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Abstrakt

Ribozomy jsou bunécné organely, které jsou naprosto kli¢ové pro tvorbu proteinti.
Bezchybna proteosyntéza je soucasné zakladnim faktorem pro regulaci genové exprese, ktera
je mimo jiné podstatnd i pro vyvoj savCiho oocytu a nasledné embrya. Existuje mnoho
mechanismt regulujicich cely tento proces, aby doslo k jeho pfizpisobeni konkrétnim
fyziologickym pottebam bunky. Pouzitim novych pfistupti se podaiilo odhalit, Ze se ribozomy
mezi sebou vyznacuji svou vyznamnou heterogenitou a také heterogenitou ribozomalnich
proteint, kterd jim umoznuje pieklad nékterych specifickych maternalnich mRNA. Translace

materndlnich mRNA je vyznamna pro zrani a vyvoj oocytu a embrya.

Cilem této bakalarské prace je shrnout a popsat dosavadni poznatky tykajici se

specializovanych ribozomu a ribozomalnich proteinil a jejich roli v savéim oocytu a embryu.
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Abstract

Ribosomes are subcellular components that play a key role in protein synthesis. The
precise and error-free process of protein synthesis is a critical determinant of gene expression
and is indispensable for normal mammalian oogenesis and subsequent embryonic development.
Many regulatory mechanisms are known to control this process and adapt it to particular
physiological needs of the cell. Through using new methods, it has been discovered that
ribosomes represent heterogeneous population and also contain many heterogeneous ribosomal
proteins. That is what allows them to translate specific maternal mRNAs. Translation of

maternal mRNAs is significant for oocyte and embryo maturation and development.

The aim of this bachelor thesis is to summarize and describe existing knowledge
concerning specialized ribosomes and ribosomal proteins and determine their role in

mammalian oocytes and embryos.
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Chromosomal translational area; chromozomalni transla¢ni oblast
Diamond-Blackfanovu anémii

Deoxyribonukleova kyselina
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Germinal vesicle; germinalni vacek
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Luteiniza¢ni hormon

Mitogen-Activated Protein Kinase; protein kinaza aktivovana mitogeny
Mitochondria-associated ribonucleoprotein domain; mitochondrii asociovana
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Methionyl-tRNA
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Mammalian target of rapamycin; savéi cil rapamycinu

Rozpad jaderného obalu

Nukleolarni protein 56
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Primordialni zarodecna bunka
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PKM Pyruvat kinaza M

POF Predcasné ovarilni selhani

POLRI1C/D RNA polymeraza I a III podjednotka C/D

pre-TRNA Prekurzor ribozomalni RNA

PTA Perispindular translational area, perispindularni transla¢ni oblast

RACK1 Receptor pro aktivovanou C kinazu 1

RAN Ras-ptibuzné nukleédrni proteiny

RB Ribozomalni protein

RBP RNA-vazajici protein

RMRP RNA component of mitochondrial RNA processing endoribonuclease. RNA
sloZzka mitochondrialni RNA zpracovavajici endonukleaza

RNA Ribonukleova kyselina

RNP Ribonukleoproteinovy komplex

ROS Reaktivni kyslikové radikaly

RPL Ribozomalni protein velké podjednotky

RPS Ribozomalni protein malé podjednotky

rRNA Ribozomalni RNA

SBDS Shwachman-Bodian-Diamond syndrom gen

SDS Shwachman-Diamondiv syndrom

SHB Src homology 2 domain-containing adapter protein B, Src homolog 2 doménu

obsahujici adapterova protein B

SN Obklopené jadérko

snoRNP Malé jaderkové ribonukleoproteiny
TCOF1 Treacle Ribosome Biogenesis Factor 1
TCS Treacher-Collinstiv syndrom

tRNA Transferova RNA
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Uvod

Tato bakalafska prace se zamétuje na ribozomy a jejich spojitost s vyvojem savciho
oocytu a embrya. Prace je Clenéna na tii hlavni kapitoly. Z nichz prvni kapitola poskytne
dilezity ivod k savéim pohlavnim buiikdm — oocytiim, jejich maturaci, fertilizaci a piechodu
do rané embryogeneze.

Druhd kapitola se vénuje ribozomiim, jakozto velkym bunéénym komplextim
makromolekul, jejichZ hlavni funkci je regulace proteosyntézy v buiice. Jsou sloZzené z rRNA a
ribozomdlnich proteinti. K tomu interaguji pii pribéhu proteosyntézy se spoustou ne-
ribozomalnich faktord napt. mRNA, tRNA a RNA vazebnymi proteiny (Green a Noller 1997).
Translaéni kapacita dané buiiky je vyznamné regulovdna napiiklad ze strany ribozomadlni
biogeneze, a to se odrazi na ristu buiky (Warner 1999; Granneman a Tollervey 2007). Pfestoze
ribozomy byly objeveny uz v 50. letech 20. stoleti (Palade 1955), jsou tedy zkoumany uz
n¢kolik desitek let, tak se stale najdou neobjasnéné informace v ramci jejich ptisobeni prave
v sav€ich oocytech. Druhd kapitola se dale bude soustiedit na tzv. lokalizovanou translaci, coz
je mechanismus, ktery umoziiuje Casovou a prostorovou produkci specifickych proteinti, coz se
ukazuje jako zasadni proces pro dozravani oocytu a pro naslednou casnou embryogenezi (Susor
et al. 2016).

Finalni tfeti kapitola objasni odhaleni znacné heterogenity u ribozomi. Ta se mulze
projevit hned na néckolika Grovnich — vrdmci ribozomalnich proteind, rRNA, slozeni
ribozomalnich komplexti, specificit¢ ribozomt (Li a Wang 2020). Zkoumané budou
specializované ribozomy, jelikoZ maji vyznamnou roli zejména v procesech embryogeneze,
spermatogeneze, oogeneze, neurogeneze nebo rozvrzeni télniho planu (Norris et al. 2021).

V neposledni fad¢ se ve treti kapitole prace budou zkoumat ¢tyfti priklady kandidatnich
ribosomalnich proteint, konkrétné ribozomalniho proteinu S26, S6, L38 a L10 a jejich vlivu

v ramci oogeneze a embryogeneze u mySi domdci (mus musculus).



1. Savcioocyt a embryogeneze

Oocyty jsou sami¢imi pohlavnimi bunikami, takzvanymi sami¢imi gametami. Jedna se
o bunky, které jsou nesmirné dulezité, protoze po fertilizaci sam¢i gametou (spermii) davaji v
procesu embryogeneze vzniku novému jedinci (Duncan et al. 2020). Oocyty jsou pomérné
specifické pro kazdého savce (tedy species specific cells). Stejné tak je pro jednotlivé savce
velmi specificka celad reprodukéni fyziologie. Velké a dobte patrné rozdily miizeme nachazet
napiiklad mezi ¢lovékem, mysi a krdvou (viz obrazek 1) (Betteridge a Rieger 1993; Ménézo a
Hérubel 2002). Jeden z hlavnich rozdilt je naptiklad ve velikosti zralého oocytu. Ta se u mysi
pohybuje piiblizné¢ kolem 80 um (Santos et al. 2014a), u kravy idealné nad 115-120 pm
(Hazeleger et al. 1995)a u cloveka kolem 110 pm (Gougeon 1986).

Dalsim dulezitym rozdilem je doba zrani oocytu u jednotlivych savct. Naptiklad u mysi
trva oogeneze pouze nékolik tydntl, kdezto u krav a u ¢lovéka az nékolik mésici. Findlni
maturace (tedy obnoveni meiotického déleni v obdobi ovulace, poptipad¢ fertilizace) poté trva
u mysi asi 14 hodin, u krav 20-24 hodin a u ¢lov€ka 24-40 hodin. Samoziejmé i v samotném
procesu oogeneze a finalni maturace jsou mezi jednotlivymi savci urcité odliSnosti. Jde
napftiklad o konkrétni chromatinovou konfiguraci ve staddiu oznacovaném jako germinal vesicle
(GV). Nasledn¢ dochazi ke germinal vesicle breakdown (GVBD) nutnému k prabéhu syntézy
urcitych proteintl. Jednim z poslednich vyznamnych rozdilu mezi savci je odlisn€ probihajici
Casna embryogeneze, a tedy zejména trvani jejich jednotlivych fazi (Santos et al. 2014b). U
mysi dochazi k fertilizaci oocytu bézné€ do 5 hodin od ovulace. Maximalné vSak k fertilizaci
dochazi ptiblizné do 12 hodin (McGaughey et al. 1968). U ¢lovéka by mélo dojit k fertilizaci
maximalné do 24 hodin od ovulace. Stddium moruly vznik4 ptiblizn¢ béhem 4. dne. Navazuje
stadium blastocysty vznikajici v prubéhu 5. dne (Khan a Ackerman 2023). U krav by mélo dojit
k fertilizaci oocytu nejlépe do 4-12 hodin od ovulace (Bombardelli et al. 2016).

Mysi oocyt Kravsky oocyt Lidsky oocyt
. E— . -

Obrazek 1: Porovnani sav¢ich oocyti (pfevzato z archivu Dr. Jansové)



1.1.  Vyvoj oocytu mus musculus

Vyvoj sav¢iho oocytu je zahdjen vrané embryogenezi organismu formaci tzv.
primordiadlnich zarode¢nych buné¢k (PGC), které nasledn¢ migruji z vrstvy proximalniho
epiblastu do oblasti genitalni ryhy. Zarodecné bunky se mitoticky déli a postupné také
diferencuji v primarni oocyty. Ty jsou dale postupné obaleny vrstvou folikularnich bunék a
nasledn¢ také kumularnimi bunkami (cumulus oophorus). Cely ttvar se obecné oznacuje jako
folikul. V prvni fazi jde konkrétné¢ o primordialni folikul, jenz postupné dozrava az do
antralniho folikulu. Cely tento vyvoj probiha v ovériich (Grover et al. 2018).

Samotny oocyt vstupuje celkem do dvou cykli meiotického dé€leni, kazdopadné ani
jeden z té€chto cykli neni plynule dokoncen. Dochazi totiz k tzv. “meiotic arrests”, kdy je
meiotické déleni na né¢jakou dobu pozastaveno. Druhé meiotického déleni je navic dokoncéeno
az po fertilizaci oocytu. Do prvniho meiotického déleni (MI) vstupuje primérni oocyt jiz
prenatalné. Na pocatku dochazi v oocytu nejprve k replikaci jeho DNA a az nasledné mize
vstoupit do jednotlivych fazi MI (profaze 1, metafaze 1, anafaze 1, telofaze 1). Profaze 1 se d¢li
celkem do 5 stadii (leptotene, zygotene, pachytene, diplotene, diakineze) podle toho, jak jsou
chromozomy v oocytu kondenzovany a co se s nimi dé&je. Jak jiz bylo zminéno, tak konkrétné
diplotenni stadium profaze 1 neni dokonéeno a nastava arrest, ktery pretrvava az postnatalné
do pohlavni dospélosti (Nikolic et al. 2016). Zastaveni vyvoje oocytu je umoznéno diky
udrZzovani zvySené hladiny cAMP uvnitf oocytu. Samotné cAMP je pravdépodobné
produkovano zejména bunikami granul6zy, které obklopuji oocyt. Existuje vSak 1 hypotéza, Ze
je cAMP c¢astecné produkovano i samotnym oocytem, jenz obsahuje vSechny komponenty
potiebné pro jeho tvorbu (Sen a Caiazza 2013).

V okamziku dosazeni pohlavni dospélosti dojde ke zvySeni hladiny luteiniza¢niho
hormonu (LH), coZ mé vliv na pokles mnoZzstvi cAMP uvnitt oocytu. Pokles cAMP umozni
pokracovani meiotického déleni. Dochazi tedy k tzv. germinal vesicle breakdown (GVBD), coz
je hlavni marker obnoveni meidzy (viz obrazek 2). Nasledné je dokonceno posledni stadium
profaze 1 a oocyt pak prechazi do metafize 1, kde jsou jednotlivé pary homolognich
chromozomu pfipojeny na tubuly délictho vieténka. V anafdzi 1 dochdzi k rozdéleni
homolognich chromozomi, které jsou stale dvouchromatidové. Jednotlivé homologni
chromozomy jsou pfitahovany pomoci déliciho vieténka k opaénym polim bunky, kde vznikaji
v telofazi 1 nova haploidni dcetind jadra a nasledn€ po rozde€leni cytoplazmy i haploidni dcefiné
buiiky, jejichz jadra stale obsahuji dvouchromatidové chromozomy. V pribehu MI vznika také

prvni polové télisko (Sen a Caiazza 2013). Vlivem hormonalnich zmén dochazi k ovulaci, pti



niz je oocyt uvolnén z folikulu a ptfechazi vejcovodem postupné do délohy a nésledné bud’
dochazi k jeho oplodnéni a usidleni v déloze, nebo je oocyt vypuzen z téla ven. Soucasné
vstupuje oocyt v dobé ovulace do druhého meiotického déleni (MII). Tésné pred tim vsak
prochazi kratkou interfazi, v jejimz pribéhu dochazi hlavné k dekondenzaci chromozomii a
syntéze ribozomi (replikace DNA uz znovu neprobiha). Samotné druhé meiotické déleni je
velmi podobné mitoze, jelikoz se v ném oddé€luji jednotlivé chromatidy a nikoli celé
dvouchromatidové chromozomy jako u MI. Meio6za je i v prubéhu druhého meiotického cyklu
pozastavena. Konkrétné k tomu dochazi v metafazi 2, ktera je dokoncena az v okamziku, kdy
dojde k oplozeni oocytu spermii. V piipadé, ze by k oplozeni nedoslo, je oocyt vyloucen z t¢la
a metafdzi MII nikdy nedokon¢i. Naopak po oplozeni oocytu dochazi k jeho finalni maturaci a

soucasné také ke vzniku druhého polového téliska (viz obrazek 2) (Cakmak et al. 2012).

1.2. Fertilizace a embryogeneze mus musculus

U mysi tedy dochézi k fertilizaci oocytu ptiblizné do 12 hodin od ovulace. Oocyt
nasledné po fizi se spermii dokoncuje druhé meiotické déleni a postupné dochéazi ke zapoceti
procesu embryogeneze. Oplodnény oocyt se méni v zygotu. Jedna se o buniku v pocatecni fazi
embryogeneze, kterd ma kompletni sadu chromozomt, polovina sady pochazi od matky a druha
polovina od otce. Zygota se zacina vyvijet velmi rapidné a podstupuje fadu mitotickych délenti,
pii kterych dochazi k vyznamnému zvyseni poctu bunék, ze kterych je tvotena (Oliver a Basit
2023).

Prvni mitotické déleni prob&hne jiz do 30 az 35 hodin, kdy se zygota rozd¢li na 2 buniky.
Druhé mitéza nastava jiz po 50 az 65 hodinach a zygota v tuto chvili obsahuje celkem 3-4
buniky. Pfiblizn€ po 70 az 90 hodinach dochézi dal$imi mitézami ke zvySeni poctu bun¢k na
16. Od tohoto okamziku se cely Utvar oznacuje jako morula (Knoblochova et al. 2023). Do
tohoto okamzZiku nedochazi k objemovému rlstu nove se vyvijejici moruly. Buiiky vznikajici
mitotickym délenim tedy cely utvar nezvétSuji, jsou velmi malé. Dochazi pouze ke zméné
rozloZeni cytoplazmy. Ptiblizn¢ v pribéhu 4. dne se buiiky tvotici morulu déle déli a zacinaji
formovat dutiny. Zaciné tedy probihat proces takzvana blastulace. Béhem 5. dne vznika utvar

zvany blastocysta (Li a Winuthayanon 2017).
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GV oocyt GVBD oocyt
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Obrazek 2: Vyvojova stadia u mus musculus. (ptevzato z archivu Dr. Jansové)

Na 1. obrazku zleva oznac¢eném GV oocyt je uprostied viditelné kulaté jadro, pravé onen germinalni vacek.
Oocyt je obalen zonou pellucidou, rozlozeni cytoplazmy je homogenni. Na 2. obrazku zleva popsaném
GVBD oocyt je patrny rozdil v rozpadu germinalniho vacku, cytoplazma je lehce granulovana. Signalizuje
to za¢atek maturace a pokracovani v meioze. 3. obrazek zleva vyobrazuje oocyt zastaveny ve fazi MII s
dokoncenym délenim M1, to potvrzuje prvni vyloucené polové télisko. Oocyt je piipraveny na fertilizaci. Na
4. obrazku zleva lze spatfit zygotu po fertilizaci vzniklou splynutim dvou haploidnich gamet. Cytoplazma je

opét lehce granulovana. Po mitotickém dé€leni vznikd dvoubunééné embryo patrné na findlnim 5. obrazku

zleva.
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Obrazek 3: Casova osa vyvoje oocytii a formovani déliciho vieténka s porovnanim mySich a
lidskych oocyti. (pfevzato z Namgoong a Kim 2018, upraveno)

Z osy je patrny znacny ¢asovy rozdil v maturaci MII oocytl, kterd u mysi probéhne za 12 hod a u ¢loveka za
24 hod. Odlisna je pii vyvoji oocytil u téchto organismu prave i doba potfebna k vytvoreni déliciho vieténka.
U mysi se na formaci mikrotubulti a déliciho vieténka podili MTOC (znacena fialovou barvou) a RAN-GTP
draha (oznacena zlutou barvou), oproti tomu u lidskych oocytl zprostifedkovava tvorbu mikrotubult a

déliciho vieténka pouze draha RAN-GTP.



2. Role ribozomu a translace

Ribozomy jsou zéasadni slozkou molekularniho fungovani kazdé bunky. Slouzi jako
translacni aparat a umoziuji pfevod genetickych informaci zakdédovanych v mRNA do
sekvence aminokyselin (Thomson et al. 2013). Cela translace probiha na ribozomu, ktery je
faktory. Dale je k tomuto procesu potieba piitomnost GTP, ATP a také aminokyselin (Murray
et al. 2009).

Na ribozomech se nachazeji 3 zasadni vazebnd mista pro tRNA — misto A (pro
aminoacyl-tRNA), P (pro peptidyl-tRNA), E (exit — pro uvolnéni volnych tRNA) (Green a
Noller 1997). Cely proces, a tedy 1 pohyb tRNA mezi jednotlivymi misty ribozomu zahrnuje
celkem nékolik fazi — fazi iniciace, elongace, terminace a recyklace ribozomu (Dever a Green
2012).

Prvnim krokem pocinajici translace je navazani elF2, elF3, tRNA (Met-tRNA) a GTP
na malou podjednotku ribozomu. Pro dal§i progresi je vSak nutné také navazani
fosforylovaného eIF4E na ribozom, coz umozni napojeni 5'methylguanosyltrifosfatové cepicky
komplex 48S (Scheper et al. 2002; Wells et al. 1998). Cely ribozomalni komplex se da do
pohybu po vlakné mRNA a zastavi se aZ ve chvili, kdy narazi na tzv. start kodon, kterym je
tRNA). Naslednym uvolnénim elF2 a elF3 je umoznéno spojeni velké a malé podjednotky

ribozomu. Inicia¢ni tRNA je pfi spojeni podjednotek umisténa to mista P. Hydrolyzou vazby

......

.....

al. 2010).

DalSim bodem translace je elongace. Ta probiha tak, Ze dochazi k zatazovani aminoacyl-
tRNA do mista A tak, aby byla komplementarni ke kodonu na ptilehlé mRNA. Nasledn¢ se
vytvari peptidova vazba a prodluzuje se tak peptidovy fetézec (Rodnina a Wintermeyer 2009).
Jakmile vznikne tato nova peptidova vazba mezi aminoacyl-tRNA v misté A a prodluzujicim
se peptidovym fetézcem, ktery je ptivodné€ navdzan na tRNA v misté P, tak dojde k pferuseni
této plivodni vazby a v misté P setrvava jen volna tRNA, kdeZto v misté A je peptidyl-tRNA
prodlouzend o jednu aminokyselinu. Nové vznikla peptidyl tRNA se pfesouva z mista A do
mista P. Cely pochod je katalyzovan zmifovanymi elonga¢nimi faktory (Rodnina a

Wintermeyer 2009). Dale se také presouva volnd tRNA z mista P do mista E, odkud ribozom



nasledn¢ opousti. Nasleduje hydrolyza dalsi molekuly GTP na GDP, coz uvolni energii
potfebnou pro posun mRNA o jeden kodon. Cely cyklus se dale né€kolikrat zopakuje (Murray
et al. 2009).

Proces je zastaven az v okamziku, kdy se na mRNA identifikovan stop (terminacni)
kodon, ktery je rozpoznan komplexem uvoliiujicich faktort (release factors, RF). Uvoliiovaci
faktor eRF1 rozpozna stop kodon a spusti hydrolyzu vazby mezi peptidem a tRNA. Poté se do
déje zapojuje eFR3, ktery zpiisobi uvolnéni tRNA a mRNA z ribosomu. Nasledné se ribozom
op¢t rozpada na malou a velkou podjednotku. Tyto konecné udalosti miZzeme oznacit jako
“recyklaci ribozoml”, pficemz vSechny komponenty mohou byt opét vyuzity (Beaudet a

Caskey 1971; Zhouravleva et al. 1995; Dever a Green 2012).

2.1. Ribozomy a obecna struktura

Obecna struktura ribozomt je zaloZena na tom, Ze se celd organela sklada ze dvou
zakladnich podjednotek — malé a velké, které se nasledné spoji a vytvoii kompletni ribozom.
Konkrétn¢ eukaryotické ribozomy jsou daleko vétsi a komplexnéjsi nez ty prokaryotické
(Klinge et al. 2012). Jejich velikost se pohybuje ptiblizné od 3,5 megadaltonu (MDa) u nizsich
eukaryot a do 4 MDa u vysSich eukaryot (Melnikov et al. 2012; Yusupova a Yusupov 2017).
Eukaryotické ribozomy se znac¢i 80S a jsou tvofeny malou podjednotkou 40S a velkou 60S.

Ob¢ podjednotky jsou komponovany z rRNA a proteinti. Ribozom 80S je kédovan vice nez

5500 nukleotidy rRNA a obsahuje 79 az 80 ribozomalnich proteinti (r-proteinti/RP) (Klinge et
al. 2012).

b Savéi ribozom 80S

Obrazek 4: Znazornéni eukaryotického ribozomu u Homo sapiens (pievzato z Anger et al. 2013,
upraveno). Oznaceni a. ukazuje povrchové zobrazeni ribozomu a pismeno b. zna¢i schéma ribozomu
80S u cloveka.



Eukaryoticky ribozom se vyznacuje tim, Ze obsahuje na malé ribozomalni podjednotce
5 expansion segments (konkrétné ES35, ES65, ES75, ES9S a ES12%) a 5, variable regions*
(konkrétné VRs h6, h16, h17, h33 a h41) a dale na velké ribozomalni podjednotce jeste 16
»expansion segments* (ES3L, ES4L, ES5Y, ES7Y, ES9Y, ES10%, ES12%, ES15%, ES19%, ES20%,
ES24%, ES26%, ES27%, ES31%, ES39% a ES41Y) a 2 variable regions (h16-18 a h38). Vétsina ES
je navic na velké podjednotce lokalizovana zejména po bocich a ze zadni strany, pficemz
plocha, kterd se vyskytuje mezi obéma podjednotkami je ponechdna téméf volnd. Na malé
podjednotce jsou ES koncentrovany do jednoho prostoru a remodeluji tak levou nohu (left foot)
podjednotky. Celkové pak na malé podjednotce miizeme odliSovat nékolik regionti. Konkrétné
regiony hlavy (head), zobaku (beak), platformy, t¢la (body), ramena (shoulder), levé nohy (left
foot) a pravé nohy (right foot). Tyto specifické useky (ES) navic obsahuji rizné mnozstvi
nukleotidii v souvislosti s tim, o kterou konkrétni eukaryotickou buiiku jde. Co se dale tyka
rRNA, tak je také dilezité zminit, ze rRNA vytvaii na ribozomu 3 konkrétni mista pro navazani
tRNA, coz hraje zasadni roli v samotném procesu translace. Prvni misto oznacujeme jako A-
site, kam se navazuje aminoacyl-tRNA. Dal§im mistem je P-site, kde nachédzime peptidyl-tRNA
se vznikajicim peptidovym fetézcem. A poslednim mistem je E-site, coZ je misto, které
rozpozna stop kodon a umozni odpojeni vzniklého proteinu od ribozomu (Klinge et al. 2012)

Dalsi vyznamnou strukturni souc¢ésti ribozomut jsou r-proteiny. Na 40S podjednotce
nachazime celkem 33 r-proteint, které jsou lokalizovany zejména na povrchu podjednotky
vystavéném rozpoustédlim. Neékteré z téchto 33 proteinli jsou vSak specifické pouze pro
eukaryotické ribozomy. Mezi ty specifické patii rpS7, rpS10, rpS12, RACKI1 a také jejich
prodlouzené useky (extensions). Na 60S podjednotce je celkem 46 proteinti (u vyssich eukaryot
se pridava jeden r-protein navic, L28e, takze celkovy pocet vzroste na 47) a vSechny jsou
lokalizovany stejné jako u malé podjednotky. Také se mezi témito proteiny vyskytuji nékteré
charakteristické jen pro eukaryotické ribozomy. Jde o RPL6, RPL22, RPL27, RPL28, RPL29
aRPL36. R-proteiny se spolu s rRNA podili na tvorbé obou ribozomalnich podjednotek a mimo
jiné jejich interakce hraji také velmi podstatnou roli v samotném vziajemném propojeni

podjednotek do celého ribozomu v pribéhu translace (Wilson a Doudna Cate 2012).



2.2. Ribozomopatie u ¢lovéka

Ribozomopatie zahrnuji rozsahlou skupinu onemocnéni, které jsou podminéné
poruchou produkce ribozomu. Nejedna se o jednotnou skupinu onemocnéni, jelikoz konkrétni
pfi¢ina se nachazi v raznych krocich ribozomalni biogeneze. Ribozomy maji v bunkach
klicovou ulohu a jejich uplna ztrata by byla neslucitelné se zivotem. Redukce poctu nebo funkce
ribozomu je sice v fad¢ piipadi se zivotem slucitelnd, ale projevi se na celkové funkci
konkrétnich tkdni (zejména hematopoetickd a kostni tkai). Kazdopadné tato tkanova specifita
nebyla dosud plné objasnéna. S ribozomopatiemi se setkdme také u clovéka. Jedna se naptiklad
o Treacher-Collinstiv syndrom (TCS), Diamond-Blackfanovu anémii (DBA) Shwachman-
Diamondiiv syndrom (SDS), RPS23 ribozomopatii a dals$i. Mohou hrat také velmi vyznamnou
roli v karcinogenezi, protoze fada ribozomalnich proteinii zastavd funkci tumor-supresor
(zejména v Drosophile a fad€ obratlovcll) (Farley-Barnes et al. 2019).

Konkrétnim ptikladem ribozomopatie je autozomalné recesivné dédicny Shwachman-
Diamondiiv syndrom. Jde o onemocnéni asociované se selhanim kostni dfené, s poruchami
vyvoje (v€etné naruseni rustu), exokrinni insuficienci pankreatu, skeletalnimi abnormalitami
(metafyzarni chondroplazie, osteopenie a zeberni dysplazie) a s kognitivnim deficitem. Dale se
také poji se zvySenym rizikem myelodysplastického syndromu (MDS) ¢i akutni myeloidni
leukémie (AML) (Myers et al. 2014). Nejvyrazn€j§imi projevy jsou vSak potla¢eni funkce
exokrinniho pankreatu a hematologické abnormality (zejména deprese myeloidni linie)
(Ginzberg et al. 1999). Jako pfticina byla azZ v 89 % ptipadi identifikovana bialelickd mutace
genu Shwachman-Bodian-Diamond syndrom gen (SBDS) (Boocock et al. 2003). Bylo zjiSténo,
ze SBDS protein pravdépodobné spolupracuje s EFL1 (elonga¢ni faktor podobny GTPaze 1) v
poslednim kroku dozravani velké 60S podjednotky ribozomu a jeho nefunkénost zplisobi, Ze
nedojde k zah4jeni translace (Weis et al. 2015). Pfikladem dal$i mutace, kterou mizZeme u
pacientli detekovat, je mutace genu pro zmiilovany EFL1. Tato mutace tedy zplUsobuje také
nemoznost zahajeni translace (Tan et al. 2019). EFL1 totiz za normalnich okolnosti katalyzuje
uvolnéni anti-asociacniho faktoru elF6 z podjednotky 60S ribozomu, ¢imz umoZzni spojeni
velké a malé ribozomalni podjednotky a zahdjeni translace (Weis et al. 2015). Dale se také
uvadi, Ze jednou z mutaci, které miizeme u pacientl detekovat, je mutace pro tumor protein p53
(TP53). Tato mutace byva spojovana s vysSim rizikem rozvoje malignit a celkové s horsi
prognozou pacienta (Lindsley et al. 2017). Ptiblizn€ u 10 % pacientii nenachdzime mutaci
SBDS. V takovém ptipadé¢ muze byt pfitomna mutace Dnal heat shock protein (proteiny

teplotniho Soku) family (Hsp40) member C21 (DNAJC21). Funkce DNAJC21 je také velmi



uzce spjata s ribozomy, podili se na dozravani velké ribozomalni podjednotky 60S (Dhanraj et
al. 2017).

Pomérné vyznamné mnozstvi ribozomopatii je zptisobeno prave narusenim ribozomalni
biogeneze na urovni transkripce a modifikace pre-rRNA. Konkrétnim piikladem je Treacher-
Collinstv syndrom. TCS je konkrétn¢ zptisoben mutaci TCOF1 (Treacle ribosome biogenesis
factor 1, ribozomalni faktor melazy biogeneze 1) a RNA polymerazy I a III podjednotek C a D
(POLRIC a POLRID) (Dauwerse et al. 2011). Pii pozorovani modelovych systémi bylo
zjisténo, ze nefunkéni TCOF1 vede az k 50% redukci transkripce 478S, a tedy velmi vyznamna
redukce produkce ribozomu (Valdez et al. 2004). TCOF1 také interaguje s box C/D snoRNP
(malé jaderkové ribonukleoproteiny), NOP56 (nukleolarni protein 56) a u zvifecich modelti ma
také vliv na 2'-O-metylaci pre-18S rRNA (Gonzales et al. 2005).

Dalsi moznosti mize byt i chyba na Girovni premény 47S pre-rRNA na funkéniho rRNA.
Jednim z piikladl je syndrom hypoplastickych chrupavek a vlast zpisobeny mutaci RMRP.
Ribozomopatie vSak mohou vychazet také z poruchy na urovni r-proteind a tzv. asembly
faktorti. Ptikladem muize byt mutace v genu r-proteinu RPL10, ktera byla ptivodné asociovana
s autismem. Novéji je také spojena s X-vazanou mikrocefalii, zdchvaty a poruchou intelektu

(Brooks et al. 2014).

2.3. Mistné specificka translace v savéim oocytu

Mistné specificka nebo také lokalizovana translace plni pro oocyt dilezitou roli. Je to
mechanismus, ktery umoziuje urcitou prostorovou i ¢asovou produkci specifickych proteint,
které jsou esencidlni jak pro dozravani oocytu (Romasko et al. 2013), tak pro naslednou ¢asnou
embryogenezi. M4 to zasadni vyznam pro reprodukcni biologii, potazmo také v rdmci feSeni
problematiky tykajici se fertility a vyvoje embrya (Susor et al. 2016).

K uskute¢néni procesu translace je nejprve nutnd piitomnost mRNA v buiice, tu je
pfedem potieba nasyntetizovat prostiednictvim transkripce. Oocyt ve svém ristovém obdobi je
nejprve transkripcné aktivni a v okamziku, kdy je jeho rtst plné dokoncen, ptechdzi do
transkripéniho utlumu (Schultz a Wassarman 1977). Naptiklad rostouci mysi oocyt je
transkripéné velmi aktivni a produkuje velké mnoZstvi materndlni RNA (zejména rRNA, tRNA
a také mRNA, z ¢ehoz 60 % zabird pravé rRNA), kterd je nezbytnd ve fazi transkripcni
inaktivity. Dokonce se ukazuje jako pravdépodobné, Ze savéi oocyty reguluji svoji zasobu

rRNA a ribozomi tak, aby odpovidala zdsobé mRNA a proteini. To znamend s vysokymi
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hladinami v obdobi rstu oocytu a nasledn¢ s atlumem v obdobi druhého meiotického déleni a
na pocatku embryogeneze (Schultz a Wassarman 1977; Susor et al. 2016).

Vétsina mRNA je v oocytech vyuZita ihned po své syntéze v procesu translace. Cést
mRNA je tzv. dormantni, tedy neni ihned zapojena do translace a je nezbytnéa pravé v obdobi
transkrip¢ni inaktivity oocytu. O aktivit¢ mRNA rozhoduji dva hlavni mechanismy -
polyadenylace a decapping. Molekuly RNA jsou uspofadany v tzv. ribonukleoproteinovych
komplexech (RNP), kde jejich konkrétni kompozice ovlivituje jejich lokalizaci, translacni
represi, miru translace a stabilitu (Jansova et al. 2018).

Velmi vyznamna je pro oocyt lokalizace molekul mRNA, a tedy i samotna lokalizace
transla¢ni aktivity. Dulezitou roli v tomto prostorovém rozlozeni maji RNA-binding proteiny a
molekularni motory, které umoziuji transport mRNA podél bunééného cytoskeletu a tim
dochazi k jejich asymetrické distribuci (Jansova et al. 2018). Celkovou translaci mizeme
sledovat za pomoci detekce nové syntetizovanych proteini pomoci inkorporace
methioninového analogu (L-homopropargylglycin) (Dieterich et al. 2010). Z vysledkt
zkoumani vyplyva, ze se sice cely oocyt jevi jako translacné aktivni, ale v jeho jadru se
translacni aktivita soustfedi zejména perinuklearné. Po rozpadu jaderného obalu (NEBD) je
vSak mozné identifikovat dvé oblasti. Prvni oblast je v bezprostfedni blizkosti chromozomil
kolem nov¢ se tvoficiho vieténka (chromosomal translational area, CTA) a druha je kolem
vieténka (perispindular translational area, PTA). Translace v oblasti PTA je moznym zdrojem
proteinl pro ER a cytoplazmu. Je mozné, Ze rozlozeni translace mezi CTA a PTA ma také
pravdépodobné vyznam napi. v asymetrické lokalizaci vieténka uvnitf oocytu (Susor et al.
2015).

Translace lokalizované¢ maternalni mRNA vede v oocytech k tomu, Ze se v urcitych
mistech buiiky vyraznéji hromadi syntetizované proteiny, kdezto v jinych astech je jejich
koncentrace niz$i (viz obrdzek obrazek 5). Soucasné tim vSak dochdzi k minimalizaci rizika
potencialniho deficitu nebo vyrazného nadbytku ve zbytku ooplasmy. Lokalizovana translace
se také podili na spravném formovani a funkci déliciho vieténka, které je dilezitym prvkem pro
bunécné déleni embrya a naslednou bunécnou polarizaci. Translace mRNA v oocytech je fizena
osou mTOR/elF4F (mTOR — mammalian target of rapamycin; sav¢i cil rapamycinu, elF4F —
meiotickém déleni a k aneuploidiim (Susor et al. 2015; Iyyappan et al. 2023).

V publikaci Jansova et al. (2018) autorka pomoci fluorescencni imunocytochemie
nazyvané proximity ligacni esej prezentuje detekci sestaveného ribozomu, coz je skvely nastroj

pro detekci a kvantifikaci aktivity globalni translace in situ v oocytu a embryu (viz obrazek 5).
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vajicko na pocatku vyvoje vajicko pred prichodem spermie

Obrazek 5: Pohled do vajicka na svitici ribozomy (pfevzato z archivu Dr. Jansova). Ménici se pocet
zelené sviticich ribozomid v riznych fazich bunééného cyklu vSak odrazi mnozstvi vytvarenych

bilkovin.

V 60. letech byly v sav¢ich oocytech objeveny cytoplazmatické struktury (Hadek 1966;
Weakley 1968). Tyto struktury hojné vyplnuji cytoplazmu savéich oocyti a také jejich embryi
pred implantaci. Lze je zobrazit pouze pomoci elektronového mikroskopu (Zamboni 1970).
Studie s elektronovym mikroskopem odhalily, Ze zralé oocyty hlodavci (zejména krys, mysi a
kieckl) obsahuji velké mnoZstvi spirdlnich lamel, paralelnich fetézci nebo miizkdm
podobnych struktur (cytoplasmic lattice-like structures, CPL). Tyto studie také poukazaly na
skutec¢nost, Ze CPL skladuji vétSinu ribozomd, které oocyt ma (Burkholder et al. 1971). VétSina
ribozomi, které jsou uloZzené v CPL je vSak dle vSeho inaktivni, a tedy na nich v pribéhu
ovulace neprobihd translace (Bachvarova a De Leon 1977). Dodnes nejsou k dispozici zadné
konkrétni studie, které by odhalovaly konkrétni funkce CPL (Jentoft et al. 2023), kazdopadné
zda se byt pravdépodobné, ze CPL pomaha;ji koordinovat dynamiku organel a mikrotubuldrni
skelet v oocytu (Kan et al. 2011).

Dtlezitou strukturou v savéim oocytu je také tzv. s mitochondrii asociovana
ribonukleoproteinova doména (mitochondria-associated ribonucleoprotein domain, MARDO).
Jde o doménu, ktera se vyskytuje v cytoplazmé oocytu v oblasti mitochondrii a je tvofena RNA-
binding proteiny (konkrétn¢ ZAR1, YBX2, DDX6, LSM14B a 4E-T) a molekulami mRNA.
Hlavni funkci MARDO je skladovani translacné neaktivni maternalni mRNA s dlouhymi polyA
ocasy v oocytech mysi, krav, prasat a ¢lovéka. Tvorba MARDO je stimulovéna zvySenim
membranového potencidlu mitochondrie a RBP (RNA-binding proteiny) ZAR1, ktery potlacuje
maternalni mRNA (Cheng et al. 2022).
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3. Heterogenita ribozomi, teorie specializovanych ribozomi

Drtive se predpokladalo, Ze jsou ribozomy ve vSech bunkach stejné — jejich struktura i
jejich funkce. Novéjsi vyzkumy vsSak uz poukazuji na skutenost, ze mezi jednotlivymi
ribozomy existuje znacna variabilita, kterd mtze ovlivnit jejich funkci a specifitu v rdmci
syntézy proteinti (Li a Wang 2020).

Heterogenita ribozomii se muze projevit na nékolika urovnich. Konkrétné tedy na
urovni ribozomalnich proteinti, rRNA, slozeni ribozomélnich komplexi, specificité ribozomt
a soucasné tedy 1 na urovni funkce jednotlivych ribozomu (viz obrazek 6) (Poitevin et al. 2020).
Odlisnosti v ramci ribozomalnich proteini mohou byt podloZeny napt. mirou a zptisobem jejich
exprese v jednotlivych buitkkdch (miize byt riznd, v nckterych buitkiach dokonce nulova),
mnozstvim a pomerem téch proteinti a samoziejmé jejich strukturou,kterd mize byt ovlivnéna
alternativnim splicingem jejich mRNA (vznikaji pak rGzné izoformy) a post-translacnimi
upravami. Déle také miize jit napf. o interakce se specifickymi regulacnimi faktory. Piikladem
vyznamného ribozomalniho proteinu je RPS25 (ribozomalni protein malé podjednotky S25),
ktery podminuje translaci specifickych molekul mRNA (Shi et al. 2017). Zmény na urovni
rRNA vychazi z variaci v sekvencich rRNA, ale také z jejich post-transkripénich modifikaci
(Islam a Rallis 2023). Heterogenita ribozomil vychazi také castecné z riizné aktivity tzv. faktorti
asociovanych s ribozomy. VSechny tyto faktory pravdépodobné davaji vzniku tzv.
“specializovanym ribozomim”, které maji velky vliv na to, jakym zpiisobem probiha translace
a zda vznikaji funk¢ni proteiny (Xue a Barna 2012).

Specializované ribozomy tedy obsahuji konkrétni proteiny anebo konkrétni molekuly
rRNA, které jsou zésadni pro translaci konkrétnich molekul mRNA. Jak samotna ribozomalni
heterogenita, tak 1 specifita, hraji vyznamnou roli zejména v procesech jako je embryogeneze,
spermatogeneze, oogeneze, neurogeneze nebo rozvrzeni té€lniho planu (Mauro a Edelman
2002).

Byly odhaleny urcité faktory, které pomérné vyrazné podporuji platnost teorie o
specializovanych ribozomech. Mezi zminované faktory se fadi naptiklad tkanové-specificka
exprese urcitych ribozomalnich proteint (Bortoluzzi et al. 2001a; Kondrashov et al. 2011a) a
charakteristicky fenotyp pfi naruseni exprese ur¢itych ribozomalnich proteint. Pfikladem mtize
byt mutace genu pro ribozomalni protein malé podjednotky 9 (RPS9), coz se projevuje typicky

jako Diamond-Blackfanova anémie (Draptchinskaia et al. 1999).
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Obrazek 6: Schématické znazornéni riznych typu ribozomové heterogenity (pievzato z Norris et

al. 2021, upraveno)

3.1. Heterogenita na trovni proteini

Jak jiZz bylo zminéno, tak heterogenitu ribozomii miZeme popisovat na nckolika
urovnich a jednou z téchto Grovni je prave heterogenita ribozomalnich proteint. Ta vychézi ze
skutecnosti, ze se mezi sebou jednotlivé proteiny mohou lisit svou strukturou a soucasné také i
svou funkci. Tato heterogenita mize mit také mimo jiné vliv napiiklad na regulaci translace a
tim tedy potazmo i celkové na regulaci genové exprese. Stale vSak neni plné€ objasnéno, jakym
zpiisobem ribozomy v konkrétni buiice dokazou v pribéhu jeji postupné diferenciace zménit a
tim zménit 1 své proteinové slozeni a funkci (Genuth et al. 2022a).

Ptikladem konkrétniho proteinu podilejiciho se na heterogenité je jiz dfive zminény

RPS25 (Genuth a Barna 2018). Dale Ize uvést i protein RPS3 (ribozomalni protein malé
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podjednotky S3). Ten je soucasti ribozomalni podjednotky 40S a vyznaCuje se svou
multifunkénosti. Protein RPS3 se samoziejm¢ ucastni procesu a regulace translace, ale
soucasné ma také urcité extra-ribozomalni funkce, hraje vyznamnou roli v rdmci oprav DNA
(Yadavilli et al. 2007), apoptozy, zanétlivych procesu, tumorgeneze a také v ramci regulace
transkripce. Heterogenita tohoto proteinu je dana zejména jeho post-translacnimi upravami,
které mohou piimo ovlivnit jeho celkovou funkci v ribozomu, nebo také kuptikladu jeho
schopnost interagovat s dalSimi faktory (Gao a Hardwidge 2011). V neposledni fad¢ 1ze zminit
1 protein RPL38 (ribozomalni protein velké podjednotky L.38), ktery vykazuje tkanové
specifickou expresi. Je vyznamné zapojen do regulace vyvoje tkani a miize ovliviiovat translaci
specifickych mRNA (Kondrashov et al. 2011b). D4 se tedy fict, ze proteini podporujicich
heterogenitu ribozomil je pomérné Siroké spektrum.

Pro ucelenost informaci je podstatné dodat i fakt, Ze ribozomalni proteiny jsou u
eukaryotickych bunck tvofeny ve formé paralogovych pard. Tyto paralogy vznikaji v
organismu duplikaci konkrétniho genu. Paralogové pary (respektive jejich genové sekvence)
jsou si navzajem velmi podobné a mohou byt az témét identické. Kazdopadné co se tyka jejich
funkece, tak ta se miize navzajem velmi odliSovat. Jednotlivé paralogy z pdru mohou mit zasadné
odli$ny vliv na regulaci a pribéh riznych celularnich procest. Piikladem jsou geny RPL1a a
RPL1b (geny pro ribozomalni proteiny velké podjednotky Lla a L1b), které¢ sice koduji
identicke proteiny, ale jejich vliv na ribozom je odlisny. Pfi riznych pokusech se ukazuje, Ze
pokud ribozom obsahuje konkrétné protein RPL1b, tak u néj probihd daleko efektivnéjsi

translace proteinii dlilezitych pro bunééné dychéani (Segev a Gerst 2018).

3.1.1. Proteiny asociované s ribozomy

Eukaryotické ribozomy jsou pomérné velké utvary, které se skladaji v zakladu zejména
z rRNA a z ribozomalnich proteinii. Soucasné je vsak s ribozomy asociovano pomérné velké
mnozstvi tzv. ne-ribozomalnich faktori (proteinit), které jsou dllezité predevsim pro syntézu,
zpracovani a transport ribozomd, ale také pro zajisténi spravného pribé&hu translace a dalSich
procest (Zhou et al. 2015). Lze tedy fict, Ze v oblasti ribozomu dochazi k interakci spousty
proteini, a proto se také cely tento komplex (ribozomu a s nim asociovanych proteinil) oznacuje
jako ribo-interaktom. Ribo-interaktom celkem obsahuje okolo 430 riznych proteini. Vyjma jiz
diive zmiflovanych ribozomalnich proteini lze zminit také proteiny ovliviiujici translaci

.....

eEF2, elF5A), RNA-binding proteiny (RBP), enzymy tcastnici se post-transkripénich nebo
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post-translacnich uprav a dals$i enzymy (RNA-helikdza, tRNA-ligdza, fosfatazy, kinazy),
proteiny se schopnosti ¢ist provedené post-transkripéni modifikace (napt. YTHDF1 a YTHDF3
— YTH N6-methyladenosin RNA vazajici proteiny F1 a F3), atd. (Simsek et al. 2017).

Soucasti ribo-interaktomu jsou pravé napiiklad RBP. Ty jsou velmi vyznamné pro
regulaci genové exprese. Utastni se riiznych post-transkripénich procest jako je regulace
splicingu, transport mRNA, modulace translace a degradace mRNA (Oliveira et al. 2017).
Zastupcem RBP je neurondlni protein FMRP (Fragile X mental retardation protein). V fadé
studii se ukazuje, ze tento protein hraje klicovou roli v regulaci procesu neuronalni translace
specifickych mRNA. Navic ztrata funkce FMRP je spojovana se syndromem fragilniho X a s
autistickymi znaky (Darnell et al. 2011).

Dalsi soucésti ribo-interaktomu je UFL1, jedna se o enzym UFMI1 specific ligase 1
(ubiquitin-like modifier 1 ligase 1). Tento enzym se ucastni post-translaénich modifikaci
protein. Jeho hlavni ulohou je pfipojovani UFMI1 (ubiquitin-fold modifier 1, ubikvitinu
podobny protein) k novée translatovanym proteinim. Tato reakce je oznacovana jako ufmylace
a je naprosto klicova v rdmci embryogeneze a erythroidni diferenciace (Simsek et al. 2017).

Vyznamnym enzymem asociovanym s ribozomy je také pyruvat kinaza M (PKM). U
savcll existuji celkem 4 isoformy pyruvatkinazy (PKM1, PKM2, PKR, PKL). Konkrétn¢ PKM1
nachdzime zejména v tkanich s vysokou katabolickou aktitivtou (srdce, svaly, mozek). PKM2
nachdzime v embryu a ve vyvijejicich se tkanich, v nédorovych bunkéch, zdravych
proliferujicich se buiikach (vcetné lymfocytl, sttevniho epitelu) (Israelsen a Vander Heiden
2015). Cinnost PKM je regulovéna prostiednictvim hladiny ADP a spoéiva v propojeni
metabolismu sacharidi a translace mRNA. Konkrétni funkci PKM je zejména katalyza
konverze phosphoenolpyruvatu a ADP na pyruvat a ATP v priabéhu glykolyzy. Kazdopadné
PKM ma vyznam i v celkové regulaci bunécného metabolismu (Kejiou et al. 2023). PKM1 1 2
se vazou na ribozomy a reguluji translaci konkrétnich mRNA (Simsek et al. 2017). Jednou ze
zékladnich funkci PKM1 a PKM2 v oocytu je zajistovani dostateného mnoZzstvi energie ve
forme¢ ATP pro buiiku. Nedostatek PKM1 se v oocytu projevi poklesem ATP, redukci poctu
prvnich polarnich télisek, redukci mitochondridlniho membranového potencidlu a soucasné
navyseni ROS. Funkce PKM2 je velmi obdobna. Tyto poznatky poukazuji na fakt, ze PKM1 1
PKM2 hraji naprosto zasadni roli v ovlivnéni kvality oocytu (Li et al. 2019).
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3.1.2. Specializované ribozomy v sav¢im oocytu a embryu

Jak jiz bylo vySe zminéno, dnesni vyzkumy poukazuji na to, ze v oocytu (i dalSich
bunkach) existuji specializované ribozomy (Gilbert 2011; Xue a Barna 2012), které hraji
vyznamnou roli zejména v regulaci translace, tedy syntézy proteinl. Specializovana funkce
muize zaviset napfiklad i na konkrétnich ribozomalnich proteinech, které dany ribozom

obsahuje (Bortoluzzi et al. 2001Db).

3.1.2.1. Ribozomalni protein S26 (RPS26)

Gen pro ribozomalni protein malé podjednotky 26 (RPS26) je velmi aktivné exprimovan
prave v ovariich a konkrétné v oocytech, kde RPS26 slouzi k regulaci translace. Konkrétné jde
o protein, ktery je napojen na ribozom a rozeznavda mRNA s Kozakovou sekvenci. Nasledné u
této mRNA dochdzi k iniciaci translace. Naopak mRNA, kterd neobsahuje Kozakovu sekvenci
je rozpoznana pomoci ribozomii bez RPS26 (Ferretti et al. 2017). U lidi je ¢asto mutace RPS26
spojena s Diamond-Blackfanovou anémii (Doherty et al. 2010).

Knockout tohoto genu u mysi zptisobil poruchu vyvoje pre-antralnich folikuld v antralni
folikuly. Soucasné doslo k zastaveni chromatinové konfigurace pfi tranzici z neobklopeného
(non-surrounded nucleolus, NSN) na obklopené jadérko (surrounded nucleolus, SN). VSechny
oocyty zanikly do 84. postnatalniho dne, coz vedlo k pfedCasnému ovaridlnimu selhani (POF)

(Liu et al. 2018).

3.1.2.2. Ribozomalni protein S6 (RPS6)

PS6 je soucasti malé ribozomalni podjednotky 40S (Wool 1996; Mok et al. 2013).
Konkrétni funkce a vlastnosti proteinu RPS6 byly sledovany na pokusech s mySimi oocyty a
embryi, u nichz byla provedena delece alely tohoto proteinu. V ptipad¢ delece obou alel RPS6
bylo na zaklad€ histologického zkoumdni zjisténo, Ze postradani proteinu RPS6 zplisobi
neschopnost bunééného ristu. V modelu byly detekovany pouze primordialni folikuly, ale
zadné sekundarni ¢i terciarni folikuly. Naopak v ptipadé delece pouze jediné alely proteinu
RPS6 byla v histologickém preparatu detekovatelna vSechna stadia folikuld. Delece jediné alely
se projevila az v pribéhu embryogeneze, kde doslo k zabranéni vstupu bunck do M-faze
bunécného cyklu a apoptoze (Panic et al. 2006).

Nové studie poukazuji na skutecnost, ze je protein RPS6 naprosto zasadni v procesu
bunécné proliferace. A je tedy velmi vyznamny i v rdmci samotné oogeneze. Aby bylo vitbec

bunécné déleni mozné, tak je potieba zajistit pro bunky idealni prostiedi. Potfebuji ve svém
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okoli dostatecné mmnozstvi rastovych faktori, zivin, energie, ale také si musi samy
nasyntetizovat pomérn¢ velké mnozstvi riznych makromolekul, véetné proteini. Tim padem
je pro umoznéni bunécného rustu zasadni, aby probihala translace a spolu s ni tedy i ribozomalni
biogeneze (Pani¢ et al. 2006). Jednou z objevenych hlavnich funkci proteinu RPS6 je pravé
stimulace translace a soucasn¢ i ribozomalni biogeneze (Habara et al. 2021). Obecné bylo
zjisténo, ze RPS6 ovlivituje bunéény rist prostiednictvim signalni drahy PI3K-AKT-mTOR v
procesu aktivace primordidlniho folikulu (primordial follicle activation, PFA) (Reddy et al.
2008; Habara et al. 2021). Aby byl protein RPS6 aktivni a mohl stimulovat translaci
konkrétnich mRNA v oocytu, je nutna nejprve jeho fosforylace. Tu zajistuje ribozomalni S6-
kindza. Tento enzym vSak musi byt nejprve sdm fosforylovan prostfednictvim mTORCI1
(ptipadné nékteré studie naznacuji, ze toho lze docilit pravdépodobné i prostiednictvim MAPK
drahy, konkrétné ERK) (Kalab et al. 1996). Za zminku stoji 1 SHB (Src homology 2 domain-
containing adapter protein B), coz je adaptérovy protein obsahujici SH2 doménu. Je z4sadni
pro mnoho procest véetné naptiklad proliferace a apoptdzy, ale i spousty dalSich. Jeho vyznam
spociva zejména v zapojeni do fady signalnich drah, u nichz umoznuje zejména kontakt mezi
povrchovymi bunécnymi receptory a intraceluldrnimi signalnimi molekulami. Studie poukazuji
na vztah mezi absenci SHB a zvySenou fosforylaci ERK a nésledné i S6 kinazy, coz vede ke

zvysen¢ fosforylaci a aktivaci proteinu RPS6 (Calounova et al. 2010).

3.1.2.3. Ribozomalni protein L.38 (RPL38)

Jednim z ptikladt ribozomalniho proteinu, ktery stoji za specializaci ribozomi v savci
embryogenezi, je protein RPL38. Z nejnové;sich studii vyplyva, Ze protein RPL38 je dilezitym
faktorem v regulaci translace konkrétnich mRNA zapojenych do vyvoje axidlni kostry
(Kondrashov et al. 2011b).

Pokusy na mysich, u nichZ probéhla delece lokusu pro RPL38, odhalily specificky
fenotyp, kdy doslo k defektu ve vyvoji axidlniho skeletu a mnohdy byla naruSena i1 osteogeneze.
Jmenovité mély tyto mysi napiiklad vyrazné krat$i a malformovany ocas. Tento fenotyp je
charakteristicky pro heterozygotni mysi embrya (potazmo mysi obecné) (Gopanenko et al.
2021). Homozygotni embrya ve vétSina piipadi zahynula uz béhem casného embryonélniho
vyvoje kolem gestacniho dne E3,5 az ES5,5. U heterozygotnich embryi dochézi jesté¢ navic
mnohdy k pfechodné anémii, ktera je doprovézena opozdénym riistem a rozvojem skeletalnich

abnormalit.
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Ukazuje se, ze skeletalni abnormality u mysi zasahuji 1 oblast ucha. Zmény sluchu a
jejich histologické znamky se objevuji az po narozeni. Typicky v obdobi kolem tfetiho mésice
po narozeni. Histologicky mlzeme detekovat znamky neo-osifikace kosténé¢ho labyrintu
vnitiniho ucha, kterd mize vyznamné¢ zasahovat az do stiedniho ucha. Také je mozné sledovat
ukladani drobnych krystalkti ve sttednim uchu, dale se pomérné velké shluky krystalka ukladaji
i v oblasti okrouhlého a ovalného okénka a velmi Casto zasahuji i stapes. Abnormalni
mineralizace stfedniho ucha byla u mysi také spojena s chronickou otitis media. V souvislosti

s témito zmeénami byla popsana prevodni sluchova vada az hluchota (Noben-Trauth a Latoche

2011).

3.1.2.4. Ribozomalni protein L10 (RPL10)

Ribozomalni protein velké podjednotky L10 ma zasadni roli v ramci spojovani velké a
malé podjednotky ribozomu (Del Campo et al. 2013). RPL10 mé4 v ramci embryogeneze
vyznam zejména v procesu gastrulace a tvorby mezodermu. Také reguluje translaci proteind,

které jsou soucasti Wnt signalni drahy (Genuth et al. 2022b).
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Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo popsat roli ribozomil v oocytu a embryu, dale zamétit
pozornost na problematiku specializovanych ribozomu a shrnout nejnovéjsi dostupné poznatky
tykajici se maturace oocytu a embryogeneze u savcl. Prace se zabyva podrobnéji strukturou

specializovanych ribozomu a jejich funkcemi. Uvedla jsem konkrétni piiklady ribozomalnich

proteinil a jejich vyznamu predevSim v ramci oogeneze, piipadné embryogeneze.

V dne$ni dobé mluvime o ribozomech jako o heterogenni skupiné subcelularnich
komponent, které se navzdjem odliSuji svou strukturou a funkci. Mimo jiné existuji i tzv.
specializované ribozomy. Funkce téchto specializovanych ribozoml souvisi velmi tzce s
konkrétnimi ribozomélnimi proteiny, které dany ribozom obsahuje. Kromé typu proteind jde i
o jejich mnozstvi, pomér, strukturu (napt. jestli prosel n¢jakymi post-translacnimi tpravami
atd.). Prikladem ribozomalniho proteinu v sav¢im oocytu je RPS26, ktery zejména reguluje
translaci v oocytu a podporuje dozravani folikulu. Konkrétni ribozomdlni protein v savci
embryogenezi je napiiklad RPL38, ktery je také dulezity pro regulaci translace mRNA v
embryu, ale soucasné je zapojen i do vyvoje axialni kostry.

Naprosta vétSina ribozomil je ve zralém oocytu skladovana v CPL. V CPL jsou
ribozomy povazovany za inaktivni a nepodileji se na translaci. Dalsi specifické misto pro
ribozomy v cytoplazmé jsou s mitochondrii asociované ribonukleoproteinové domény.
MARDO je struktura, kterd se nachazi kolem mitochondrie, a je tvofena RBP a mRNA.
MARDO je detekovatelna spiSe v pozdné&jsich stadiich oogeneze.

Na zavér je nutné zminit, Ze vyzkum specifity a heterogenity ribozomu je na pocatku,
ale je dulezity pro vyvoj oocytu a diferenciaci bunék (v rdmci embryogeneze), jelikoZz ma dopad

na regulaci translace a tim ma vyznam pro pochopeni neplodnosti.
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