protein
(GFP; green fluorescent protein), ktery byl izolovan z meduzy Aequorea victoria (Shimomura et
al., 1962). GFP je relativné snadno integrovatelny do genomu pozorovaného organismu, cozZ z
néj déla Siroce vyuzivanou fluorescencni znacku. Bylo vyrobeno nékolik mutaci GFP jako modra
Y66H, tyrkysova Y66W nebo Zlutd T203Y (Lippincott-Schwartz a Patterson, 2003). Dalsi fluores-
cencni proteiny jsou napf. mCherry, mRuby2 nebo TagRFP-T (Day a Davidson, 2009).

Dalsim dllezitym ndstrojem pozorovani vnitrobunécénych, ale i povrchovych struktur je
elektronova mikroskopie. Prvnim ze dvou zdkladnich typl je transmisni elektronova mikros-

kopie (TEM). Ta se vyuzivad k vizualizaci usmrcenych bunék, které se nejprve zafixuji, dehy-



dratuji, bleskové zmrazi a zanesou do plastu, ktery usnadniuje nafezani bunék. Nasledné se
imunologicky nebo pomoci uranylacetatu obarvi a poté narezou na velmi tenké rezy. Skrze
vzorek se pusti paprsek elektron(, ktery je vzorkem absorbovan a rozptylen, ¢imz vznikne kon-
trast a obraz. Diky velmi nizkym vinovym délkam dosahuje TEM rozliseni az v fadu desetin na-
nometru (Winey et al., 2014). Druhym typem je skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM),
ktera se vyuziva prevainé k vizualizaci povrchu. Pfi této metodé mikroskopie je povrch vzorku
skenovan presné zamérenym paprskem elektront a soucasné jsou detekovany zpétné odrazené
elektrony nebo sekundarni elektrony, coZ jsou elektrony vyzarené po dopadu primarnich e-
lektrond na povrch vzorku. Signal sekundarnich elektron( silné zavisi na orientaci povrchu, coz
vytvari obraz topografie povrchu (Denk a Horstmann, 2004).

Ackoliv jsou v této kapitole popsany rizné mikroskopické metody, dale se tato prace

zabyva metodami zaloZzenymi vyhradné na fluorescenénim znaceni a praci s fluorescenénim

mikroskopem.

DAPI

420 nm

500 nm

rhodamine B
540 nm

Alexa 568

RFP 580 nm

620 nm

660 nm

Exeitaéni

vinova délka Emisni

vinova délka

Obr. 4 Fluorescencni sondy. Foton vyzarovany fluorescenéni molekulou ma vzdy nizsi energii
(vétsi vinovou délku), nez foton molekulou absorbovany (Alberts et al., 2008; upraveno).



5 Vizualizace RNA v oocytu

Lokalizace mRNA a jeji lokalni translace jsou dulezité funkce mnoha biologickych pro-
cesll jako jsou asymetrické déleni bunky, embryonalni vyvoj nebo vytvoreni gradientu mor-
fogen(l v oocytu Xenopus laevis (Medioni et al., 2012; Rodriguez et al., 2006).

Vizualizace jednotlivych molekul RNA pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH;
Fluorescent in situ hybridization) umoznuje ziskat informace o lokalizaci a hojnosti mRNA v jed-
notlivych bunikach (Querido et al., 2017). Tato metoda zahrnuje Ctyfi kroky: 1) pfiprava a syn-
téza oligonukleotidovych sond k pfiléhajicim sekvencim na mRNA; 2) pfipojeni fluorochrom(i na
specifickd mista kazdé oligonukleotidové sondy; 3) pofizeni digitdlnich obrazkd napfi¢ pozo-
rovanou burkou; 4) zpracovani téchto obrazk( (Femino et al., 1998). Snimky vytvofené pomoci
FISH metody jsou sloZeny ze svételnych bod( o rizné intenzité vyplyvajici pravé z hybridizace
sond a fluorescenéniho Sumu pozadi, ktery se musi pfi ndsledné analyze odstranit (Femino et
al., 1998). K nastaveni prahu intenzity, ktery z obrazu a ndsledné analyzy vyradi signaly auto-
fluorescence ¢i Sumu pozadi, se pouzivaji matematické digitdlni metody jako je nezavisla
analyza komponentl (Hyvéarinen a Oja, 1997; Levsky a Singer, 2003).

Aby se dosahlo dostatecné intenzity fluorescence, je pfi tvorbé FISH sond detekujicich
neopakujici se sekvence na mRNA typické kombinovat 4-7 sond specifickych pro rlzné oblasti
na mRNA (Femino et al., 1998; Querido et al., 2017). Sondy sloZzené z oligonukleotid(i dlouhych
50 nukleotidd obsahuji 4-5 amino-upravenych C6 zbytk( thymidinu (Femino et al., 1998). Tyto
sondy pro RNA FISH jsou oznacdeny fluoresceinem, digoxigeninem nebo barvivy Cy3 a Cy5. Zvo-
leni vhodného barviva zalezi hlavné na typu experimentu a mikroskopu, kterym se bude obraz
zpracovavat, a také na spravné kombinaci vice RNA sond nebo kombinaci FISH a immunofluo-
rescencni metody (Femino et al., 1998). Klasickd oligonukleotidovd sonda sestavajici z 5
sond, kazda oznacena 5 fluorescenénimi molekulami, oznaci RNA 25 fluorofory (Querido et al.,
2017). Technika zvysujici pocet fluorofort na RNA vyuziva 24-48 kratkych oligonukleotid( navr-
Zzenych tak, aby specificky hybridizovaly po celé délce RNA molekuly s podobnou afinitou (Raj et
al., 2008). Vyuziti vétsiho poctu sond zvySuje pravdépodobnost detekovani viech molekul RNA
(Querido et al., 2017).

Raj et al. (2008) dokazali soucasné detekovat 3 rizné mRNA v jedné burce. Navrhli son-
dy specifické pro mRNA kédujici geny FKBP5, PTGS2 a FAM105A v lidskych nadorovych burkach

A549 a nasledné tyto sondy sparovali se spektralné odliSnymi fluorofory Cy5, Alexa 594 a TMR.
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Po provedeni FISH se vsemi tfemi sondami najednou, byla ve tfech odlisSnych fluorescencnich
kandlech viditelna jednotlivd neprekryvajici se mista, kazdé odpovidajici jedné z mRNA (Raj et
al., 2008). V dnesni dobé je na trhu Siroké spektrum FISH systém(. Nékteré kladou diraz na
specifitu sond a jiné se vice zaméruji na amplifikaci signalu (Querido et al., 2017).

Sada Stellaris FISH sond se skldda z vicero samostatné oznacenych 30-48 oligonukleo-
tid(. Velky pocet sond sniZuje pravdépodobnost falesné pozitivnich vysledkd, jelikoz signal je
detekovatelny pouze pokud jsou na mRNA navazany desitky sond. Stellaris FISH sondy mohou
byt oznaceny rlznymi barvivy, ¢imZ umoZnuji detekci rznych mRNA soucasné. Pocet de-
tekovatelnych mRNA je limitovan pouze vyuzivanou sadou mikroskopickych filtrd a schopnosti
opticky rozeznat rozdilné signaly (Orjalo et al., 2011).

RNAscope metodou lze detekovat az 4 cilové geny pfi pouziti chromogennich znacdek v
klasickém svételném mikroskopu a pfi pouziti fluorescencnich znacek ve fluorescenénim
mikroskopu. Ke zlepSeni poméru signalu k Sumu navrhli sadu sond hybridizujicich s cilovou
molekulou RNA. Kazdd sonda obsahuje oblast dlouhou 18-25 bazi, kterad je komplementarni k
cilové RNA, nekédujici sekvenci a 14 bazi dlouhou koncovou sekvenci. Dvojice cilovych sond,
kazda obsahujici rozdilnou koncovou sekvenci, hybridizuji s cilovym regionem (~50 bazi). Region
na RNA molekule dlouhy 1000 bazi je oznacen pfiblizné 20 pary cilovych sond, coz mize
nasledné vést k 8 tisicdm fluorescencnich oznaceni kazdé cilové molekuly RNA. Je velice
nepravdépodobné, Ze by se dvé sousedici sondy nespecificky hybridizovaly s molekulou RNA,
kterad nebyla predmétem zajmu, a tudiz tato metoda zajiistuje vysokou kontrolu Sumu pozadi

(Wang et al., 2012).

Pomoci metody FISH detekujici jednotlivé molekuly RNA (smRNA FISH; single molecule
RNA FISH) urcili Jansova et al. (2018) umisténi specifickych mRNA a IncRNA (dlouhé nekdduijici
RNA; long non-coding RNA) v oocytech, 2bunéénych embryich a mysich embryonalnich fibro-
blastech. smRNA FISH metodou stanovili lokalizaci rGznych mRNA, napt. Dazl (Deleted in azoo-

spermia-like; Obr. 5) nebo B-aktin a Neat2 (Nuclear-Enriched Abundant Transcript).
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Obr. 5 Lokalizace mRNA Dazl v mySim oocytu, 2bunécném embryu a mysich embryonalnich fibroblastech
(NIH3T3). Dazl zelené, chromatin modre; Cernobilé obrazky znazornuji jednotlivé kanaly. Méfitko 20 um (Jansova
et al., 2018, upraveno).

6 Vizualizace celkové translace

Oznacovani proteinl fluorescenénimi znackami umoznilo |épe porozumét rdznym bio-
logickym procestm uvnitf buriky (Dieck et al., 2012). Typ a mnoZstvi burikou nasyntetizovanych
proteinl jsou klicovymi parametry fyziologického stavu bunky (Liu et al., 2012). Syntéza pro-
tein( ¢asto neni uUmérna mnozstvi mRNA v burice a to prevazné kvili ¢asté regulaci translace

(Sonenberg a Hinnebusch, 2009).

6.1 Analogy methioninu

Jednou z metod vizualizace celkové translace je inkorporace analogli methioninu (Met)
do vznikajiciho peptidového fetézce. K tomuto Ucelu jsou vyuzivany analogy jako azidohomo-
alanin (AHA) nebo homoproparglycin (HPG) (Beatty et al., 2006). Buriky davaji prednost methio-

ninu pred jeho analogy, takZe jejich inkorporace musi probihat v médiu bez Met (Beatty et al.,
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2006). Po inkorporaci analogli methioninu, vytvareji bunky proteiny po celé délce oznacené
AHA nebo HPG misto plUvodniho polypeptidového retézce (Liu et al., 2012). K detekci protein(
oznacenych analogem methioninu slouzi azid/alkyn fluorescencni barviva jako 3-azido-7-
hydroxykumarin (Beatty et al., 2006), kterd po jejich pfidani vedou k chemoselektivni reakci
mezi HPG/AHA a azid/alkyn fluorescencnim barvivem, a umozZnuji tak vizualizaci modifiko-

vanych proteinu.

Susor et al. (2015) analyzovali proteosyntézu v mysim oocytu pomoci HPG. Vystavili oo-
cyty HPG po dobu 30 minut a nasledné pozorovani prokdzalo translacni aktivitu prevazné kolem
jadra (tzv. zdrodecny vacek, germinal vesicle, GV) oocytu (Obr. 6). Po rozpadu jaderné mem-
brany (NEBD; nuclear envelope breakdown) byla aktivni translace detekovdna na dvou
odliSnych mistech od sebe oddélenych prostorem se snizenym signalem HPG. Prvni misto, o-
znaCované jako translacni hot-spot, bylo v bezprostfedni blizkosti chromosom (CTA; chromo-
somal translational area) a druhé v oblasti endoplazmatického retikula obklopujiciho vznikajici
meiotické vieténko (PTA; perispindular area) (Obr. 6). Tyto translaéni oblasti pretrvavaji v
mySim oocytu az do prometafaze | (pro-Ml) a po vydéleni prvniho pdlového téliska (metafaze I,

MII) se vytraceji (Susor et al., 2015; Obr. 6).

Slowdeni

o

pra=hdi pa NEBD

Al

Obr. 6 In situ translace v oocytech ve fazich GV, NEBD, pro-Ml a MIl. HPG cCerveng;
chromatin/chromozomy modfe (Susor et al., 2015; upraveno).



6.2 SUNSET

Puromycin je nucleosidové antibiotikum, produkované bakterii Streptomyces alboniger
a strukturni analog aminoacyl tRNA, ktery je za€lenén do vznikajiciho polypeptidového Ffetézce
a zabranuje elongaci (Pestka, 1971). Na rozdil od aminoacyl-tRNA obsahuje puromycin nehy-
drolyzovatelnou amidovou vazbu a jeho navazani na rostouci peptidovy fetézec brani vytvoreni
peptidové vazby s dalsi aminoacyl-tRNA. To vede k ukonéeni elongace a uvolnéni zkraceného
peptidového fetézce z ribosomu (Goodman a Hornberger, 2013). Schmidt et al. (2009) vyvinuli
metodu detekce nové vznikajicich peptidovych fetézcli (SUnSET; surface sensing of translation),
zalozenou na imunodetekci puromycinu pomoci jeho monoklonalnich protilatek. Tato metoda
umoziuje stanovit hodnotu translaéni aktivity pomoci imunofluorescence v jednotlivych
burikdch nebo pritokovou cytometrii v heterogennich populacich bunék. Burnky inkubované s
puromycinem oSetfili riznymi Cinidly ovliviiujicimi translaci mRNA a nasledné skenovali na kon-
fokdlnim mikroskopu. Bunky oSetfené cykloheximidem a arsenitem sodnym vykazovaly dra-
maticky sniZenou intenzitu fluorescence (Schmidt et al., 2009).

Na podobném principu je zaloZzena metoda ribopuromycilace (RPM), zaloZzena na ri-
bosomem katalyzované puromycilaci vznikajicich fetézcd imobilizovanych pomoci cyclo-
heximidu (CHX) nebo emetinu. Tyto inhibitory elongace pozastavi translaci a nasleduje detekce
puromycilovanych s ribosomem spojenych tfetézcl specifickymi monoklondlnimi protilatkami
proti puromycinu. Vyhodou této metody je, Ze detekuje pouze fetézce pfipojené k ribosomu v

prabéhu translace a vynechava jiz hotové polypeptidy (David et al., 2012).

6.3 FUNCAT

Tato metoda vizualizace nové syntetizovanych proteini navazuje na metodu kvanti-
fikace translace zvanou BONCAT (BioOrthogonal Non-Caconical Amino acid Tagging) (Dieterich
et al., 2006). Pfi této metodé je azid-nesouci amino kyselina azidohomoalanin (AHA) zaclenéna
do nové syntetizovaného proteinu na misto methioninu a nasledné oznadena médi kata-
lyzovanou cykloadici azidu s alkynem (CuAAC; copper-catalyzed azide-alkyne [3+2] cycloaddi-
tion), kvali konecnému rozpoznani proteinl oznacenych AHA hmotnostni spektrometrii

(Dieterich et al., 2010).

14



Na principu technologie BONCAT vyvinuli Dieterich et al. (2010) metodu FUNCAT (Fluo-
rescent Non-Canonical Amino acid Tagging), umoziujici oznaceni a vizualizaci Sirokého spektra
nové syntetizovanych proteinQ. Vytvofili dvé odlisné fluorescencéni znacky TRA (TexasRed-PEO,-
Alkyne) a FLA (5’carboxyfluorescein-PEOg-Azid), které se pomoci tzv. “click chemistry” (zptsob
biokonjugace substratl ke specifickym biomolekuldam; Moses a Moorhouse, 2007) navaZou na
proteiny nesouci AHA/HPG. Inkubace primarnich neurond hipokampu s AHA nebo HPG vedla k
oznaceni nové nasyntetizovanych proteinli s podobnym efektem u AHA i HPG (Obr. 7). Dra-
matické snizeni fluorescencniho signalu po pfidani inhibitoru proteosyntézy anisomycinu (Obr.
7) dokazuje, Ze tato metoda oznacuje nové syntetizované proteiny s vysokou specifitou

(Dieterich et al., 2010).

HPG + Aniso AAP2 o AHA + Aniso

Obr. 7 Vizualizace nové nasyntetizovanych proteinG v primarnich neuronech hipokampu. A) Neurony
inkubované s HPG + oznaceny TRA fluorescencni znackou (zelend) a imunocytochemicky zbarveny den-
dritickym markerem MAP2 (rdZova); méritko 20 um. B) Neurony inkubované s AHA + oznacdeny FLA fluores-
cenéni znackou (rliZova) a imunocytochemicky zbarveny dendritickym markerem MAP2 (zelena); méfitko 20
pum (Dieterich et al., 2010, upraveno).
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7 Vizualizace translace specifickych transkriptu

7.1 FlAsH/ReAsH

Rodriguez et al. (2006) navrhli metodu vizualizace translace mRNA pro B-aktin v Zivych
burikach linie C2C12. Mista vznikajicich polypeptidovych retézcl detekovali barvivy FIAsH (fluo-
rescein arsenical hairpin) a ReAsH (resorufin arsenical hairpin) (Obr. 8). Pfed sekvenci v
plazmidu, kédujici B-aktin, se vloZi sekvence pro tetracystein (TC tag), ktera asociuje s barvivy
FIAsH a ReAsH (Rodriguez et al., 2006; Zhang et al., 2002). V tomto pripadé byla k uréeni trans-
lacnich mist B-aktinu na N konec mRNA vloZena tetracysteinova znacka (CCPGCC) nasledovana
doménou zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP; green fluorescent protein) a B-aktin kédujici

sekvenci (Rodriguez et al., 2006).

A

Actin

Obr. 8 ReAsH znaceni transla¢nich mist B-aktinu. A) Znaceni jiz hotového GFP-B-
aktinu (Cernobile). B) Mista probihajici translace se silnym signalem ReAsH
(Cernobile). C) Slouceni kandalu ReAsH (Cerveny) a GFP-B-aktinu (zeleny) (Rodri-
guez et al., 2006; upraveno).

Jansova et al. (2018) poutzili metodu ReAsH k detekci in situ translace transkriptu pro B-
aktin v oocytu (Obr. 9A). Plazmid kdédujici sekvenci B-aktinu s tetracysteinem a GFP doména by-
ly injekovany do transkripéné aktivnich oocytl v pfitomnosti cycloheximidu (CHX, inhibitor syn-
tézy proteint) (Obr. 9B) a nasledné byla translace fizené spusténa po dobu 30 minut. Translace

mRNA pro B-aktin byla pozorovana u kortexu oocytu, kde byly lokalizovany ReAsH predstavujici
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mista in situ translace B-aktinu a GFP znazornuijici jiz hotové proteiny (Obr. 9C). Intenzita fluo-
rescence ReAsH a GFP na kortexu oocytu byla v porovnani s jinymi misty v bufice nebo s nega-

tivni kontrolou sedmkrat vétsi.

A iy
ReAsH Slouceni

Ragion kodujici B-aklin
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Obr. 9 Vizualizace translace mRNA pro B-aktin v Zivych oocytech. A) Schéma TC (tetracystein) - GFP (green fluo-
rescent protein) - B-aktin konstruktu a detekce translace. B) Schéma experimentalnich postup( pti detekci trans-
lace B-aktinu v Zivych oocytech. C) Oocyty injekovany plazmidem TC GFP B-aktin a negativni kontroly (NC). Reash
znacici tetracysteinovou znacku nové translatovaného B-aktinu (Cerveny); GFP byl pouZity jako marker plné
translatovaného B-aktinu (zeleny); Sipky znaci probihajici tranlaci RNA pro B-aktin; méfitko 10 um (Jansova et
al., 2018; upraveno)

7.2 TRICK

Béhem prvniho kola translace musi ribozom odstranit z mRNA proteiny na ni navazané
(Ishigaki et al., 2001). Halstead et al. (2015) vytvorili biosenzor zaloZzeny na tomto procesu, diky
kterému jsou schopni zkoumat lokalizaci a nacasovani translace jednotlivych molekul mRNA.
Pro oznaceni transkriptu jsou pouzZivany systémy zaloZzené na obalovych proteinech bakterio-
fagl, jejichz sekvence vytvareji vldsenky. Halstead et al. (2015) vyuzili obalové proteiny MS2 a
PP7, kazdy spojeny se spektralné rozdilnym fluorescen¢nim proteinem (FP): MS2-RFP (Cerveny
FP) a PP7-GFP (zeleny FP) (Obr. 10). Pro oznaceni kédujici sekvence pouzili PP7-GFP a pro 3’

UTR MS2-RFP. Pokud mRNA neni translatovana, je oznacena obéma fluorescencnimi barvivy
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(GFP i RFP), a vysledné slouceni obou fluorescencnich kanall produkuje Zluty signal. V prvni fazi
translace dojde ovSsem k oddéleni GFP z transkriptu, ¢imZ vznikne translatovand mRNA o-
znafena pouze RFP navazanym na vlasenku na 3’ UTR (Obr. 10). Odtud pochdzi ndzev metody
“vizualizace translace RNA odstranénim obalového proteinu” (TRICK; translating RNA imaging
by coat protein knock-off) (Halstead et al., 2015). K obalovym proteinim, které byly spojené s
fluorescenénim proteinem, byla pfidana jesté jadernd lokalizacni sekvence (NLS; nuclear locali-
zation sequence). Vzhledem k tomu, Ze v jadfe byl detekovan RFP i GFP a po prvnim kole trans-
lace byl v cytoplasmé viditelny pouze signal RFP, konstatovali Halstead et al. (2015), Ze trans-

lace pozorované mRNA probihd vyhradné v cytoplasmé.

A) netranslatovana mRMNA - R
5 ALIG— —52‘-'5

-

B} translatovana mBMA
g LG

R

Obr. 10 Schéma vizualizace translace pomoci TRICK. A) Netranslatovana mRNA je oznacena GFP (zeleny) i RFP
(Cerveny). B) P¥i translaci je GFP (zeleny) z transkriptu oddélen a mRNA je oznacena pouze RFP (Cerveny). RGZové
znazornén rostouci polypeptidovy fetézec (Halstead et al., 2015; upraveno).

Lokalizovana exprese Oskar proteinu v posteriorni ¢asti oocytu Drosophily melanogaster
je klicova pro pro spravné modelovani téla a tvorbu zarodeénych bunék (Ephrussi a Lehmann,
1992). Pro monitorovani translace tohoto proteinu vytvofili Halstead et al. (2015) osk-TRICK
mRNA. Do kddujici ¢asti konstruktu, ktery obsahoval Sest MS2 vlasenkovych sekvenci na 3’UTR,
vlozili 12x PP7 vlasenkovou sekvenci. V raném stadiu oocytu byla osk-TRICK mRNA oznacena
RFP i GFP, coz spolecné s absenci Oskar proteinu naznacuje represi translace (Obr. 11). V
pozdéjsi fazi vyvoje oocytu byla intenzita GFP na zadni strané oocytu viditelné snizena a Oskar
protein byl pomoci imunofluorescence detekovan (Obr. 11), coz znamen3, Ze byla aktivovana

translace tohoto proteinu a GFP byl z mRNA odstranén (Halstead et al., 2015).
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Obr. 11 Aktivace translace mRNA kddujici Oskar protein. V oocytu ve stadiu ¢. 7 (detail - prvni tfi Sedé ramecky
vlevo, kazdy znazornujici konkrétni kanal) je pfitomny RFP (Cerveny) i GFP (zeleny), zatimco Oskar protein (modry)
neni detekovatelny. V oocytu ve stadiu ¢. 10 (detail — 3 Sedé ramecky vpravo, kazdy znazornujici konkrétni kanal) je
Oskar protein (modry) pfitomen, zatimco intenzita GFP (zeleny) signdlu klesa, jelikoZz byl béhem translace od-
stranén; méritko 50 um (Halstead et al., 2015).

7.3 SINAPS

Metoda vizualizace jednotlivych molekul vznikajicich peptidl (SINAPS; single-molecule
imaging of nascent peptides) je zaloZzena na technologii zvySeni signalu fluorescence,
umoziujici oznaceni tvofricich se peptidl a vizualizaci translace v Zivych bunkach (Chekulaeva a
Landthaler, 2016).

Signaly v mnoha biologickych procesech mohou byt zesileny navazanim vicero kopii reg-
ulacnich protein(i na pozorované misto. Tanenbaum et al. (2014) navrhli opakujici se peptidov-
ou fadu nazvanou SunTag, kterd je schopna navazat protilatky, které jsou spojené s fluores-
cencnim proteinem. Dokdzali, Ze SunTag je schopen navazat az 24 kopii GFP a tim umoziuje
dlouhodobé pozorovani jednotlivych molekul proteind v Zivych burikdch s nékolikanasobnou
intenzitou fluorescence.

Pomoci systému SunTag (Tanenbaum et al., 2014) ko-transfekovali Yan et al. (2016)
lidské bunky linie U20S dvéma konstrukty: prvni obsahoval fadu 24 SunTag peptidli nasledo-
vanou pozadovanym genem; druhy obsahoval sekvenci pro protilatku ozna¢enou GFP (scFv-
GFP), kterd se s vysokou afinitou vadze na SunTag peptid (Obr. 12A). Soucasné byla tato mRNA
na 3’UTR fluorescenéné oznacena zavedenim 24 kopii kratkych vldasenkovych sekvenci, na které

se s vysokou afinitou vaze obalovy protein PP7 spojeny se 3 kopiemi fluorescencni barvy
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mCherry (PP7-mCherry) (Obr. 12A). Protein PP7 byl pouZit pro navazani mRNA k plasmatické
membrdané buriky a tedy usnadnéni pozorovani translace ve 2D obraze. V pribéhu translace se
na SunTag peptid ihned po vynofeni z ribosomu navazaly jiz fluorescentni scFv-GFP (Obr. 12A).
Pozorovani ukazalo cca 10-50 velmi jasnych, spolecné se vyskytujicich zelenych a ¢ervenych flu-
orescencnich bodd (Obr. 12B). Po pfidani inhibitoru translace (puromycinu), ktery oddéluje pol-
ypeptidy a ribosomy od mRNA, jasné body zmizely (Obr. 12C). To naznacuje, Ze se jednalo o mi-
sta probihajici translace s vicero ribosomy napojenymi na mRNA. Slabé fluorescencni body ne-
byly pfidanim puromycinu ovlivnény, cozZ s nejvétsi pravdépodobnosti znamen3, Ze reprezento-
valy jiz nasyntetizované proteiny odpojené od ribosomu (Yan et al., 2016). Dle dostupnych in-

formaci tuto metodu na oocytech zatim nikdo nepraktikoval.
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Obr. 12 Vizualizace translace jedlotlivych molekul mRNA pomoci fluorescencniho znaceni tvoficiho se
fetézce. A) Schéma znaceni polypeptidového retézce pomoci SunTag systému a znaceni mRNA. B-C) U20S
buriky exprimujici scFv-GFP (zeleny) a PP7-mCherry (Cerveny) pred (B) a po (C) oddéleni ribosoml od mRNA
pfidanim puromycinu (Yan et al., 2016; upraveno).
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7.4 FUNCAT-PLA / PURO-PLA

Pomoci “click chemistry” mohou byt oznacené, nové nasyntetizované proteiny vizuali-
zovany in situ za poutziti fluorescencnich znacek (FUNCAT; fluorescence non-canonical amino
acid tagging) (Dieterich et al., 2010) nebo puromycinu a protilatek proti nému (David et al.,
2012; Schmidt et al., 2009).

Aby se dal endogenni protein vizualizovat in situ, vytvofili tom Dieck et al., (2015)
metodu vizualizace proteinl na zdkladé jejich vzajemné vzdalenosti (PLA; proximity ligation as-
say), kterd detekuje prostorovou shodu dvou protilatek. Prvni protilatka detekuje nové synteti-
zovany protein ozna¢eny metodou FUNCAT nebo puromycilaci a druha urcuje specificky epitop
sledovaného proteinu (POI; protein of interest) (Obr. 13a).

V pribéhu translace je pfi FUNCAT metodé azidohomoalanin (AHA) zaclenén misto me-
thioninu do nové syntetizovaného proteinu a vizualizovdn za poufZiti biotinové znacky a anti-
biotinové protilatky. Nové syntetizované proteiny se daji také vizualizovat oSetfenim puromy-
cinem, ktery ukondi translaci a odstfihne protein, ktery je nasledné rozpoznan protilatkou proti
puromycinu. Aby se dal urcit konkrétni specificky protein, jsou pouzivany rozdilné sekundarni
protilatky spojené s rdznymi oligonukleotidy (sondy PLAP"YSa PLA™M"Us), KdyZ jsou tyto dvé sondy
ve vzajemné blizkosti, podporuji tvorbu kruhové formace, nasledné amplifikované metodou tzv.
“rolling circle amplification”. Konec€nda vizualizace in situ probihda pomoci fluorescenéné
znacenych sond, komplementarnich k amplifikovanym sekvencim (Obr. 13a) (tom Dieck et al.,
2015).

FUNCAT-PLA i PURO-PLA metody byly paralelné pouzity pti vizualizaci distribuce nové
syntetizovanych Camk2 (kalcium/kalmodulin-dependentni  protein kindza 2; calci-
um/calmodulin-dependent protein kinase 2) protein( v neuronech hipokampu potkana. Obé
metody vedly ke stejnym zavéram, signal nové syntetizovaného proteinu Camk2 byl pritomny
jak v soma, tak v dendritech neuronu (Obr. 13b,c). Hlavnim rozdilem byl pocet detekovanych
¢astic metodou FUNCAT-PLA a PURO-PLA (Obr. 13b,c), zptsobeny rozdilem v poZzadovanych dé-
Ikach inkubace. K dosazZeni signdlu PURO-PLA metodou staci bunky inkubovat v fadu sekund az
minut, ale k detekovani podobného FUNCAT-PLA signalu je zapotrebi inkubace v fadu hodin.
Porovnani FUNCAT-PLA a PURO-PLA signalu po identickém ¢asu znaceni, kdy pred znaéenim
AHA byl na kratkou dobu znemoznén pfistup k methioninu, ukazalo pfiblizné 10x silnéjsi signal

u metody PURO-PLA (tom Dieck et al., 2015).
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Obr. 13 Znaceni konkrétnich nové syntetizovanych proteinii pomoci FUNCAT-PLA a PURO-PLA. A) Schéma
metod FUNCAT-PLA a PURO-PLA. Do nové syntetizovanych proteinll jsou zaneseny AHA nebo puromycin.
Rozpoznani “nové nasyntetizované” znacky (biotin nebo puromycin; riZovy trojuhelnik) jeji protilatkou (cer-
vené Y) a rozpoznani zdjmového proteinu specifickou protilatkou (modré Y) dokazuje blizkou vzdalenost
kdyZ jsou PLA™"s g PLAP'“S oligonukleotidy (Zlutd a Sediva smycka), spojené se sekundarni protilatkou (3edivé
Y), dostatecné blizko pro tvorbu kruhové formace, ktera se nasledné amplifikuje. Signal je zesilen navazanim
fluorescencnich sond pravé na amplifikovanou sekvenci (zelené kruhy). B) FUNCAT-PLA signal (zeleny) nové
nasyntetizovanych Camk2 proteini v neuronech hipokampu (vlevo); kontrola bez anti-Camk2 protilatky
(vpravo); DAPI (modra); MAP2 (rGZova); méfitko 15 um. C) PURO-PLA signdl (zeleny) nové nasynteti-
zovanych Camk2 proteind v neuronech hipokampu (vlevo); neurony oznacovany s inhibitorem proteosyn-
tézy anisomycinem (vpravo); DAPI (modrd); MAP2 (ruzova); méfitko 15 um (tom Dieck et al., 2015; up-
raveno)
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8 Zaver

Tato prdace shrnuje principy metody RNA FISH, vizualizujici molekuly RNA za poutZiti fluo-
rescenéné znacenych oligonukleotidovych sond. Déle principy vizualizace globdlni translace
pomoci metody SUNSET, kterd vyuzivd puromycin nebo principy metod pracujicich s analogy
methioninu. Dalsi popisované metody vizualizuji specifické transkripty. VyuZzivaji napf. uméle
vloZzené sekvence do sledovaného transkriptu, obalové proteiny bakteriofaga nebo peptidovou
fadu SunTag. | kdyZ se v poslednim desetileti vyzkum zaméreny na vizualizaci translace znac¢né
rozrostl, jen mala ¢ast se zabyva konkrétné vizualizaci translace v oocytu. To je s nejvétsi prav-
dépodobnosti proto, Ze s umléenou transkripci béhem meiotického zrani neni savéi oocyt
schopny transkribovat sekvence, které jsou mu uméle nabizeny v podobé plazmidu. DalSim
dlvodem muZe byt to, Ze mikroinjekovani do oocytu je komplikovanéjsi zplisob vkladani
plazmidu nezZ jeho prosta transfekce, kterad se da pouzit u bunék jinych typUl. JelikoZ se ukazuje,
Ze mistné a C¢asové ohranicend translace hraje roli pfi sprdvném meiotickém zrani i u savcich
oocytl, je dilezité zkoumat translaci na modelovych burikach, jako jsou mysi nebo praseci oo-
cyty. Znalosti ziskané timto pozorovanim mohou byt nasledné aplikovany i na lidsky oocyt a
vyuzity napf. v rdmci asistované reprodukce. S neustale se zdokonalujicimi vizualizaénimi
pristroji a designovanim novych fluorescencnich sond budou urcité také pribyvat dalsi metody,

kterymi bude mozné sledovat fyziologické procesy v burice.
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9 Seznam pouzitych zkratek

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

MRNA — messengerova RNA

tRNA —transferova RNA

rRNA — ribosomalni RNA

pre-mRNA — primarni mRNA

ORF — otevreny ¢teci rdmec

GTP — guanosintrifosfat

elF4F — eukaryoticky inicia¢ni faktor 4F, ¢epicku vazajici komplex
elF2, elF5B, elF4B, elF3 — eukaryotické iniciacni faktory

elf4E, elFAG, elF4A — eukaryotické iniciacni faktory, podjednotky elF4F
eRF1, eRF3 — eukaryotické uvolfovaci faktory

5" UTR — 5’ neprekladany usek

3’ UTR — 3’ neprekladany usek

CPE — cytoplasmaticky polyadenylacni element

CPEBs — proteiny vazajici se na CPE

FISH — fluorescencni in situ hybridizace

IncRNA — dlouhé nekddujici RNA

smRNA — jednomolekulovd RNA

Met — methionin

AHA — azidohomoalanin

HPG — homoproparglycin

GV - zarodecny vacek; stadium zarodecného vacku

NEBD — rozpad jaderné membrany; stadium rozpadu jaderné membrany
CTA — chromosomal translational area

PTA — perispindular area

BONCAT - BioOrthogonal Non-Caconical Amino acid Tagging
CuAAC — médi katalyzovana cykloadice azidu s alkynem
FUNCAT — Fluorescent Non-Canonical Amino acid Tagging

TRA — fluorescencni znacka TexasRed-PEQO;-Alkyne
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FLA — fluorescenc¢ni znacka 5’carboxyfluorescein-PEQs-Azid
SUNSET — surface sensing of translation

RPM — ribopuromycilace

CHX — cycloheximid

FIAsH — fluorescein arsenical hairpin

ReAsH —resorufin arsenical hairpin

TC —tetracystein

GFP — zeleny fluorescencni protein

RFP — ¢erveny fluorescencni protein

MS2 — obalovy protein

PP7 — obalovy protein

FP — fluorescenc¢ni protein

TRICK — translating RNA imaging by coat protein knock-off
NLS — jadernd lokaliza¢ni sekvence

SINAPS — single-molecule imaging of nascent peptides

PLA — proximity ligation assay

Camk2 — kalcium/kalmodulin-dependentni protein kinaza 2
TEM — transmisni elektronovy mikroskop

SEM — skenovaci elektronovy mikroskop
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