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1. Uvod

Hlavnim nositelem genetické informace a tedy dédic-
nych vlastnosti zivych organismi je DNA. Ta je minimal-
n¢ z 80 % prepisovana do RNA (v zavislosti na organis-
mu). Nicméné jen kolem 5 % predstavuje kodujici RNA
(RNA nesouci informaci pfepsatelnou do feci proteint).
Zbytek RNA jsou tzv. nekodujici RNA, jako jsou ribozo-
mélni, transférové nebo regulaéni RNA'. O funkci RNA
rozhoduje jeji primarni sekvence a sekundarni struktura.
Stale vice se ale ukazuje, ze za zménu vlastnosti RNA
molekul jsou zodpovédné chemické modifikace. Piestoze
jsme schopni diky sekvenovani a piedevsim tzv. Next-
Generation sequencing (NGS, sekvenovani nové generace)®
urcit sekvence az n€kolika milionti riznych molekul nukle-
ovych kyselin soucasné pfitomnych v jednom vzorku, tyto
metody stale opomijeji jakékoliv modifikace pfitomné jak
na DNA, tak na RNA. V ptipadé DNA se jedna o podstat-
né¢ mensi skupinu chemickych modifikaci klasickych ka-
nonickych nukleotidl. Studium methylaci 5. pozice deoxy-

cytosinu® nebo 6. pozice deoxyadenosinu® je soudasti obo-
ru zvaného epigenetika. Je také znadmo okolo dvanécti
hypermodifikaci DNA, které vyzaduji vice neZ jeden edi-
taéni enzym. Funkce vétSiny téchto hypermodifikaci neni
znama, ale nékteré z nich jsou soucasti obranného systé-
mu, ktery pouZivaji bakterie pii ochrané svého genomu’.
Chemické modifikace RNA jsou rozsifeny mnohem hojné-
ji. Vtuto chvili je znamo vice nez 100 RNA modifikaci®
a pravdépodobné miiZeme na tomto poli ocekdvat nové
objevy v n€kolika nasledujicich letech. Repertoar chemic-
kych modifikaci RNA je pomérné Siroky pocinaje klasic-
kymi methylacemi nukleobaze nebo ribosy, pres kovalent-
né vazané aminokyselinové zbytky’, lipidové zbytky jako
nedavno objeveny geranyl® a konge kovalentng vazanymi
proteinovymi kofaktory jako, jsou koenzym A (CoA)’
nebo nikotinamidadenindinukleotid (NAD)'.

2. Eukaryotické RNA cepicky
2.1. Klasické kanonické Cepicky

Asi nejhojnéji rozSifenou mRNA modifikaci objeve-
nou jiz v 70. letech je kanonickd RNA &epicka''. Tvrdilo
se, ze vSechny eukaryotické mRNA obsahuji N-7-
-methylovany guanosin pfipojeny 5'-5" trifosfatovou vaz-
bou k mRNA (Schéma 1a). Hlavni roli 5'-mRNA cepicky
je krom€ ochrany RNA pfed exonukleasami, pfedevs§im
rozpoznavani proteinovymi faktory pro splicing, polyade-
nylaci a nukledrni transport, souhrnné feceno tzv. zrani
faktory proteinové syntézy a hraje roli pfi iniciaci transla-
ce. Typy Cepicek se rozlisuji tii podle poctu methylaci.
Tzv. ¢epicka typu 0 je esencialni napf. pro bunéény rust
Saccharomyces cerevisiae'? a pieziti lidskych bundk'.
Kromé methylace N-7 pozice guaninu byvéa ¢epicka Casto
methylovana v pozici 2° na nukleotidu +1, jedna se pak
o tzv. ¢epicku typu 1 (Schéma 1b). Nedavné studie ukéza-
ly, ze methylace atomu kysliku v pozici 2° je esencialni
pravé pro rozpozpoznani vlastni RNA imunitnim systé-
mem". Také byly objeveny lidské enzymy schopné me-
thylovat pozici 2'-kysliku na nukleotidu +2 (Schéma 1c)".
V roce 2016 byly nalezeny prekurzory tRNA v Saccharo-
myces cerevisiae obsahujici 5'-Cepicku. V tomto piipad¢ je
uloha cepi¢ky chranit tzv. pre-tRNA pred degradaci
v pribéhu jejiho vyzravani'®. 2,7-Dimethylguanosin byl

* Autorka ¢lanku byla v r. 2016 ocenéna Ceskou spoleénosti chemickou Cenou Alfreda Badera II za bioorganickou a bio-

anorganickou chemii.
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Schéma 1. Struktura mRNA ¢epicky typu 0-2

nalezen jako soucast Cepicky v lidskych kratkych RNA
(sRNA) a stejné tak rtzné varianty Cepicky 0 jako
mGpppC, GpppG, GpppA a m’GpppA u RNA kratsich
nez 50 nukleotida'”.

K navazani Cepicky vétSinou dochazi v jadre, ko-
transkripéné, jakmile polymerasa II pfepiSe prvnich 25-30
nukleotidii. Kanonickd mRNA cepicka je vytvarena ve 4
(resp. 5 krocich). V prvnim kroku dochazi k odstépeni
terminalniho fosfatu z trifosfatové RNA za vzniku difosfato-
vé RNA pomoci RNA trifosfatasy (TPasa). RNA guanyl-
transferasa (GTasa) v druhém kroku navazuje GMP na
5’-konec difosfatové RNA. A nasledn€ dochézi k methy-
lacnim reakcim pomoci guanin-N7 methyltransferasy
(guanin-N7 MTasa) a 2’O-methylaci pomoci 2’O-methyl-
transferasy (2°0O MTasa) na nukleotidu 1+ pfipadné i 2+
(Schéma 2).

Za prvni tfi vySe zminéné enzymové aktivity jsou
zodpovédné nezavislé peptidy nebo kombinované bi- ¢i
tri-funkéni multidoménové proteiny. Ke vkladani cepicky
a jejimu odstépovani mize dochazet i v cytoplasmé. Euka-
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ryotické bunky si udrzuji zasobu mRNA bez Cepicek ve
form¢ messenger ribonukleoproteini (mRNP) v P-bodies
(samostatné cytoplasmatické domény, kde dochazi
k uchovavani a degradaci mRNA)', kde b&né dochazi
k odstépeni  polyadenylového  konce stejné jako
k odstépeni 5°-CepiCky. Tento vratny proces probihajici
v P-bodies  pravdépodobné  predstavuje  aktivacni-
deaktivacni mechanismus, ktery poméaha regulovat protei-
novou syntézu'>*’. Miliony let evoluce a interakce virt
s hostitelskymi buitkami donutily i eukaryotické viry pou-
zivat CepiCkovanou mRNA. Tato RNA modifikace jim
pomaha vyuzivat bunécné translacni mechanismy a samo-
zfejm€& pomahd viru uniknout pfed rozpozndnim imunit-
nim systémem. Je nemozné shrnout zptsoby Cepickovani
virdlni mRNA do jednoho odstavce. Tak jak jsou viry roz-
manité, jsou rozmanité i jejich zplsoby vkladani Cepicek
na virdlni mRNA. Jednou moznosti, jak si virus mize pfi-
pravit vlastni Cepickovanou mRNA, je vyuziti vlastnich
virem kodovanych proteini. Napiiklad Vaccinia virus
(dsDNA) ma svij vlastni multifunkéni protein, ktery doka-
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Schéma 2. Enzymova syntéza mRNA ¢epicky 0,1 v eukaryotickych buiikach

ze generovat Cepicku typu 0 i 1. Alphavirus ((+)ssRNA)
mé obracené pofadi krokl pfi ¢epickovani RNA. GTP je
nejdiive methylovan a az pak transferovan na ppRNA.
Oproti tomu Rhabdovirus ((—)ssRNA) transferuje 5’-mono-
fosfatovou RNA na GDP. Tzv. odtrhavani RNA cEepicky
(angl. cap snatching) je druhou moznosti viru, jak dosah-
nout vlastni ¢epic¢kované RNA. Tento proces je typicky
napf. pro virus chfipky ((-)ssRNA). RNA dependentni
RNA polymerasa je schopna odstépit prvnich 10-15 nuk-
leotid Cepickované hostitelské RNA a nasledné takovy
kratky usek RNA pouZit jako primer pii virdlni mRNA
transkripci. Oproti tomu Saccharomyces cerevisiae totivi-
rus §t&pi piimo m’GMP z hostitelské mRNA a transferuje
jej na difosfatové viralni transkripty ko-transkripcné.
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2.2. Mén¢ casté varianty kanonickych ¢epicek

V poslednich letech se podafilo objevit nové varianty
Cepicek RNA molekul v eukaryotickych organismech.
Mezi né patii také 2,2,7-trimethylguanosinova (TMG)
epitka (Schéma 3a)*!. Ta byla velmi detailnd studovana
napt. u  Saccharomyces  cerevisiae™, u hlistic
(Caenorhabditis elegans)™ nebo i u savet™. Hypermethy-
lovana TMG cepicka je charakteristickd pro malé jaderné
RNA (snRNA) Ul, U2, U4 a US, které programuji sestfi-
hovani (splicing) mRNA. Za vznik TMG &epicky je zod-
pov&dnd methyltransferasa Tgs1, kterd katalyzuje dvé po
sobé nasledujici methyltransferacni reakce z S-adenosyl-
methioninu (SAM) na N2 atom klasické kanonické Cepic-
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Schéma 3. Struktury netradi¢nich eukaryotickych ¢epicek

ky. Zatimco klasické kanonické Cepicky jsou nepostrada-
telné pro vSechna eukaryota, TMG cepicka tak vyznamna
neni. Pokusy s #gsl/4 mutanty Schizosaccharomyces pom-
be ukazaly, Ze takové organismy rostou normalné>. Stejné
tak Tgsl deplece pomoci RNAi v HeLa bunkach neméla
7adny vliv na rst bunék®®. Nicméné jeho role se ukézala
jako esencidlni pfi meioze Saccharomyces cerevisiae™
a mutace aktivniho mista Tgsl byla letdlni v rané fazi ku-
kel Drosophil®’.

Vroce 2012 byla objevena nova lidskd RNA-
methyltransferasa BCDIN3D®®,  kterd methyluje mi-
kro RNA (miRNA). Mikro RNA jsou kratké jednovlakno-
vé RNA molekuly (1824 nukleotidd), které posttran-
skripén¢€ ovliviiuji genovou expresi v eukaryotickych bun-
kach. BCDIN3D methyluje nebo dimethyluje atomy kysli-
ku fosfitu na 5’-monofosfitovém konci miRNA
(Schéma 3b) a negativné tak reguluje zrani miRNA.

Dalsi netradi¢ni ¢epi¢kou je methylovany 5’-y-fosfat
terminalné kodovaného guanosinu (Schéma 3¢)***°. Takto
Cepickovana RNA  je vétSinou produkovana
RNA polymerasou III a za methylaci je zodpovédny tzv.
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methylfosfat cepickovaci enzym (angl. methyl phosphate
capping enzyme, MePCE nebo Bin3). MePCE je evolucné
zachovand RNA methyltransferasa nalezend v Sirokém
spektru organismit od kvasinek az po ¢loveéka a vyuziva
SAM k transferu methylu na y-fosfat RNA®'. Tato &epicka
neumoziuje translaci a vyskytuje se pouze na malych ne-
kédujicich RNA, jako jsou U6snRNA nebo 7SK RNA,
myS$i RNA B2 nebo rostlinné U3snRNA.

3. Prokaryotické RNA cepicky
3.1. 5'-Terminalni trifosfat

Ve vsech trech ptipadech netradicnich RNA Cepicek
se jednd o methylaci vétSinou nekodujici RNA
v eukaryotech. Jest otazkou, kolik jesté jinych modifikaci
kromé& methylaci 1ze odhalit na 5’-koncich eukaryotickych
RNA. Pfi hledani takovych novych struktur se mizeme
nechat inspirovat svétem prokaryot.

Az do nedéavna se véfilo, ze chranéni RNA pomoci
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Schéma 4. Prozatim odhalené struktury na 5’-koncich prokaryotickych RNA

Cepicky je typickym znakem eukaryot a u prokaryot neby-
ly zadné takové pripady znamy. Degradace mRNA je diile-
zitym regulaénim mechanismem, ktery pfimo ovliviiuje
genovou expresi, a tedy to, kolikrat bude informace
translatovana. Praveé polocas rozpadu mRNA je rozhoduji-
ci pfi vyrobé jakéhokoliv proteinu v bunice. Napiiklad
u Escherichie coli je prumérny polocas rozpadu mRNA
5 minut. Jednotlivé RNA mohou pfezit n€kolik sekund az
n&kolik hodin®. Escherichie coli pravdépodobné nema
za4dné 5’-exonukleasy, které by mohly spustit degradaci
mRNA a 5'-konce mRNA jsou vétSinou skryty v tzv.
stem-loop struktufe. Plvodné se véfilo, ze degradace je
spusténa endonukleotickym $tépenim pomoci RNasy E.
Ale v roce 2007 bylo zjiSténo, Ze degradaci pomoci RNa-
sy E ptedchazi jesté jeden enzymovy krok, a to rozstépeni
terminalniho trifosfatu na difosfat a monofosfatovou RNA,
kterd je pak dostupnd pro degradaci pravé RNasou E
(cit.®). O rok pozdgji pak byl objeven enzym zodpovédny
za tento proces’*. Bakterialni enzym RppH (dfive znamy
jako NudH nebo YgdP) patfi do skupiny Nudix hydrolas,

u nichz byla prokdzana mononukleotid pyrofosfohydrola-
sova aktivita in vitro®. RppH byl schopen urychlit degra-
daci stovek E. coli transkriptd in vitro tim, ze konvertoval
jejich 5'-trifosfatovy konec na 5’-monofosfatovy a umoz-
nil tak nasledné St€peni RNA. Nejzajimavéjsi na objevu
tohoto enzymu je predevsim to, Ze vykazuje evolucni po-
dobnost s eukaryotickym enzymem Dcp2, ktery je zodpo-
veédny za odstépovani mRNA cepicek. Mizeme tedy tvr-
dit, ze jiz v roce 2008 byl objeven prvni typ prokaryotic-
kych cepicek — trifosfat (Schéma 4a).

3.2. Kofaktorové Cepicky

Pti hledani novych RNA modifikaci Liu a jeho skupi-
na objevila CoA (Schéma 4b)’ a NAD (Schéma 4c¢)'” ko-
valentné vazané na 5’-konci kratkych RNA v totalni RNA
Escherichie coli a Streptomyces venezuelae.

Vzorky RNA byly rozdéleny do 2 paralelnich experi-
mentld. V jednom byla RNA nastépena nukleasou P1 do
formy nukleotidd a v druhém byla uzita teplotné inaktivo-
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Schéma 5. Usporadani experimentu, které umoznilo odhalit pFitomnost kovalentné vazanych kofaktori v totalni prokaryotické

RNA
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vand nukleasa P1. Takovyto model experimentu umoZznil
vyloucit moznost nekovalentni interakce kofaktorti s RNA.
Po reakci s nukleasou P1 byly vzorky analyzovany meto-
dou LC/MS (Schéma 5). CoA a NAD byly detegovany ve
frakei kratkych RNA do 200 nukleotidii. Aplikace LC/MS
umoznila objev takovychto RNA, ale nedovolila odhalit
sekvenci takto chemicky modifikovanych RNA.

Pro odhaleni sekvence RNA nesouci NAD bylo tieba
vyvinout specidlni metodu vychytavani. Takovad metoda
musela byt nutné selektivni vi¢i NAD a zaroven velmi
citliva k jinak kiehkym molekuldm RNA. Mné se takovou
metodu podafilo vyvinout ve skuping prof. Jischkeho™.
Testovala jsem mnoho chemickych a enzymovych zpu-
sobtl, jak vlozit biorthogonalné opracovatelnou skupinu
pouze na NAD-RNA molekuly. Nakonec jsem vyvinula
metodu vyuzivajici adenosindifosfatribosylcyklasu
(ADPRC) z Aplysie californicy. Bézné tento enzym kataly-
zuje cyklizacni reakci za vzniku adenosindifosfatribosy,
jak jiz jeho nazev napovida. Bylo také popsano jeho vyuzi-
ti pfi nahrazeni nikotinamidu jinymy N-heterocyklickymi
nukleofily’”. V mém piipadé byl ADPRC schopen piekva-
pivé transglykosylaéni reakce NAD (NAD-RNA)
s alkoholy = nesoucimi  terminalni  trojnou  vazbu
(Schéma 6a). Produkt transglykosylacni reakce byl nasled-
né podroben cykloadici s biotinazidem za katalyzy médi
(CuAAC). Tato reakce probihala témér kvantitativné
(Schéma 6b).

Pro ucely vyvinuti metody bylo tfeba pfipravit mode-
lovou NAD-RNA. NAD je dobte akceptovan jako iniciac-
ni nukleotid T7 RNA polymerasou pfi in vitro transkrip-

Referat

ci®®. Vysledkem in vitro transkripce je smés transkripti
nesoucich na 5’-konci ATP anebo NAD. Stejnou metodou
je mozno pfipravit i RNA nesouci na 5'-konci CoA anebo
flavinadenindinukleotid (FAD). Nasledna aplikace vyvinu-
t¢ metody na modelovou RNA ukazala robustnost
a ohleduplnost metody na jinak velmi citlivé molekuly
RNA. V piipad¢ druhé cykliza¢ni reakce bylo nutné pouzit
ligand médi tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin
(THPTA), ktery chranil RNA pied degradaci v prib&hu
reakce. Kdyz jsem prokazala, Ze obé reakce velmi dobfte
funguji na modelové RNA a ja jsem schopna takto pfipojit
selektivné biotin pouze k molekulam RNA nesoucim ko-
valentné vazané NAD, aplikovala jsem metodu na totalni
RNA z E. coli. Po transglykosyla¢ni reakci, napojeni bioti-
nu a vychytani RNA molekul nesoucich biotin pomoci
streptavidinovych kulicek jsem pouzila kombinaci mole-
kularné-biologickych technik, jako je prvni adaptorova
ligace, reverzni transkripce, druhd adaptorova ligace
a PCR (Schéma 7). Poté jsem pfipravila 3 knihovny vzor-
ka pro Next-generation sekvenovani (NGS) ze dvou riz-
nych kment E. coli bunék — IM109 a K-12. Nasi metodu
jsme nazvali NAD captureSeq a je ji mozno aplikovat na
totalni RNA izolovanou z jakéhokoliv zdroje™.

Nasledna bioinformaticka analyza vsech tii NGS kni-
hoven odhalila zvySenou koncentraci nékolika typt krat-
kych regulacnich RNA (GadY, Gcev, RNAI, CopA atd.)
pochazejicich ze vzorkih RNA, které prosly reakcemi
s ADPRC, pentynolem a cykliza¢ni reakci, nikoliv vsak
v negativnich kontrolach, kde nebyl pouzit ADPRC en-
zym. Negativni kontrolni experimenty mély vyloucit obo-
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Schéma 6. a) Struktury produkti transglykosyla¢ni reakce NAD s alkoholy obsahujicimi terminalni trojnou vazbu. b) Schéma
dvoukrokové reakce, pri niZ je mozno selektivné vlozit biotin na pivodni NAD molekulu namisto nikotinamidu
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Schéma 7. NAD captureSeq metoda pro odhaleni RNA s kovalentné vaizanym NAD

A 4

hacené sekvence RNA z divodu plivodni vysoké koncen-
trace (jako napf. 5S rRNA) nebo z diivodii nekovalentnich
interakei v pribéhu aplikace protokolu. RNAI a CopA
kratké plasmidové kddované RNA byly nalezeny pouze ve
vzorcich pochézejicich z JM109, protoze tyto bunky obsa-
hovaly dva plasmidy. Dale jsme objevili novy typ 5'-frag-
mentl nékterych mRNA gent jako napt. gatY, pgk, hdeD
ataké gent signalnich peptidi jako napf. ilvL a hisL.
Vsechny vysledky ziskané bioinformatickou analyzou
jsem oveéfila pomoci real time PCR analyzy ¢cDNA. Po
izolaci RNAI z totdlni RNA JM109 kmenu E. coli jsem
vzorek naStépila nukleasou P1 a analyzovala jsem vzorek
metodou LC/MS. Ve vzorku pfipraveném z RNAI byl
fragment NAD (m/z = 540,05 [M-H]"). Takovy pik nebyl
pfitomen ve vzorku pfipraveném napiiklad z 5S rRNA.
Poté, co jsme prokazali, ze NAD je skutecné kovalentné
vazan na 5’-konci kratkych regulacnich RNA, zacali jsme
zvazovat, jakou roli mize hrat pravé na téchto RNA.
Plasmidové RNA (RNAI a CopA) jsou regulacni RNA
replikace plasmidu. Ostatni kratké RNA kodované
v chromosomu E. coli jsou podstatné pti odpoveédi bunék
na stres, byt jejich pfesnd Gloha znadma neni. UZ z in vitro
experimentd bylo patrné, ze RNA nesouci na 5’-konci
NAD, je mnohem stabilnéjsi predevsim vuci selektivnimu
pusobeni exonukleasami. Napadlo nas, ze by NAD mohl
hrat podobnou roli jako 5'-trifosfat’*, tzn. stabilizovat
RNA a chranit ji tak pfed degradaci RNasou E. Nicméné
v takovém pfipadé by bylo tieba najit enzym, ktery bude
schopen rozstépit terminalné vazané NAD za vzniku mo-

OH OH

v

1. Adapterova

ligace
/7 /7
ey
Reverzni
transkripce
Tailing a 2. M
Adapterova
GGG —— ligace M
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nofosfatové RNA. V E. coli je popsano celkové 13 NudiX
pyrofosfohydrolas. Mezi tyto enzymy patii pravé i RppH
nebo Dcp2. Oba tyto proteiny degraduji 5'-RNA cepicku
(trifosfat u prokaryot a klasickou kanonickou Cepicku
u eukaryot). Dalsim c¢lenem této skupiny enzymi je
i NudC, o némz bylo znamo, ze in vitro hydrolyzuje NAD
(H) na NMN(H) a AMP (cit.*®). Odhalili jsme, 7e pravé
tento enzym je schopen velmi aktivné odstépit NMN
(nikotinamidmononukleotid) z 5'-konce RNA za vzniku
5’-monofosfatové RNA, kterd je pak nasledné obnazena
pro piisobeni RNasy E a tedy pro degradaci. Navrhli jsme,
ze NAD muze také hrat roli ¢epicky RNA stejné jako tri-
fosfat. Buiika si muze rozhodovat o délce plsobeni urcité
RNA (at uz mRNA nebo regula¢ni RNA) pomoci systému
minimalné¢ dvou NudiX enzym (Schéma8) RppH
a NudC, které spusti v pfipadé potieby degradaci té dané
RNA generaci 5’-monofosfatového konce obnazeného pro
degradaci pomoci RNasy E. Trifosfatova RNA je nestépi-
telnd pomoci RNasy E az do momentu, kdy je jeji konec
degradovan pomoci RppH za vzniku monofosfatové RNA.
Stejné tak NAD-RNA je chrdn¢na pfed $t€penim pomoci
RNasy E, az do momentu, kdy je odstépen nikotinamid-
mononukleotid za vzniku monofosfatové RNA, ktera uz
mize byt v dal$im kroku degradovana pravé RNasou E.
Krystalova struktura NudC enzymu z E. coli byla
publikovana dvéma skupinami zaroven a potvrdila silnou
preferenci NudC vici NAD-RNA oproti volnému NAD
(cit.**). NudC se vaze k riznym typam jednovlaknové
RNA a nevykazuje zvySenou afinitu vici zadné specifické
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Referat

Schéma 8. Navrh, jak E. coli miiZe selektivné degradovat jednotlivé RNA pomoci ti'i typt enzymiu (RppH, NudC a Rnasy E)

sekvenci RNA.

Bylo tedy jasné, jak je NAD-RNA degradovéna, ale
netusilo se, ktery enzym je zodpovédny za vlozeni NAD
¢epicky na 5'-konec RNA. Liu a spol. publikovali, Ze in-
korporace pomoci RNA polymerasy, byt fungujici
in vitro, in vivo nefunguje'’. A% v roce 2016 bylo skute¢né
ovéteno, Ze za in vivo inkorporaci NAD do RNA v E. coli
je zodpovédna RNA polymerasa®. Bylo dokézéano, Ze ne-
jen bakteridlni, ale i eukaryotické polymerasy jsou schop-
ny inkorporovat vedle NAD i NADH, nebo 3’-defosfo-
CoA do RNA, jejichZ sekvence zacina (+1 nukleotid) ade-
nosinem. Prozatim nebyla identifikovana zadna specificka
sekvence promotoru, kterd by ndm umoziovala predpove-
dét, zda bude dana RNA obsahovat NAD ¢i ne. Proto se
predpoklada, Ze rozhodujici bude vedle relativni afinity
vici RNA polymerasovému komplexu také relativni bu-
n&ena koncentrace ATP a NAD (Schéma 9)*. Relativni
bunééna koncentrace NAD (pohybuje se v mM v zavislosti
na nutricnim stavu buiiky) a 3’-defosfo-CoA (15-50 %
hladiny CoA: 20-600 uM opét v zavislosti na nutricnim
stavu buiiky) odpovida relativnimu mnozstvi nalezené
NAD-RNA a CoA-RNA v prokaryotickych bunkach
(3000, resp. 100 kopii na buiiku). Tento pomér naznacuje,
ze teorie inkorporace kofaktoru do RNA na zéakladé jeho
lokalni koncentrace by mohla byt spravna.

NAD-RNA byla potvrzena uz i v Saccharomyces
cerevisiae, a to na podmnozin¢ jadernych a mito-
chondrialnich mRNA®. Muzeme predpokladat, ze NAD
Cepicka bude nalezena v Sirokém spektru dalSich eukaryo-
tickych organismi. Prestoze bylo dokazano, ze NAD stabi-
lizuje RNA, na niz je navazan, neni jisté, zda je to jeho
jedina uloha, zda napt. nema také lokalizaéni funkci nebo
dokonce neni s touto molekulou v RNA tzce svazana néja-

De novo transkripce
—
m NAD, NTP

PPP-A

k4 metabolickd reakce. Pfece jen je NAD vyuZivan
v bunkach v oxidoreduk¢nich procesech.

Jednou ze zékladnich otdzek, kterou si miizeme polo-
zit u NAD molekuly, je, pro¢ proteinové enzymy vyuzivaji
jako hlavni oxidoredukéni kofaktor nukleovou kyselinu
a nikoliv strukturu jim podobnou na bézi aminokyselin.
Pravé existence proteinovych kofaktrorii jako je NAD,
NADP, FAD nebo CoA vede k teorii, Ze tzv. RNA svét
evoluéné predchazel dneSnimu uspotfadani Zivota na zemi
(DNA, RNA a aminokyselinové proteiny)*®. V RNA svéts
byly molekuly RNA zodpovédné nejen za pienos genetic-
ké informace, ale také za vlastni metabolismus. V takovém
pfipadé€ potfebovaly katalyzovat i oxida¢né redukéni pro-
cesy a NAD mohlo ziskat svou funkci jiz v této dobé.
NAD-RNA v dnesnich organismech mohou piedstavovat
tzv. zivouci fosilie a mohly by nam jesté hodné napovédét
o prechodu mezi RNA a proteinovym metabolismem.

4. Zavér

Je otazkou, jaké dalsi RNA modifikace jesté cekaji
na objeveni. Ukazuje se, Ze zvlasté modifikace na 5’-konci
RNA jsou velmi pestré a mohou to byt pravé ony, kdo
rozhoduje nejen o polocasu rozpadu dané RNA, ale také o
jeji presné funkci. Vétsina RNA modifikaci byla objevena
pomoci LC/MS analyzy $tépené RNA ve form¢ nukleosi-
di, pripadné nukleotidii. Vyhledavani chemickych RNA
modifikaci predevs§im v eukaryotickém transkriptomu stale
narazi na limity dnes dostupnych metod. Pokud izolujeme
totalni RNA z eukaryotickych bunék, 95 % ziskané RNA
je TRNA nebo tRNA. Tyto RNA jsou velmi dobie pro-
zkoumané i z pohledu chemickych modifikaci. Zbylych

Smés produktu transkripce

L/\’NADL/\

E.Coli RNA polymerasa

Schéma 9. De novo transkripce zac¢inajici ATP nebo nekanonickym iniciaénim nukleotidem — NAD
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5% RNA, které nam zistanou po depleci rRNA, je pak
natolik malé mnozstvi velmi riznorodych RNA (mRNA,
regulacni RNA), Ze je prakticky nemozné odhalit n¢jakou
chemickou RNA modifikaci. Zv1asté terminalni RNA mo-
difikace jako NAD je tézké odhalit, protoze pfipada vzdy
maximalné jedna chemickd modifikace na celou RNA
molekulu, kterd mize mit az tisice nukleotidd. Resenim
muize byt vyuziti velmi citlivych modernich nanoUPLC/
MS systému, které vsak nejsou dostupné kazdé laboratofi.
Druhou moznosti je studium eukaryotickych vird, které se
vyvijely spolecné s eukaryotickymi bunkami. Vyuzivaji
velmi podobné biomolekuly a tak mohou, jako jiz nékoli-
krat v minulosti (naptiklad tzv. RNA cepicka byla nejdiive
objevena ve virech)"’, pomoci pii objevu novych chemic-
kych RNA modifikaci. Uz ted’ je ovSem jisté, ze studium
chemickych RNA modifikaci nam midze pomoci pochopit
a ovladnout regulacni mechanismy v buiikach.

Tato prace vznikla za financni podpory Grantové
agentury Ceské republiky (grant 16-16358Y). Autorka si
velmi vazi podpory, kterou poskytuje Dr. Alfred Bader
mladym ceskym organickym a bioorganickym chemikiim.
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H. Cahova (Institute of Organic Chemistry and Bio-

chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague): Prokaryotes also Protect their RNAs — New
Types of 5> RNA Caps

It was long time pressumed that only eukaryotes pro-

tect their RNA by 5'-RNA cap. Recently, it was shown
that also prokaryotes employ some kind of protection of
their RNA in the form of 5'-triphosphate or NAD cova-
lently attached to 5’-terminus. This review discusses the
state of art of 5’-RNA cap in eukaryotes and prokaryotes.



