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Abstrakt

Transport mMRNA do cilovych kompartmentd buriky a pfipadné jeji skladovani, Ci
uz kratkodobé nebo dlouhodobé, je nedilnou soucasti vyvoje organismu. Téchto procesu
se vuziva k Casoprostorové organizaci translace v bunce a nastavaji predevSim béhem
embryogeneze a u rostlin pfi vyvoji semen a gametofytl, ale také béhem stresového
zatizeni organismu, kdy dochazi ke snizeni produkce proteini a potfebé uchovat jiz
vytvofené transkripty. U systémud s nutnosti okamZzitého rychlého rastu je skladovani
MRNA nepostradatelné, nebot’ neni nutné vytvaret nové transkripty a transportovat je na
misto ur€eni, co zna¢né urychluje syntézu proteind a umozriuje rust jakmile to okolnosti
dovoli.

Tato reSerSe si klade za cil vysvétlit mechanizmy transportu mRNA v rostlinnych
bufkach, tedy jakym zpUsobem a kterymi faktory je pohyb mRNA bunkou
zprostfedkovan, popsat pripady, kdy byla mRNA transportovana a lokalizované
skladovana a upravy pre-mRNA, které celému procesu predchazeji. Kromé popisu jevl
jsem se zaméfil hlavné na hledani rostlinnych ortolognich proteind uUcastnicich se
transportu a stability mRNA, které jsou jinak vSeobecné znamy u ZzivoCichl nebo
kvasinek.

Klicova slova
MRNA, mRNP, zrani pre-mRNA, transport mRNA, skladovani mRNA, rostliny,
embryogeneze

Abstract

Transport of mMRNA molecules to certain regions within the cell and short-term or
long-term storage of transkripts are integral processes in development of organisms.
These processes are utilized for temporal and spatial organisation of translation in the
cell and appears mainly during embryogenesis and plant seed or gametophyte
development, but also during stress, when overall proteosynthesis is reduced and need
for keeping transkripts occures. Storage of mRNA is crucial step in systems which
depends on immediate and fast growth, because in that case, there is no need to
produce new mRNA and whole process of proteosynthesis is accelerated when in need.

Objective of this review is explanation of mechanisms responsible for transport of
mMRNA in plant cells, how the process is mediated and which proteins are involved and
describe cases in which mRNA was transported, localised and stored. Part of the work is
dedicated to pre-mRNA processing, foregoing process determining the fate of mRNA,
and search for plant ortholog proteins involved in transport and stability of mRNA, which
are commonly known in animals and yeast.

Key words
MRNA, mRNP, pre-mRNA processing, mRNA transport, mRNA storage, plants,
embryogenesis
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1. Uvod

Stavebni bloky vSech Zivych organismu, proteiny, se neprodukuji pfimo
podle DNA, nybrz informace o sekvenci genu je zprostfedkovana molekulami mRNA (z
angl. Messenger ribonucleic acid). Geny v DNA jsou nejprve pfepsany do molekul mRNA
a teprve zrald mRNA opatfena pozadovanymi proteiny je pfekladana do sekvence
aminokyselin. Pfepis geni do mRNA umoznuje spravny vyvoj organismu. Pokud by byly
proteiny syntetizovany pfimo dle DNA a vyskytla by se pfi procesu néjaka chyba, nedalo
by se vyhnout tvorbé poskozeného proteinu a to by mohlo vést k deformaci organismu a
pfipadné k jeho uhynu, coZ je evoluéné velmi nevyhodné. Jestlize ale informaci
zprostfedkovava molekula, ktera v pfipadé defektu muze byt degradovana aniz by byly
ohrozZeny buné&né procesy organismu, Ize mnoha chybam pfedejit.

Béhem vyvoje Zivota se bunky neustéle vyvijely a za€aly vykazovat déleni svého
obsahu do specializovanych kompartmentl. Vyvstala potfeba produkovat specifické
proteiny v ur€itych kompartmentech buriky. ProtoZze eukaryotické buniky mohou byt az
fadoveé veétSi nez prokaryotické, doprava proteind do mista ur€eni by mohla byt
zdlouhava a naro¢na. To se nehodi pfedevsim rychle rostoucim organismum, jejichz rust
muUze byt zavisly na specifickych podminkach, které nenastavaji pfili§ Casto, a proto
vyuzivaji aktivniho transportu predpfipravené mRNA do oblasti aktivniho rdstu, nebo
kamkoliv, kde to procesy vyvoje organismu vyzaduji. Tam mize byt mRNA v pfipadé
nevhodnych podminek skladovana a poté, co vlastnosti prostfedi umozni rist, jsou tyto
mMmRNA rekrutovany na ribozomy a prekladany do sekvence aminokyselin. Typickym
pfikladem je rast pylové lacky, ktery nastava témeér okamzité po hydrataci. Pylova lacka
potfebuje v co nejkratsim ¢asovém horizontu dosahnout semeniku, proto spoléha na
transkripty pfipravené béhem vyvoje pylového zrna, uchovava je v tzv. mRNP (z angl.
Messenger ribonucleoprotein) ¢asticich (Honys a kol. 2009) a v pfipadé, Zze nastanou
vhodné podminky, je pylova lacka pfipravena k okamzitému rychlému rastu. Do mist,
kde je mRNP skladovan, je dopraven aktivnim transportem mechanizmem, ktery je u
rostlin popsan znacné& méné, nez u zivocichu nebo kvasinek.

V této praci se soustfedim na hledani mechanizmu zprostfedkovavajicich aktivni
transport mRNA u rostlin (a to nejen v cytoplazmé, ale i pfi exportu zjadra) a co
transportu pfedchazi. Dale ma pozornost sméfovala k porovnani u¢astnicich se proteinu

se znamymi faktory ze savcl a kvasinek a na pfipady, kdy byla mRNA lokalizovana.



2. Skladani mRNP ¢astic v jadre

Transkribovana mRNA se v bunkach nevyskytuje jako samotna molekula, ale jiz
béhem transkripce je na vznikajici nascentni fetézec rekrutovano mnoho RNA
vazebnych proteind (RBP) zodpovidajicich za zrani mRNA, export zjadra a urceni

nasledného osudu transkriptu v cytoplazmé. Vznikaji tak tzv. mMRNP komplexy.

2.1 Upravy pre-mRNA

2.1.1 Syntéza Cepicky

VétSina procesu zpracovani pre-mRNA — Cepickovani, sestfih a polyadenylace, je
spjato s transkripci a probiha béhem, nebo bezprostiedné po ni. Ve vyssSich eukaryotech
je jiz béhem transkripce C-terminalni doména (CTD) fosforylovana na Ser-5 velké
podjednotky RNA polymerazy Il (RNAPII) zodpovédna za navazani enzymi
zodpovédnych za vytvofeni m7G Cepicky (Cho a kol. 1997). K syntéze CepiCky dochazi
po syntéze vice nez 20 nukleotidid (Copolla a kol. 1983) a béhem pozastaveni
transkripéniho aparatu, které zajiStuje NELF (z angl. Negative elongation factor) ve
spolupraci s DSIF (Yamaguchi a kol. 1999). Transkripce je nasledné znovu spusténa
fosforylaci CTD na Ser-2 pozitivhim elonga¢nim faktorem b (P-TEF b) (Marshall a Price
1995) a uvolnénim elongacnich represord NELF/DSIF. Struktura ¢epicky blokuje aktivitu
5°-3" exoribonukleaz, a tedy zpomaluje naslednou degradaci mRNA: slouzi také
ke zprostfedkovani interakce 5 konce transkriptu s jeho 3" koncem (Gallie 1991)
prostfednictvim Cap vazebného komplexu (CBC). DalSi ulohou CBC je usnadnéni
rozeznani prvniho intronu pfi sestfihu pre-mRNA. CBC se sklada ze dvou
podjednotek, CBP20, ¢epiCku vazajiciho proteinu, a CBP80, ktery zajistuje vysokoafinitni
vazbu a asociuje s CTD (Lejeune a kol. 2002). Vazba CepiCky a na ni vazicich se
proteinl je prvnim krokem tvorby stabilnich, transportu a nasledné translace nebo
skladovani schopnych mRNP.

CBP20 a CBP80 byly popsany i v rostlinach (Kmieciak a kol. 2002), zatim ale
neni znamo, zda rostlinny CBC také usnadfiuje rozeznani 5  sestfihového mista na
prvnim intronu pro U1 snRNP tak, jako je tomu v kvasinkach.

U Arabidopsis thaliana byla naproti tomu prokazana funkce CBP20 a CBP80 pifi
odpovédi na stres zasolenim. Mutanti v téchto proteinech vykazovali sniZzenou odolnost



proti zasoleni a u dvojitych mutantl v cbp20/80 se objevovalo vice defektnich fenotypu
(Kong a kol. 2014).

2.1.2 Sestfih pre-mRNA

| dalSi upravy mRNA jsou pro jeji spravnou funkci nezbytnosti, mezi tyto v zakladu
patfi vystfizeni intront a polyadenylace. Introny naprosté vétSiny genud jsou vystfizeny
také kotranskripéné v asociaci s CTD pfi procesu zvaném sestfih za ucCasti komplexni
ribonukleoproteinové Castice, spliceosomu. Sestaveni spliceosomu vyzaduje spotfebu
ATP a na tomto procesu se podileji rGzné druhy proteinud, jako jsou RNA vazebné
proteiny, RNA dependentni ATPazy, RNA helikazy a protein kinazy. Jsou znamy dva
typy spliceosomu, typ U2 (velky) a typ U12 (maly), nachazejici se jak u obratlovcu, tak
u rostlin. Velké spliceosomy jsou sestavovany na kazdém jednotlivém intronu a skladaji
se z U1, U2, U4, U5 a U6 snRNP, zatimco malé spliceosomy jsou slozeny ze sedmi typu
U11/U12 snRNP a vystfihuji pouze introny typu U12 (Xu a kol. 2016). U eukaryot
dochazi ke skladani spliceosom( zahy po vytvoreni Cepicky, kdy se hnRNP bohaté na
uridylat (konkrétné U1 snRNP) (Kotovic a kol. 2003) vazi na nejblizSi
5" sestfihové misto a iniciuji stavbu sestfihového aparatu na proximalnim intronu
(Aguilera 2005). U rostlin ma tuto funkci protein U1-70K (Golovkin a Reddy 1996).
U2 snRNP se poté vaze na misto vétveni intronu, asociuji U4/U6.U5 tri-snRNP, dojde
k vyvazani U1 snRNP, ¢imz vznikne katalyticky komplex (Burge a kol. 1999). U-snRNP
rostlin vykazuji podobnosti v primarni i sekundarni struktufe (Solymosy a Pollak 1993) a
mezi vyS$Simi rostlinami jsou konzervované (Solymosy a Pollak 1993;
Simpson a kol. 1995; Golovkin a Reddy 1996). V komplexu U4/U6.U5 tri-snRNP bylo
identifikovano sedm Sm proteinl vazanych na U4 a U5 snRNP, sedm Lsm
(z angl. Sm-like) vazanych na U6 snRNP a 16 dalSich, pfedevSim nékolik Prp proteiny
slouzici jako leSeni pro stavbu komplexu (konkrétné Prp8), RNA helikaza Brr2 a GTPaza
Snull4, a tyto proteiny jsou dohromady zakladnimi komponentami pro vytvofeni
aktivniho katalytického komplexu (Agafonov a kol. 2016). U Arabidopsis thaliana byla
experimentalné potvrzena existence péti snRNA: U1, U2, U4, U5 a U6 (Vankan a kol.
1988; Vankan a Filipovicz 1988; Waibel a Filipowicz 1990; Marshallsay a kol. 1990;
Hofmann a kol. 1992; Golovkin a Reddy 1996). Za transkripci Ul, U2, U4 a U5
zodpovida RNA polymeraza Il a za transkripci U6 RNA polymeraza lll.



Funkce slozek U snRNP nemusi byt pouze pfi sestfihu. U rostlin byla pozorovana
funkce RDM16 (protein asociovany s U4/U6.U5 snRNP) pfi RADM (z angl. RNA-directed
DNA methylation) (Huang a kol. 2013).

DalSi dualezitou soucasti spliccosoml jsou na serin a arginin bohaté SR
fosfoproteiny, které se vazi na urcité intronové nebo exonové motivy a souasné na
ostatni proteiny spliceosomu. Patfi mezi proteiny, které zlstavaji asociovany s mRNA
jako soucCast mRNP castice, proto jejich podoba a funkce budou rozebrany v kapitole
2.2.1.

Proces vystfizeni intronl sestava ze dvou transesterifikaCnich reakci. Kvli
stejnému slozeni spliceosoml jako u ostatnich eukaryot Ize predpokladat, ze sestfih
MRNA v rostlinach vyuziva stejnych procesu. V prvni reakci dochazi ke Stépeni na
hranici intronu z 5’konce, vazby 5’-fosfatu na 2°-hydroxylovou skupinu nukleotidl mista
vétveni a nasledného vzniku struktury lasa, neboli lariatu. V druhém kroku je rozhrani
intron-exon $tépeno na 3" sestfihovém misté, ¢imz dochazi k disociaci lariatu a pfislusné
exony jsou nasledné ligovany k sobé. Posestfihovy komplex z U2, U4, U5 a U6 snRNP
je rozlozen a snRNP jsou recyklovany, lasova struktura intronu je oddélena a
degradovana. Po sestfihu je na mRNA ve vzdalenosti 20-24 nukleotidl proti proudu od
spoje ponechan exon-exon multiproteinovy komplex zvany EJC (z angl. exon junction
complex) sestavajici z alespon Sesti proteind. Slozky EJC maiji funkci v naslednych
procesech jako je export mRNA z jadra do cytoplasmy, lokalizace v cytoplasmé& a NMD
(z angl. Nonsense-mediated mMRNA decay) (Dreyfuss a kol. 2002; Maquat 2004).

AcC vétSina spliceosomalnich protein vykazuje mezi eukaryoty fadu podobnosti, u
rostlin ma rozlieni intronl a sestfihovych mist své unikatni vlastnosti. Introny rostlin jsou

krat$i nez u savcu a jsou bohaté na dinukleotidy AU (viz Morello a Breviario 2008).

2.1.3 Regulace sestfihu u rostlin

Kromé sestfihovych faktord popsanych vySe (SR proteiny a U-snRNP) se na
sestfihu podileji také sestfihové regulatory. Nékteré mohou usnadfiovat sestfih,
modifikovat sestfihové faktory, jiné mohou mit na sestfih negativni dopad. V rostlinach
bylo identifikovano vice regulatord nez napfiklad u savcl (Wang a Brendel 2004).
Jednim z regulatort je hnRNP protein, ktery se dokaze vazat na pre-mRNA a blokovat
vazebné misto pro sestfihové faktory (Wang a Brendel 2004). Napfiklad, mezi
PTB/hnRNP | (Polypyrimidine tract binding protein) a U2AF (U2 snRNP auxiliary factor)

dochéazi ke kompetici na 3" sestfihovém misté. Zatimco PTB inhibuje sestfih intronl



obsahujicich vazebné misto pro tento faktor, U2AF se chova jako antagonista a efekt
PTB redukuje (Lin a Patton 1995). V Arabidopsis byly identifikovany tfi homology
PTB/hnRNP a dvacet jedna RNA vazebnych proteind bohatych na glycin (homology
lidskych hnRNP A1 a hnRNP A2/B1) (Wang a Brendel 2004). Dale bylo
popsano 15 hnRNP-like proteinli, pravdépodobné specifickych pro rostliny
(Lambermon a kol. 2000; Lorkovi¢ a kol. 2000; Landsberger a kol. 2002; Wang a Brendel
2004). Pro pfiklad, hnRNP-like protein UBP1 skoro dvojnasobné zesiluje sestfih
nékterych intrond v protoplastech (Lambermon a kol. 2000). Za regulaci jsou
zodpovédné také SR protein kinazy, u nichz byla prokazana schopnost fosforylovat SR
proteiny. Jednou z nich je CIk/Sty protein kindaza (AFC-2) z Arabidopsis (Golovkin a
Reddy 1999). Sekvence SR protein kinaz jsou mezi rostlinami vysoce konzervované, coz
napovida o dulezitosti funkce téchto proteinli. V Arabidopsis bylo popsano osm
homologu odpovidajicich tfem sav&im (Wang a Brendel 2004).

Regulaci zprostfedkovavaji nejenom regulatory interagujici se sestfihovymi
faktory, ale mohou se na ni podilet také rostlinné hormony. Hormony jako ABA nebo IAA
jsou schopny pozménit alternativni sestfih genu pro SR proteiny, kdy zalezi na konkrétni
tkani a fazi vyvoje, ackoliv jsou RS geny exprimovany ve vSech organech. Také teplota i
zasoleni mohou mit vliv na alternativni sestfih nékterych genl kdodujicich SR proteiny

(Palusa a kol. 2007) a tim se podilet na sestfihu ostatnich transkript(.

2.1.4 Polyadenylace

Posttranskripéni pfidani polyadeninového fetézce (poly(A)) na konec pre-mRNA
je dalSim klicovym krokem k udrzeni jeji zivotnosti a zpusobilosti k translaci. Ackoliv jeji
funkce je nejvice zfetelna pfi setrvavani mRNA v cytoplazmé, byla prokazana i
kooperace polyadenylacnich faktord s CTD RNA polymerazy Il pfi terminaci transkripce
(McCracken a kol. 1997) a dalSi studie poukazuji na fakt, Ze polyadenylace hraje
dllezitou pfipravu pro export z jadra, nebot’ transkripty, jejichz 3" konec neni po Stépeni
upraveny polyadenylaci, nejsou exportu schopny (Huang a Carmichael 1996). Na
poly(A) fetézec se vazi poly(A) vazebné proteiny (PABP) hrajici dulezitou roli v tvorbé
MRNA, jeji stabilité, transportu a kontrole translace. Blize budou typy a funkce PABP,
jakozto faktort u€astnicich se transportu, popsany v podkapitole 2.2.2.

Proces polyadenylace je zavisly na cis-elementech, neboli polyadenylaénim
signalu pre-mRNA, a trans-faktord, jejichz roli je sestfih a adice poly(A) fetézce na

3’konec. U savcu tyto faktory rozeznavaji jako signal pro polyadenylaci sekvenci



AAUAAA lezici proti proudu od sestfihového/polyadenylaéniho mista a po proudu lezici
element bohaty na UG (Gupta a kol 1995). Rostlinny polyadenylacni signal nachazejici
se v 3'nepiekladaném regionu je rozdélen do tfi hlavnich skupin. Prvnim je 60-100
nukleotidi dlouhy FUE (z angl. Far upstream element), kontrolni a posilujici prvek
sestavajici z UG motivu a sekvence UUGUAA (Hunt 1994). DalSim je misto Stepeni (CS,
z angl. Cleaving site) YA dinukleotid (CA nebo UA) nachéazejici se blizko regionu
bohatého na U a NUE (z angl. Near upstream element), ktery je dlouhy 6-10 nukleotidd a
leZzi mezi 13.-30. nukleotidem proti proudu od CS. V okoi a skrz CS mezi pozici -10 a
+15 nukleotidl byly objeveny 6 nukleotidové vzory tvofici signalni element, ktery dosud
nebyl v rostlinach popsan. Tento signalni prvek byl nazvan Cleavage element (CE) (Loke
a kol. 2005). Ve stejné praci je diskutovana také pravdépodobna existence pro rostliny
unikatnich sekundarnich struktur slouzicich jako poly(A) signal. Signalni element na 3’
konci, kde je pre-mRNA sestfizena, rozeznava CPSF (z angl. Cleavage and
polyadenylation specifity factor). Byla prokazana také funkce CPSF pfi alternativni
sestfihu (Misra a kol 2015).

Polyadenylaéni reakce je katalyzovana poly(A) polymerazou (PAP) a probiha ve
dvou krocich. Prvni vyzaduje polyadenylacni signal a je pfi ném pfidano pfiblizné 10
nukleotidi na molekulu pre-mRNA. Pfi druhém kroku dochazi k adici dalSich zhruba 50
nukleotidl (u Arabidopsis) (Subtelny a kol. 2014).

2.2 Slozeni mRNP

2.2.1 hnRNP a dalsi RBP vazané béhem transkripce

Heterogenni jaderné ribonukleoproteiny (hnRNP) jsou pfevazné jaderné, RNA-
vazebné proteiny, které se vazi na pre-mRNA syntetizovanou RNA polymerazou IlI.
Jejich funkce se uplatiuji v Sirokém spektru bunécnych aktivit od transkripce a zrani pre-
mRNA (pfedevSim sestfihu), po translaci a dynamickou rovnovahu mRNA. HnRNP se
skladaji ze Sesti zakladnich proteind v mnoha kopiich, které se vazi na heterogenni
jadernou  RNA (hnRNA). Charakteristickym znakem hnRNP je pfitomnost RNA
rozeznavajiciho/vazebného motivu, diky kterému se vaze na vznikajici pre-mRNA, a
podpurné domény, ktera zprostfedkovava protein-proteinové interakce. hnRNP mohou
usnadfiovat sestfih pre-mRNA vazbou SR proteinli, nebo jej naopak inhibovat
zpusobem, jenZ byl popsan v kapitole 2.1.3. Jak jiz bylo zminéno, u rostlin byly popsany

homology sav€ich hnRNP a navic jeSté patnact hnRNP-like proteinu, které mohou
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vyrazné& usnadnovat sestfih pre-mRNA (Lambermon a kol. 2000). hnRNP Ize délit do
dvou skupin, na hlavni (major) a vedlejSi (minor). Hlavnimi jsou hnRNP A, hnRNP A/B,
hnRNP C1/C2, hnRNP F, hnRNP H a hnRNP I/polypyrimidine-vazebny protein. Mezi
vedlejsi patfi Hur, hnRNP K, hnRNP A0 a CUG RNA vazebny protein 1
(Yeap a kol. 2014). Ackoliv jsou nékteré hnRNP z mRNA vyvazovany, dalsi zUstavaji
souCasti mRNP a doprovazeji mRNA az do cytoplazmy. U savcu byla jejich role
v exportu z jadra prokazana na hnRNP A1, jenz obsahuje M9 doménu, ktera je zaroven
exportnim signalem. HNRNP Al se také ucastni sbalovani pre-mRNA do mRNP
(string-db.org) a byl identifikovan pfi vazbé na 3’'UTR motiv slouZici k cileni transkriptu
k degradaci, tedy maze se podilet i na kontrole stability mRNA (Geissler a kol. 2016).

Mnoho hnRNP je z mRNA odstranéno béhem vystfizeni intront (viz kompetice
PTB/hnRNP 1 a U2AF v kapitole 2.1.3). Lin a Patton (1995) také poukazuji na schopnost
U2AF pfemistit PTB, coz by znamenalo, Ze struktura mRNP je do urcité miry dynamicka.
Nékteré hnRNP jako napfiklad jiz zminény hnRNP A1 v8ak zlstavaji a spolu s EJC
doprovazeji mRNA do cytoplazmy. EJC je ponechan sestfihovym aparatem po vystfizeni
intronU a ligaci exonu. Jednim z Sesti proteinu tvoficich EJC, které jsou stejné jak u
savcu, tak u rostlin, je ALY (Casto uvadén také jako ALY/REF)- adaptér pro exportni
receptory, coz vede k ucasti EJC na exportu mRNA z jadra. DalSimi jsou Mago-nashi,
Y14 (Tsunagi), UAP56 helikaza (u rostlin ziejmé& AT2G33730; string-db.org) RNPS1 a
eukaryoticky iniciacni faktor elF4A-III.

DalSimi proteiny mRNP partikule doprovazejicimi mRNA do cytoplazmy jsou SR
fosfoproteiny, soucasti sestfihového komplexu. Jsou esencialnim faktorem pro rozeznani
sestfihovych mist a sestaveni sestfihového aparatu. Skladaji se z jednoho nebo dvou N-
terminalnich RRM (z angl. RNA recognition motif) a C-terminalni domény bohaté na
serin a arginin. V rostlinach bylo popsano vice SR fosfoproteind, nez napfiklad u ¢lovéka
(10) a to 19 u Arabidopsis ( Wang a Brendel 2004) a az 24 u ryZe, kédovanych 20 geny
(Isshiki a kol. 2005).

2.2.2 Poly(A) vazebné proteiny (PABP)

Eukaryotické poly(A) vazebné proteiny (PABP) jsou esencialni a velice hojné
bunécné faktory obsahujici RRM (z angl. RNA-recognition motif) Uc¢astnici se tvorby
MRNA, translace, pfedevsim jeji iniciace, a transportu. Vazi se na polyadenylovany 3’
konec mRNA a pozdéji také interaguji s cap vazebnym komplexem (CBC) a

elF4G/elF4B iniciaCnimi faktory translace. Udrzuji stabilitu mRNA ihibici deadenylace a
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odcepickovani (Wilusz a kol. 2001) a hraji roli i v exportu (Chekanova a Belostotsky
2003). Zatimco savci a kvasinky maji vétSinou pouze jeden nebo jenom par PABP, u
rostlin jich |ze najit az osm (PAB1-8) a déli se dle fylogeneze do tfi skupin. PABP prvni
tfidy (PAB3,5) jsou strukturou stejné jako PABP tfidy druhé (PAB2,4,8), rozdil je pouze
v absenci intronu 2 a 12 u druhé tfidy. Treti tfida PABP (PABP6 a PABP7) sdili
spole¢né introny 3, 4 a 9, které v ostatnich nejsou. PAB1 nepatfi do zadné z vySe
uvedenych skupin. PABP prvni a druhé tfidy se vyvinuly ze spoleéného ancestralniho
PABP genu ztratou nékolika intronu, treti tfida se vyvinula nezavisle od vySe zminénych
ztratou intronu 6 a 8. Jejich exprese mize a nemusi byt organové specificka, napfiklad
PAB3 a PABS5 jsou exprimovany piedevSim v reprodukénich organech, konkrétné ve
vegetativni a generativni bunce samciho gametofytu, ale PAB2 a PAB4 jsou silné

exprimovany v celé rostliné (Belostotsky 2003).

AVANV AV AV ,/_\_/\ '/AAUAAA '\/

—

Obr. 1. Pre-mRNA s navazanymi proteiny a slozena jaderna mRNP ¢astice.

(upraveno dle Lorkovi¢ 2009)
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3. Jaderny export mRNP

Poté, co je pre-mRNA zpracovana cepiCkovanim, sestfihem, polyadenylaci,
opatfena nalezitymi komplexy proteini a UspéSné sbalena do mRNP c&astice, musi
cestou do cytoplazmy projit skrze jadernou membranu. mRNP jsou translokovany skrze
komplex jaderného poru a proces exportu z jadra se uc€astni jak komponenty mRNP, tak
razné exportni faktory, které interaguji s doménami jadernych po6rd a souc¢asné s mRNP,
popfipadé méni jeho strukturu. Souhra proteinovych komplexi Uc€astnicich se exportu
povede k rozvinuti mRNP, translokaci komplexem jaderného péru a umoznéni mRNP byt

transportovan na misto urceni.

3.1 Rostlinny komplex jaderného poru

Komplex jaderného péru (NPC-z angl. Nuclear pore complex) je velky, 60 (u
kvasinek) — 120 (u savcu a rostlin) MDa proteinovy komplex (Parry 2014) spojujici vnitini
a vnéjSi jadernou membranu a je kliCovym regulatorem transportu proteini a RNA mezi
jadrem a cytoplazmou. Stavebnimi bloky jaderného péru jsou proteiny Nup
(nukleoporiny), které jsou v komplexu v mnoha kopiich hojné zastoupeny. Celkovy pocet
nukleoporint na jaderny pér je pfiblizné 500-1000 (Cronshaw a kol. 2002). U rostlin bylo
identifikovano, stejné jako u savcu a kvasinek, 30 Nup proteinu, pfi¢emz u rostlin chybélo
sedm komponent jaderného péru v porovnani se sav€im. Nicménég, byl identifikovan
Nup136/Nup1 obsahujici phenylalanine (F)-Glycin (G) repetice, jehoz homolog u savcu
nebyl zjistén (Tamura a kol. 2010). U nukleoporinu MOS7/Nup88 byla zjisténa dulezita
role pfi gametogenezi a vyvoji semen Arabidopsis. Mutace v alele mos7-5 zpuUsobuje
zastaveni vyvoje zarode¢ného vaku a pylu (Park a kol. 2014). Také LNO1 (u lidi
Nup214), ktery zprostiedkovava vazbu s mRNA exportnimi faktory se ukazal byt
nezbytnym. Mutace v genu pro tento nukleoporin zastavuje prvni asymetrické déleni
béhem rané embryogeneze, to vede k zastaveni vyvoje embrya (Braud a kol. 2012).
Rostlinné nukleoporiny vykazuji podobnou organizaci domén jako nukleoporiny savcu a
kvasinek, ale homologie sekvence Nups je vy3$Si mezi rostlinami a savci (Tamura a kol.
2010). DalSim rozdilem u rostlinného NPC je absence Nup358, nukleoporinu kotviciho
RanGAP (z angl. RanGTP-activating protein) na jadernou membranu. RanGAP aktivuje
RanGTPazu, ktera je nezbytna pro transport nakladu z jadra. Misto toho, rostliny pro
ukotveni RanGAP vyuzivaji WIP (z angl. WPP-domain interacting protein) a WIT (z angl.

WPP domain-interacting tail-anchored protein), nukleoporiny s motivem coiled-coil a
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transmembranovym motivem. Imunolokalizani analyzy ukazaly lokalizaci WIP a WIT
v NPC (Zhao a kol. 2008).

Struktura NPC je mezi organismy konzervovand, podjednotky poru vytvareji kanal
s osmiCetnou radialni symetrii, ktery Ize rozdélit na tfi Casti: jaderny koS, centralni
por/kanal a cytoplazmaticka vlakna. Az tfetina nukleoporini obsahuje doménu s FG
repetici, ktera je dulezita pro vazbu transportnich receptorti (Ryan a Wente 2000), ale jen
malo nukloporini obsahuje transmembranovou doménu. Jako kotva a leSeni pro
skladani jaderného péru zifejmé slouZi integralni proteiny gp210 (Glykoprotein o velikosti
210 kD), Pom121 (z angl. Pore membrane protein of 121 kD) a NDC1 (z angl. Nuclear
division cycle 1) (Cronshaw a kol. 2002, podle Tamura a kol. 2010).

Jako takové Ize nukleoporiny rozdélit do tfi skupin. Prvnimi jsou FG nukleoporiny
obsahujici doménu s FG repeticemi interagujici s pfepravovanym nakladem a vytvarejici
fetézy, skrz které neprojdou velké hydrofilni latky, mimo téch nesoucich exportni faktor
interagujici s FG doménou. Druhymi jsou nukleoporiny s WD (tryptofan-aspartat)
repeticemi a [(-propeller motif (Cronshaw a kol. 2002). Treti skupinu zastupuji

transmembranové nukleoporiny, které uchycuji NPC v jaderné membrané.

Higher plants Vertebrates

RanGAP
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@. RAE1 RAET .
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Obr. 2. Porovnani mezi komplexem jaderného péru vysSich rostlin a obratlovcu; rostlinné

nukleoporiny, které nebyly v praci Tamura a kol.

kol. 2010)

(2010) pozorovany, jsou vyskrtnuty. (Pfevzato z Tamura a
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Detaily struktury a morfologickych zmén NPC v rliznych fazich vyvoje byly
zaznamenany u tabakovych bunék BY-2 (FiSerova a kol. 2009). NPC tfi dny starych BY-
2 bunék se v urcitém rozsahu podobaly NPC popsanych ve vaji¢kach drapatky vodni a
projevovaly rozmanité a komplexni konformace. PfedevSim, u tfi dny starych BY-2 bunék
bylo pozorovano osm podjednotek cytoplazmatického prstence uspofadanych do kruhu
nebo tvaru hvézdice s pfitomnosti nebo nepfitomnosti centralni partikule uprostfed NPC.
U bunék starych deset dni byly kromé& podjednotek prstence pozorovatelné vystupujici
vnitfni vidkna a daleko komplexnéjsi struktura centralniho kanalu. Vnitfni vlakna jsou 5-
13 nm silna propojujici NPCs a predstavuji dulezity poznatek ohledné struktury
rostlinnych NPCs. Tyto NPCs z 10 dni starych bunék reprezentuji zralé, plné funkcni
NPC. Cytoplasmaticka vlakna nebyla pozorovana. To bud znamena, Ze jsou tyto viakna

obtizné zachovatelna, nebo ne kazdy rostlinny NPC vlakna obsahuje.

3.2 Translokace mRNP komplexem jaderného poru

Poté, co je mMRNA opatfena hnRNP, exportnimi faktory sestfihového aparatu a
dalSimi mRNA vazebnymi proteiny, nasleduje sled udalosti a interakci, které vedou
k translokaci mRNP c&astice komplexem jaderného péru. U Zivocichl a kvasinek byly
zpusoby exportu jiz dfive pomérné dobfe objasnény, u rostlin vS§ak nékteré komponenty
nebyly nalezeny, nebo byly naopak nalezeny faktory unikatni jen pro rostliny.

Na exportu mRNA do cytoplazmy se podili mnoho proteinu, z nichz vétSina je do
komplexu mRNP rekrutovana béhem transkripce. Faktord zodpovidajicich za export
mRNA je cela fada, od CBP (Cap vazebného proteinu), soucasti sestfihového aparatu a
poly(A) konce, az po exportni receptory a adaptéry zprostifedkovavajici vazbu receptort
s MRNA. Dobfe probadanymi systémy jsou savci a kvasinky, ale u rostlin je situace
odlisna. V rostlinach nebyly dle sekvencni podobnosti nalezeny homology exportnich
receptorl, coZz miUze znamenat, Ze rostliny vyuzivaji bud jinych zplsobu, nebo produkuji
jiné proteiny s obdobnou funkci. Né&které rostlinné proteiny vykazujici podobnost s
proteiny obratlovcl a kvasinek (pfedevSim PABP) vSak maji funkci pfi exportu v jinych
systémech nez rostlinnych a tedy Ize pfedpokladat podobnou funkci i u rostlin. Na to
poukazuje fakt, Zze export transkriptu, jejichz poly(A) konec, slouzici jako substrat pro
urcCité RNA vazebné proteiny, nebyl spravné utvofen, je defektni (Huang a Carmichael
1996).

VSeobecné je u vysSich eukaryot situace nasledujici. Jaderny export mRNA je

usnadnovan tzv. NTR (z angl. Nuclear transport receptor), mezi néz patfi heterodimer
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TAP (z angl. Tip-associated protein) vSeobecné zvany NXF1 (z angl. Nucelar RNA
export factor 1) a p15, vSeobecné NXT1 (z angl. NTF2-like export factor 1), které
dohromady tvofi zakladni komponenty jaderného exportu mRNA. U kvasinek se témto
proteinlm fika Mex67 a Mtr2. Zajimavé je, ze Mtr2 a p15 i pfes absenci sekvencni
homologie vykazuji strukturni i funkéni podobnost (Fribourg a Conti 2003). To podporuje
hypotézu psanou vySe, Ze i rostliny mohou mit podobné exportni systémy i pFes
rozdilnost sekvenci. Situace ohledné rostlinnych exportnich faktord bude objasnéna
dale.

Spole€nym znakem TAP, p15 a jim pfidruZzenych proteind je obsah NTF2-like
domény, ktera je dullezita pro protein-protein interakce (Suyama a kol. 2000) a pro
interakci s FG repeticemi jadernych péra (Fribourg a kol. 2001). P15 je malym proteinem
obsahujicim pouze NTF2-like doménu, na rozdil od NTF2 vSak netvofi homodimery a
neinteraguje s RanGDP. Vaze se pouze na TAP, ktery obsahuje jak NTF2-like doménu,
tak RRM pro vazbu RNA, repetice bohaté na leucin a TAP-C doménu.

DalSimi soucastmi exportni masinérie jsou adaptérové proteiny komplexu THO-
TREX. NXF1 a NXT1 se vazi na mRNA skrze ALY protein (u kvasinek Yral)- soucast
EJC. ALY téz vaze Cbp20 (lglesias a kol. 2010), coz poukazuje na dullezitost uprav pre-
MRNA pro zdarny export z jadra do cytoplazmy. Dulezitym exportnim faktorem je UAP56
(u kvasinek Sub2) ATP-dependentni RNA helikaza a soucast spliceosomu, ktera se vaze
na stejnou doménu ALY jako NXF1-NXT1. V praci Strassera a Hurta (2001) je u
kvasinek demonstrovana kompetice Mex67-Mtr2 a Sub2 pfi vazbé na Yra1l. Ziskané
poznatky poukazuji na to, Ze helikaza Sub2 by mohla rekrutovat Yra1l na mRNA a poté
byt vyvazana heterodimerem Mex67-Mtr2, ktery dale interaguje s jadernymi pory. PFi
translokaci jadernym porem je potfeba remodelace mRNP, ¢ehoz se z cytoplazmatické
strany u€astni ATP-dependentni helikaza Dbp5p (Tran a kol. 2007).

U rostlin se zatim o exportnich faktorech pfili§ nevi, ortology exportnich receptord
NXF1 a NXT1 nebyly nalezeny. Jako rostlinny exportni receptor pro nékteré mRNP by
mohl  slouzit protein CRM1. CRM1 zprostfedkovava export SR proteinu, které
rozeznavaji urcité motivy v sekvenci mRNA a vazi se na ni. SR proteiny, které mély
mutantni RNA vazebny motiv nebyly v rostlinach exportovany (Rausin a kol. 2010).
CRM1 interaguje s FG repeticemi nukleoporini a doprovazi ho RanGTP (Port a kol.
2015). U rostlin by tedy mohla byt RanGTP zavisla draha jednou z exportnich drah
MRNA.

Zajimavym je wu rostlin gen LOS4 kodujici protein, ktery je dosud

nejpravdépodobnéjSim ortologem kvasinkového Dbp5p (Gong a kol. 2005). LOS4,
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rostlinna DEAD-box helikaza/ATPaza, interaguje s LNO1 (nukleoprin, homolog
k sav€imu NUP214 a kvasinkovému Nup159) (Braud a kol. 2012). DalSimi proteiny
podilejicich se na exportu mRNA nejbliZz8i proteinim savcl a kvasinek jsou proteiny
CepiCky vazebného komplexu. Tyto provazeji mRNP az do cytoplazmy, kde jsou
vyvazany a importovany zpét do jadra (Lewis a lzaurralde 1997). Jak uz bylo zminéno,
také PABP se ucastni exportu. Kromé kontextu s vazbou CBC-ALY se ukazuje jeho role
v exportu také vztahem s Gle2p (protein asociovany s NPC) a Nab2p (transportni
hnRNP), kdy ektopicka exprese rostlinného PAB3 uchranila nab2-1 mutantni kvasinky od
defektu exportu (Chekanova a Belostotsky 2003). Adaptéry ALY jsou u rostlin znamy
Ctyfi (Uhrig a kol. 2004).
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4. Transport mRNA cytoplazmou

Aktivni transport mRNA a jeji lokalizovana translace zajiStuje prostorovou
organizaci proteinl v burice a je tedy nedilnou soucasti rustu a vyvoje organismu. mRNA
jsou navadény do raznych kompartmenti/organel zpusobem, na némz se podileji cis
elementy nachazejici se pfedevSim v 3" UTR (z angl. Untranslated region) mRNA, tzv.
zip kody, trans faktory - RNA vazebné proteiny vazici se na cis elementy, a adaptérove
proteiny propojujici RBP s motorovym proteinem. Posun podél viaken cytoskeletu je
zprostfedkovan motorovymi proteiny. Pro rozeznani mRNA pfislusnym RNA vazebnym
proteinem je nutny obsah zip kddu. Ten se nachazi pfevazné v 3° UTR oblasti (nebo
v kédujici oblasti jako napf. u ASH1 mRNA), ale mize také byt v 5° UTR, pficemz
struktura zip kodu neni zcela dana. Posun podél cytoskeletu byl nejprve pozorovan
pouze v pritomnosti RNA vazebného proteinu (u kvasinek She2p), to by znamenalo, ze
pohyb je podminén vazbou nakladu (Krementsova a kol. 2011), ackoliv v praci Heyma a
kol. (2013) je tato hypotéza zpochybnéna pozorovanim pohyblivych ¢&astic i bez
navazané RNA.

Pohyb mRNA miuze byt propojen s transportem membranovych kompartment(,
jako napfiklad s endoplazmatickym retikulem (Aronov a kol. 2007), endozémy (Baumann
a kol. 2013) nebo processing bodies (Steffens a kol. 2014) a kromé aktinového
cytoskeletu je pro transport mnohych mRNA v riznych organismech vyuzivano také
mikrotubult (Baumann a kol. 2013; Brendza a kol. 2000; Donlin a kol. 2016).

4.1 Slozeni mRNP a transport burikou

4.1.1 Cis- elementy mRNA - zip kédy

Zip kod miuze byt segment mRNA ruzné délky s definovanou nukleotidovou
sekvenci nebo s kratkymi repeticemi, ale mize tvofit i sekundarni struktury (Gonzalez a
kol. 1999), kdy je rozeznavana struktura, ne sekvence. Molekula mMRNA mze obsahovat
i vice zip kodu najednou a jejich délka je u riznych druhd mRNA odliSna, napfiklad
mMRNA pro B-aktin ma zip kéd dlouhy 54 nukleotidu lokalizovany v 3’'UTR (Chao a kol.
2010), zatimco zip kéd VLE rastového faktoru drapatek Vg1 mRNA je dlouhy az 340
nukleotidl, taktéz se nachazi v3° UTR a jeho schopnosti lokalizovat transkripty se
vyuziva pfi vytvareni konstruktl uréenych ke sledovani lokalizace RNA in vivo (Powrie a

kol. 2015). U rostlin jsou nejvice studovanymi lokalizované mRNA proteini endospermu
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ryze. Napfiklad u mRNA glutelinu byly identifikovany 3 zip kody s konzervovanymi
sekvencnimi motivy (Washida a kol. 2009). Dva se nachazeji v kédujici oblasti a jeden
v 3'UTR. To opét ukazuje, ze zip kédy nejsou zcela definovany a Ze sestavaji z riznych
kombinaci cis-elementd, kdy zalezi na druhu mRNA a mistu, kam ma byt

transportovana.

4.1.2 Transportni komplexy a zpUsoby transportu u eukaryot

Z vysledkl prace Hamady a kol. (2003) vyplyva, Ze aktivni transport mRNA
prolaminu u rostlin je zprostfedkovan formou pohyblivych mRNP ¢astic zavislych na
aktinovych mikrofilamentech. Také u EDTA/puromycin rezistentni frakce mRNP
v pylovych lackach tabaku byla zjisténa asociace s aktinovym cytoskeletem (Honys a kol.
2009). Slozeni transportnich komplext a interakce mezi mRNP a motorovymi proteiny
jsou u rostlin malo prozkoumané, ztoho divodu budou zucastnéné proteiny a
mechanizmy transportu mRNA po aktinovém cytoskeletu popsany na kvasinkové ASH1
MRNA.

Pohyb mRNP u kvasinek je nejprozkoumangjSim a je zajistén komplexem SHE (z
angl. Swibp-dependent HO expression) sloZzeného z RNA vazebného proteinu, adaptéru
a molekularniho motoru. Souc¢astmi transportnihno komplexu SHE, ktery kromé& ASH1
transportuje dalSich pfiblizné 30 transkriptd (Shepard a kol. 2003; Aronov a kol. 2007),
jsou: myosinovy motor Myo4p (myosin tfidy V), adaptér She3p a RNA vazebny protein
She2p, ktery je na mRNP rekrutovan béhem transkripce elongacnim faktorem RNA
polymerazy Il DSIF (interaktor NELF podilejici se na pozastaveni transkripce, viz
kapitola 2.1.1) (Shen a kol. 2010). Tyto tfi proteiny s navazanou mRNA jsou dostacujici
pro vytvofeni pohyblivé Castice pohybujici se podél aktinovych viaken do nové pucici
kvasinky (Heym a kol. 2013).

RBP She2p se na ASH1 vaze kotranskripcné, na vSechny c&tyfi zip kédy s riznou
afinitou, nejvice viak na E3 element situovany v 3" UTR (Mduller a kol. 2011). Celkové je
ale afinita a specifita vazby She2p na mRNA pro zdarny transport velice nizka a tento
problém je zfejmé feSen vazbou faktoru pro skladani velké ribozomalni podjednotky
Loc1p, ktery specifitu a silu vazby She2p na mRNA vyrazné posiluje (Niedner a kol.
2013). Pouze She2p sprovazi mRNA cytoplazmou a pro tento jev se nabizi dvé
vysvétleni- bud reimport Loc1p do jadra je dostate¢né silny na to, aby strhnul tento
protein z mRNA, nebo je z mRNA aktivné vyvazan jinym proteinem. Z vysledku prace

Niednera a kol. (2013) vychazi najevo, ze se do komplexu vaze protein She3p, ¢imz
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vznika komplex She2p-She3p a dochazi ke kompetici mezi She3p a Loc1p o vazbu na
She2p a naslednému vyvazani Locl1p. Vjadfe se na mRNA jesté vazi translacni
regulatory/represory Puf6p a Khd1p (Deng a kol. 2008; Irie a kol. 2002), které zajisti, aby
translace nastala az po dopraveni a ukotveni mRNP v cilové lokaci.

Dal8i soucasti transportniho komplexu SHE je zminény adaptérovy protein
She3p, ktery je v podobé dimeru schopen tvofit stabilni komplex s monomerem Myo4p
(Heym a kol. 2013). Vazba je silna a vznika jednohlavy komplex motorového proteinu a
She3p. Dva Myo4p-She3p komplexy jsou rekrutovany mRNA vazebnym tetramerem
She2p za vzniku dvouhlavého komplexu (Krementsova a kol. 2011). Vazebné misto
She3p je jeden a-helix a na She2p se vaze pod pravym uhlem. Jak bylo fe€eno, naklad
RNA neni pro pohyb SHE komplexu nutny. Esencialni pro transport komplexu je
interakce She3p s She2p. U mutantd She2p, kdy mutantnimu proteinu chybéla
vyCnivajici doména s motivem helix E a tudiz nebyl schopen vazat She3p, nebyl pohyb
Castic po F-aktinu pozorovan (Heym a kol. 2013). Aktivita SHE bez nakladu mRNA byla
poté opét potvrzena, zavisi tedy na protein-proteinovych interakcich (Edelmann a kol.
2015).

Treti zminénou komponentou SHE je Myo4p, myosinovy motor tfidy V, sestavajici
z N-terminalni motorové domény, ramena s regulatorni funkci a koncové domény.
Koncova doména obsahuje coiled-coil region a C-terminalni globularni doménu (viz
Reck-Peterson a kol. 2000). Pravé globularni doména je zodpovédna za spravny

transport nakladu a jeho lokalizaci v nové pucicich kvasinkach (Heuck a kol. 2010)

| kdyZ je SHE komplex transportnim systémem mRNA pouze u kvasinek, princip,
kdy je mRNA transportovana pomoci RBP, adaptéru, motorového proteinu a popfipadé
pomoci transportu membranového kompartmentu, plati i u dalSich organisml (viz
Jansen a kol. 2014). Napfiklad u Ustilago maydis slouzi jako RNA vazebny protein
Rrm4, ktery zprostfedkovava vazbu s endozémem. Neni jisté, zda se Rrm4 vaze pfimo
na endozomalni lipidy, nebo zda k tomu potfebuje adaptér (Baumann a kol. 2012).
Transport mRNA v rostoucich hyfach mize predstavovat jeden z pfikladud transportu
zavislého na mikrotubulech. Pfepravovana mRNA je v tomto pfipadé vazana skrze Rrm4
na endozom a pohyb je zprostfedkovan molekularnimi motory kinesinem a dyneinem,
kdy dva az pét Kin3 proteinu transportuje naklad k plus konci mikrotubul( a dynein Dyn1-
Dyn2 je zodpovédny za transport k minus konci. Kotransport mMRNP a endozomu( by
mohl probihat dvéma mechanizmy, bud molekularni motory obsahuji jednu doménu pro

vazbu Rrm4 a jednu pro vazbu endozému (jako napfiklad lipid-vazebnou PH doménu u
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Kin3), nebo se Rrm4 s naloZzenou mRNA vaze na endozém pomoci adaptérového
proteinu a je transportovan spolec¢né s nim (Baumann a kol. 2012). Nebyly nalezeny
prace, které by popisovaly zplUsob transportu mRNA pomoci endozom( v rostlinnych
systémech.

Dalsi alternativy transportu mRNA Ize nalézt u zivocCicha. Ve vajiCku Drosophila
melanogaster je za determinaci pfedozadni osy zodpovédna lokalizace bicoid mRNA a
oskar mRNA. Bicoid mRNA je lokalizovana na pfedni strané vajicka (Chang a kol. 2011)
a oskar mRNA je transportovana na stranu zadni a je ukotvena pomoci kontrolniho
elementu vaziciho se do 5" UTR (Kanke a MacDonald 2015). Pohyb po mikrotubulech
smérem Kk plus konci zajistuje kinesin |, zatimco transport mRNP ¢astic k minus konci
mikrotubull zprostfedkovava dynein. Velky rozdil oproti pfedesSlym uvadénym typum
MRNA je komplexnost mMRNP ¢astice, pfedevSim pfitomnost EJC a mnozstvi trans-
faktord. Mezi ty patfi napfiklad Staufen protein (Stau), zodpovédny za smérovani
transkriptt, hnRNP Hrp48 a Squid-zfejmé zodpovédné za organizaci gradientu
dorzalniho morfogenu (string-db.org), Glorund (Glo)-vazici proteiny CBC komplexu, a
mnoho dalSich (viz St Johnston 2005). Jestli tyto RNA vazebné proteiny hraji pfimou roli
v transportu ale neni jasné, zadné z nich nebyly v interakci s dyneinem pozorovany.
NejpravdépodobnéjSimi kandidaty pro tento ucel by mohly byt proteiny Egl a BicD.
Komplex Egl-BicD by se mohl chovat jako pojitko mezi mRNP a transportni masinerii
(Mach a Lehmann 1997). To bylo potvrzeno v praci Dienstbiera a kol. (2009), kdy byla
pozorovana pfima interakce Egl, jenz vaze mRNA pfes zip kod, s BicD, pficemz Egl
interaguje s Dlc (z angl. Dynein light chain) doménou dyneinu (Hoogenraad a kol. 2003)
a BicD je schopen rekrutovat dynein/dynaktinovy komplex (Navarro a kol. 2004).

Prace Simona a kol. (2015) uvadi funkci soucasti EJC také pfi lokalizaci oskar mRNA,
kdy se EJC vaze na lokaliza¢ni element SOLE. Proteiny tvofici ,exon-junction complex“-
Y14 (Hatchet a Ephrussi 2001), Mago-nashi (Mohr a kol. 2001) a elF4A-Ill (Palacios a
kol. 2004) jsou potiebné k transportu a lokalizaci oskar mRNA, avSak nevi se, jakym
mechanizmem je tento dé&j zprostfedkovan. V neuronech octomilek jsou znamy i dalSi
soucasti transportnich mRNP (viz Hutten a kol. 2014), hlavné FMRP (z angl. Fragile X
mental retardation 1 protein), kdy v neuronech, které obsahovaly defektni FMRP, byl
pozorovan omezeny smeérovany pohyb mRNP granuli, ale ne celkova délka nebo
rychlost transportu (Estes a kol. 2008). V jejich modelu transportu mRNP figuruje FMRP
jako pojitko mezi mRNA a mikrotubularnimi motory a to bud pfimo, nebo pfes dalSi

soucasti mRNP, které nejsou znamy.

21



Pfipady, kdy byla mRNA transportovana a lokalizovana do specifického mista,
byly zjistény i u dalSich organismu. U vaji¢ek Xenopus laevis byla in vivo pozorovana
lokalizace vegetativhi RNA (Bauermeister a kol. 2015). Ve stejné praci byla zjisténa
funkce proteinu Celf1 jako soucasti lokalizaCni masinérie, ktery je jinak znamy tim, Ze se
podili na deadenylaci mMRNA. Lokalizace mRNA byla pozorovana i v blastomerach
ovCich embryi (Hosseini a kol. 2016) a v axonech u lidi (Gervasi a kol. 2016).
Lokalizovana mRNA byla pozorovana v presynaptickych zakon€enich axonli a analyza
mMRNA vazanych na polyzémy odhalila sledovanou mRNA. To je v souladu s potifebou
urychlit proteosyntézu neurotransmiterl transportem a lokalizaci mRNA do okoli
membrany presynaptického zakonceni neuronu. Ve stejné praci byl také identifikovan

element zodpovédny za lokalizaci nachazejici se v 3'UTR.

4.2 Transport mMRNA u rostlin

Je znamo, Zze mMRNA se v bufkach muze pohybovat volnou difuzi, byt aktivné
transportovana a lokalizovana a ze mezi témito cykly ukotveni, difuze a aktivniho
transportu je schopna €asto prechazet (Fusco a kol. 2003). Otazky vyvstavaji predevsim
ohledné aktivniho transportu, u néhoz je sloZeni transportnich komplexd a mechanizmus
dodnes u rostlin velmi slabé probadanym. Sou€asny vyzkum lokalizace a pohybu mRNA
v rostlinnych burnkach je zaméfen na mRNA v pylovych lac¢kach u tabaku (Honys a kol.
2009) a mRNA zasobnich proteini semen ryze, hlavné prolaminu (Yang a kol. 2014), a
jim podobnych proteint (prolamin-like), napfiklad glutelinu (Doroshenk a kol. 2014).

Transport mRNA u rostlin probiha, stejné jako u predeSlych zminénych
organismu, za pomoci bunéného cytoskeletu. U prolamind endospermu semene ryze
byla pozorovana RNA vazebnym proteinem fuzovanym s GFP znatena mRNA
lokalizovana do kortikalniho endoplazmatického retikula (Hamada a kol. 2003).
Zkoumana mRNA byla transportovana ve formé 0.3-2 um velkych partikuli priimérnou
rychlosti 0.3-0.4 pm/s, coz ukazuje na moznou ucast molekularnich motord.
Transportované Castice vykazovaly jednosmérny “stop-and-go“ pohyb, ale byl pozorovan
i oboustranny a nahodny pohyb mRNP. Ve stejné praci bylo pozorovano rychlé
pozastaveni transportu ¢astic po pfidani inhibitort tvorby mikrofilament, ale pfidani latek
naruSujicich mikrotubuly nemélo na pohyblivost téméf zadny vliv. Aktivni transport
nékterych mRNA v rostlinnych bunkach by tedy mohl byt pfednostné zavisly na
aktinovém cytoskeletu. U Arabidopsis bylo identifikovano 17 myosin spadajicich pouze

do skupiny VIII a XI, které jsou mezi rostlinami konzervované (Reddy a Day 2001). T¥ida
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myosinu Xl je podobna myosinum tfidy V (viz Li a Nebenfihr 2008), do které spada i
kvasinkovy Myo4p.

Kromé& aktinovych mikrofilament interaguje mRNA také s mikrotubularnim
cytoskeletem. Prozatim vSak poznatky poukazuji na to, Ze mikrotubuly slouZi spiSe
k ukotveni mRNA v cilovém regionu (Muench a Park 2006). V proteomické analyze
Chuong a kol. (2004) byly u Arabidopsis identifikovany RNA-vazebné proteiny
interagujici s tubulinem. Jednim z nich je protein s SNC/Tudor doménou, ktery vaze jak
tubulin, tak RNA. Dalsimi RBP vazici mikrotubuly indentifikovanymi v praci Chuong a kol.
(2004) jsou RNA helikdzy a Poly (A) vazebné proteiny (PABP). Bylo identifikovano také
nékolik proteint nalezicich komplexu snRNP, které hraji roli v sestfihu pre-mRNA, a
ackoliv pfima vazba k mikrotubulim nebyla pozorovana, sekvence dvou z téchto
proteinl je z 50% stejna jako u houbovych B-transducind, které mikrotubuly vazi.

Jak bylo feCeno, mRNA je vSeobecné v organismech transportovana ve formé
mMRNP. U rostlin je zatim presné slozeni transportovanych mRNP neznamé, ale nékteré
proteiny jsou moznymi kandidaty. Mimo vySe zminénych RNA helikaz, PABP a proteind
s SNC/Tudor doménou byla prokazana ucast pfi lokalizaci napfiklad u proteinu MFP (z
angl. Multifunctional protein), ktery se také podili na B-oxidaci mastnych kyselin
v peroxizomu (Chuong a kol. 2002). Podobnym RNA vazebnym proteinem u savcu je
MAP1A, u kterého se vi, Ze je soucasti mMRNP komplexu vaziciho se na cytoskelet a
hraje roli v transportu mRNA (DeFranco a kol. 1998), a tedy MFP by mohl byt jednou ze
zakladnich soucasti transportovanych mRNP u rostlin (Chuong a kol. 2002). DalSi
soucasti transportovanych cytoplazmatickych mRNP je EJC komplex. | u rostlin byly
identifikovany proteiny Mago a Y14 (Yang a kol. 2016), které se podileji na lokalizaci
mMRNA ve vajiCkach Drosophila melanogaster.

4.3 Lokalizace mRNA u rostlin

V poslednich letech byly vyvinuty nové metody sledovani mRNA v rostlinnych
tkanich, které umoznily rychlé a citlivé zjisténi lokalizace RNA (Schénberger a kol. 2012;
Bowling a kol.2014; Bleckamnn a Dresselhaus 2016). V praci Doroshenk a kol. (2014)
byly v endospermu semene ryZe pozorovany protilatkami znacené RBP-P, které vazi
MRNA. RBP-P byly pozorovany v cytoplazmé a predevSim vokoli jadra
v endoplazmatickém retikulu. Dale byly pozorovany znafené processing bodies a
lokalizace transkriptl byla zaznamenana v doménach endoplazmatického retikula

endospermu ryze (Washida a kol. 2012). Také v praci Yanga a kol. (2014) byla mRNA
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pfi pozorovani exprese RBP lokalizovana. V praci Bowling a kol. (2014) byla pozorovana
MRNA v listech kukufice. MRNA byla lokalizovana pfedevsim v okoli cévnich svazku a
v pochvé cévniho svazku. V burikach pokozky listu tabaku byla vrealném case
pozorovana lokalizace mRNA do granuli, které se pohybovaly orientovanym pohybem
(Schonberger a kol. 2012).

Metodou F-WISH (z angl. fluorescent whole-mount RNA in situ hybridization) byly ve
vaje¢nych bunkach Arabidopsis sledovany mRNA genu pro subtilazu (SBT4.13 mRNA)
(Bleckmann a Dresselhaus 2016). Po oplodnéni vajicka SBT4.13 mRNA ze zygoty

zmizely a misto toho byly detekovany v raném endospermu v oblasti chalazy (viz Obr. 3).
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Obr. 3. Pfiklady ukazujici lokalizovanou SBT4.13 mRNA v raném endospermu pobliz chalazy. (A
a B) Pozorovanda mRNA v sami¢im gametofytu (A) a vyvyjejicim se zarode¢ném vaku (B). Jadra
endospermu jsou oznacena hvézdic¢kou. (C-G) Pozorovano pouzitim metody F-WISH.
(C-E) Lze pozorovat stejnou distribuci mRNA v cytoplazmé vaje¢né burky. (F) Distribuce mRNA v
cytoplazmé pfi maximalnim flouroscenénim signalu
(D) mRNA v cytoplazmé syncytia vyvijejiciho se endospermu obklopujici jadro v oblasti chalazy.

(G) Fotografie D pfi maximalni intenzité. mRNA vykazuje mista, ve kterych se hromadi.
Zkratky: EC, vaje¢na burka; CC, centralni buriky; SY, synergida; Z, zygoty; ES, endosperm; CH, oblast

chalazy; bila Sipka: jadro centralni buriky; bily hrot Sipky: jadro vaje¢né buriky; Cervené hroty Sipek: jadra
spermatickych bunék po splynuti bunék. Méfitka maji 20 um (pfevzato z Bleckmann a Dresselhaus 2016)
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5. Skladovani mRNA

| pfes obecné oCekavani, mMRNA nemusi byt okamZité rekrutovana na polyzémy
k translaci, ani degradovana ihned po jejich opusténi, ale mize mezitim nékde setrvavat
a byt poté, prevazné za stresovych situaci nebo dé&ju vyzadujicich rychlou mobilizaci,
opét povolana. Znacna ¢ast mRNA je po lokalizaci translatovana, ale nékteré transkripty
jsou translacné umiceny a presmérovany do skladovacich mRNP ¢&astic, stresovych
granuli nebo mohou projit processing bodies, kde jsou bud degradovany a recyklovany,
nebo opét umliceny, skladovany a nasledné exportovany k opétovné translaci. Napfiklad
u Arabidopsis bylo popsano vice nez 12 000 skladovanych mRNA (Nakabayashi a kol.
2005).

5.1 Processing bodies

Processing bodies jsou dynamické komplexy obsahujici transkripty, které nejsou
momentalné translatovany, proteiny degradacniho aparatu mRNA, proteiny zodpovédné
za NMD (z angl. Nonsense mediatec decay) a komponenty represni masinérie miRNA.
PB (Processing bodies) sestavaji z mRNP a skladaji se do vétSich utvarl pomoci
protein-proteinovych interakci. PoCet PB v burfice a jejich velikost je za rdznych
podminek variabilni a k jejich skladani je vyzadovana pfitomnost RNA (Teixeira a kol.
2005).

Protoze prevazna Cast proteinu tvoricich PB slouzi k degradaci mRNA, v kratkosti
bude tento déj popsan. Napfiklad u kvasinek degradace mRNA zacina deadenylaci, kdy
je poly(A) konec transkriptu zkracovan ribonukleazou vazici se na 5  Cepicku.
Deadenylovana mRNA je primarnim substratem pro odebrani 5 €epicky tzv. ,decapping®
komplexem slozenym z protein DCP1 a DCP2. Tato mRNA je poté cilem 5°-3°
exoribonukleazy Xrn1p. Alterntivné, mRNA muzZe byt degradovana smérem 3°-5" tzv.
exozomem (viz van Hoof a Parker 1999).

V rostlinnych PB byly identifikovany nasledujici proteiny: odcepickujici proteiny
DCP1, DCP2 a DCP5, u kterého byla prokazana schopnost potlacovat translaci a je
nutny k formaci PB (Xu a Chua 2009). Dal8imi sou¢astmi PB jsou VCS (VARICOSE),
taktéz soucast odCepiCkujiciho komplexu, XRN4- 5°-3" exoribonukleaza a DHH1
helikdza. Toto zakladni slozeni proteind naznacuje funkci PB- represe translace a
degradace netranslatovanych transkriptd. To by mohlo probihat nasledovné, DCP1,
DCP5 a popfipadé DHH1 vytvofi mRNP s cilovou mRNA uréenou k umli¢eni, DCP2 a
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VCS odstépi Cepitku z mRNA a ta se stane ter¢em XRN4, ktera ji degraduje (Xu a Chua
2011). Faktor pro NMD - UPF1 byl také lokalizovan v rostlinnych PB (nepublikované
vysledky Xu a Chua; podle Xu a Chua 2011). U kvasinek byl v PB pozorovan takeé
iniciani faktor translace elF4E, nicméné u rostlin byl tento faktor nalezen pouze ve
stresovych granulich (Weber a kol. 2008).

Vzhledem ke skladovani transkriptd vyvstava otazka. Jaky druh mRNA je v PB
uréen ke skladovani a nikoli k degradaci? Nej¢astéjSimi mRNA skladovanymi v PB jsou
MRNA zasobnich proteint semen. Sucha semena v PB akumuluji velka mnozstvi DCP1
a DCPS5, coz by odpovidalo uchovavani mRNA v PB bez degradace (pouze u DCP2 byla
v praci Xu a kol. (2006) prokazana odc¢epickovaci aktivita) (Xu a Chua 2011).

PB nejsou statickymi strukturami, v bufice jsou transportovany a prace Steffense
a kol. (2014) to dokazuje. Bylo zjisténo, Zze PB interaguji s myosiny Xl skrze DCP1 a
mutanti v myosinu XI-K vykazovali vyrazné snizeni rychlosti a smérovani pohybu PB.
Pohyb byl také inhibovan sou¢asnou expresi DCP1 s koncovymi doménami myosina XI,
to vysvétluji kompetici myosinl o naklad, coz by vedlo k vyvazani PB od aktinového

cytoskeletu.

5.2 Stresové granule

Stresové granule (SG) jsou bunécné agregaty mRNP odvozené od translacniho
inicianiho komplexu vznikajici za stresovych situaci jako je napfiklad tepelny Sok,
hypoxie, otraveni jedy nebo infekce virem. SG slouzi k udrZzovani spravné translacni
kapacity vici celkové mRNA. Napfiklad, béhem preliti rostliny nastava hypoxie a dochazi
ke sniZzeni celkové proteosyntézy, kam ale s jiz vytvofenymi transkripty? Ty mohou jako
mRNP &astice agregovat do stresovych granuli, kde jsou skladovany, a po pfekonani
stresu mohou byt znovu rychle reasociovat s polyzomy. SG mize obsahovat hnRNP,
translacni iniciaéni faktory, PABP, ribozomaini podjednotky 40S a dalSi RNA vazebné
proteiny, napfiklad transkripéni faktor UBP1. DalSi pozorovanou komponentou agreguijici
do SG je béhem hypoxie ektopicky exprimovany receptor vapenatych iontd a protein
CML38, regulator proteint uc€astnicich se uml€ovani gent (Lokdarshi a kol. 2016).
V stresovych granulich nejsou uchovavany transkripty pro stresové proteiny, jako
napfiklad HSP70 a HSP90, nebot tyto jsou potfebné pfi odpovédi na stres.

mRNA je béhem hypoxie oddélena od translatujicich ribozom( pomoci RNA
vazebného proteinu UBP1C (patficiho do rodiny UBP1) a nasledné agreguje do
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stresovych granuli, pficemz substratem pro UBP1C je jak stabilizovana, tak
destabilizovana mRNA a cely déj je reverzibilni (Sorenson a Bailey-Serres 2014).

SG jsou sestavovany po fosforylaci a podjednotky iniciaéniho faktoru translace
elF2, ¢im se Dblokuje iniciace translace. Nejprve SG nejsou lokalizovany a jejich
distribuce v bunkach je nahodna, ale pozdéji dochazi k lokalizaci do perinuklearniho
prostoru (Zhang a kol. 2011). Bylo pozorovano, zZe stresové granule se objevuji uz po
péti minutach po vystaveni stresu a velikost granuli s Casem roste, ale jejich mnoZstvi po
30 minutach dosahne maxima a poté uz jenom klesa (Ohshima a kol. 2015). Ve stejné
praci je potvrzena pfitomnost TIA-1 (u rostlin je homologem UBP1) RNA vazebného
proteinu jako dllezitého faktoru pfi sestavovani SG, pouze 10% bunék s mutantnim TIA-
1 proteinem vytvofilo pfi odpovédi na otravu arsenitem stresoveé granule. Pfi experimentu
byla pozorovana fuze dvou SG do jedné vétSi a tento proces probihal 10 sekund, to
ukazuje, Ze stresové granule jsou dynamické struktury schopné relativné rychlé
remodelace a ke svému slozeni a transportu vyzaduji mikrotubularni cytoskelet, nebot
pfi odebrani mikrotubult je jejich distribuce v cytoplazmé nahodna. Pohyb SG je

zprostfedkovan dyneinem.

5.3 Translacné inaktivované mRNP a EPPs

Na skladovani mRNA a regulaci jeji translace jsou zavislé predevSim systémy
s nutnosti rychlého vyvoje po dormantni fazi. Vhodnym objektem je pyl kvetoucich
rostlin, u kterého je po rehydrataci nutna vyjimecné rychla produkce strukturnich
protein. Z tohoto duvodu jsou nékteré transkripty nahromadény béhem zrani pylu a
skladovany do doby, neZz bude jejich rychla translace nutna. U pylu tabaku byly
identifikovany volné mRNP se zvySujici se koncentraci béhem zrani pylu (Honys a
Capkova 2000). V této praci je také demonstrovano snizovani poétu mRNP a zvy$ovani
mnozstvi polyzom( v prabéhu ristu pylové lacky, coz odpovida nutnosti mobilizace
transkriptd béhem bouflivého ridstu po rehydrataci pylového zrna. Dale byla v praci
Honyse a kol. (2000) zkoumana distribuce ntp303 mRNA v pylovych zrnech tabaku.
ntp303 mRNA byla identifikovana ve tfech frakcich: v polyzomalnich komplexech, v post-
polyzomalnich RNP ¢asticich a ve velkych RNP ¢&asticich odolnych va&i oSetfeni
EDTA/puromycininem, tzv. EPP (z angl. EDTA/Puromycin-resistant particles). Zatimco
vzorky obsahujici alespon 10% polyzomalnich mRNP byly translacéné aktivni, EPP
nebyly translatovany vubec. Ma se tedy za to, ze EPP by mohl byt kompartmentem

slouzicim k dlouhodobému skladovani transkriptd vznikajici agregaci jednotlivych ntp303
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MRNP, pravdépodobné za ucasti dalSich proteinu. DalSi vyzkumy na pylovych lackach
tabaku tfibily pfedstavu o EPP ¢&asticich, ozfejmily pfedevSim jejich proteinové slozeni,
velikost a funkci (Honys a kol. 2009). Metodou SEC (z angl. Size Exclusion
Chromatography) byla zjisténa velikost EPP na vice nez 8 MDa. V EPP bylo
identifikovano 13 ribozomalnich protein a pfitomnost obou hlavnich ribozomalnich RNA
byla potvrzena pomoci RT-PCR, soucasti EPP jsou tedy také ribozomalni podjednotky.
EPP jsou navic asociovany s cytoskeletem. Pfitomnost a-tubulinu, profilinu-3 a aktinu
v Casticich napovida, ze EPP by mohly byt transportovany burikou podél mikrotubull a
ukotveny aktinovym cytoskeletem (viz Obr. 4). Dfive byla v EPP identifikovana pouze
pylové specifickd ntp303 mRNA, proto byly testovany i dalSi transkripty, jako napfiklad
pro iniciacni faktory, profilin nebo ADF1 (z angl. Actin depolymerizing factor 1), u kterych
byla jiz dfive zjiSténa zvySena exprese béhem zrani pylu. VSechny vySe zminéné
transkripty byly v EPP odhaleny. Proteomicka analyza ukazala obsah 168 proteind,
pficemz 82 bylo identifikovano vice nez jednim peptidem. Skoro polovina proteinu
zahrnovala proteiny metabolizmu RNA a proteind. DalSimi identifikovanymi byly proteiny
cytoskeletu, protein kinazy a fosfatazy. 25 proteini zahrnovalo faktory obecného
metabolizmu a navic byl identifikovan jeden protein Ucastnici se syntézy prekurzoru
bunétné stény. Tyto poznatky ukazuji, ze EPP nejsou pouze kompartmentem pro
skladovani mRNA, ale Ze se jedna o komplexni systém slouZici také k transportu, zrani,

lokalizaci mMRNA a syntéze protein0.
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Obr. 4. Znazornéni ristu pylové lacky. Skladované castice (EPP) jsou transportovany k $pi¢ce (oblast
rdstu) po mikrotubulech (MT) a aktinovych vlaknech (MF) do mista aktivni translace. (MC) mitochondire.
(pfevzato z Hafidh 2011)

30



Zaveér

Z uvedenych experimentalnich praci vychazi najevo, Ze aktivni transport a
skladovani translacné neaktivni mRNA je nedilnou soucasti vyvoje organism
umoznujici ¢asoprostorovou organizaci genové exprese. Faktory, které se transportu
mRNA ucastni, maji obecné vice funkci, mnohé z nich jsou sestfihovymi faktory, nebo
proteiny podilejici se na stabilité transkriptu, proto je téZké definovat konkrétni funkce pro
konkrétni faktory. DalSi pfekazkou k vyjadfeni jakym zpGsobem je mRNA transportovana
u rostlin, je absence detailni znalosti slozeni transportnich komplexu narozdil od
napfiklad kvasinek a zivocich(, ackoliv byly pozorovany podobné principy. Z uvedenych
praci také vychazi najevo, ze skladovani a transport mRNA nastava v urcitych fazich
vyvoje organisml a popfipadé za specialnich podminek (viz nutnost rychlé aktivace
rustu pylové lacky po hydrataci pylového zrna).

V poslednich par letech se vyzkum ohledné transportu a lokalizovaném
skladovani mRNA v rostlinach pomérné rozbéhl, ackoliv experimentalni prace jsou spise
popisného charakteru popisujici kdy, za jakych podminek a kam byla mRNA
lokalizovana, nicméné pochopeni mechanizmu je lehce opomijeno.

Osobné jsem zastancem utopistické predstavy védomého fizeni vyvoje
organismu, ke kterému lidstvo sméfuje, k Eemuz je nezbytnosti pochopit Fizeni genové
exprese transportem a skladovanim mRNA v urcitych oblastech buriky. Pravé proto jsem
si neustale kladl otazku ,jak, jakym zpUusobem, co Fidi tento proces* a domnivam se, ze
tato prace by mohla byt napomocna i dalSim, ktefi by chtéli tyto déje lépe pochopit.
V budoucnu bych chtél vice rozvinout své poznani ohledné transportu a lokalizace
MRNA v rostlinnych burikach a navazat diplomovou praci, ktera by se zaméfovala na

pozorovani lokalizace mRNA in vivo v pylovych lackach tabaku.
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