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1. Abstrakt

Preklad proteid negastji zahajuje asociace preini¢@iho komplexu sap strukturou na
5-konci mRNA. VIdkno mRNA je naslednpratitano (skenovano) malou ribozomalni
podjednotkou (40S), aZ k inigiaimu AUG.

Pri studiu picornavitt byl objeven alternativni Zigob iniciace translace, nezavisly na 5
cap struktire. Mechanismus nevyZzaduje elF4G iniaia faktor, ale specifickou vriti
sekvenci mista nasednuti — IRES. Viry vyuZivajicap nezavisly mechanismus iniciace
k vytazeni hostitelského trangtdho aparatu. Proteolyticky &gti iniciatni faktor elFAG a
znemo#uji tim nasednuti preiniciaiho komplexu na mRNA. Virové mRNA obsahujici
IRES v 5°-UTR oblastech jsou tgpe translatovany.

Hledani IRES sekvenci v jinych organismech nezchirylo iniciovano jak vlastnostmi
IRES sekvenci, tak strategii ¥ivyuzivajici hostitelské hiky. Buni¢né IRES byly objeveny
pievazre v zivaciSnych mRNA kodujicich proteinyitkezité @i raznych stresovych stavech.
Ménr¢ IRES sekvenci pak bylo nalezeno v octomilce, kugsth a nejménpak v rostlinach.

Vyzkum IRES sekvenci se sotedil na tvorbu bicistronnich konstrukexprimujicich
reportérové proteiny viznych expresnich systémechePazié se jednalo o IRES Zivaha
nebo vik, exprimovanych ve tk#vych kulturdch¢i mySich. Byly porovnavany gnnosti
riznych expresnich kazet a vyteta se pedstava o jejich fungovani a vlivu na iniciaci
translace.

V rostlinach byla hledana optimalizace ¢&p nezavislé iniciace translace zgelem
zvySeni dinnosti exprimovanych protein Nebylo vS8ak dosaZzendqupokladdané dinnosti
v porovnani s expresnimi konstrukty se samostatnigdicimi sekvencemi (promotory a
terminatory). Vyhoda IRES tkvi v mozZnosti vyhnoue skonstrukim s duplicitnimi
promotory, u kterych rize dochazet k rekombinacim, a tim Kazeni expresni kazety.

Cilem prace bylo shrnout dosavadni znalosti o IREERvencich, porovnat model
fungovani 5’eap nezavislé iniciace translace se standardnim, f@apzavislym modelem.
Dale nastinit charakter IRESiquistavit gkolik konkrétnich zastupicz fad IRES sekvenci a

na rekolika studiich piblizit sowasny systém jejich testovani, &azem na rostliny.

Kli éova slova: bicistronni translace5 -cap-nezavisla iniciace translace, \mit iniciace,

IRES sekvence, reportérové geny



2. Abstract

Initialization of protein translation most oftenags by association of preinitiation
complex with cap structure at the 5-end of mMRNA. mRNA is than smahby a small
ribosomal subunit (40S), in 5" — 3" direction ustért codon AUG is reached.

The alternative way of translation initiation thist independent on the Bap was
discovered during studies of picornaviruses. Iropiaviruses translation initiation require
instead of elF4G factor specific sequence for mdkentry of ribosome — IRES (Internal
Ribosome Entry Site). In Xap independent mechanism viruses cleave elF4G ioitiat
factor and thereby they make impossible preindgratcomplex to scan mRNA with host
translational apparatus and viral mRNAs containlRES in their 5°-UTR regions are
efficiently translated.

Search for IRESs in other organisms was initiatgdiriierest in features of IRESs
sequences as well as by strategy of viruses malgadiost cells. Cellular IRESs were mainly
discovered in animal mMRNAs, which encode proteirstress response. Less frequently IRES
sequences were discoveredirosophilg yeast and least frequent were in plants.

Research of IRES sequences concentrated on tesftiegpression of reporter proteins in
bicistronic expression cassettes in different sgsteMainly were used IRES sequences from
animals or viruses for expression in tissue cufiuoe in mice. Efficiency of different
expression cassettes was compared to reveal cooictir function and effect on initiation
of translation.

The optimization of the 5¢ap independent initiation of translation was alsolesgd in
plants to increase the efficiency of protein expi@s. However the efficiency did not
achieved that of constructs with multiple promotefsiought advantage of IRES based
expression cassettes relays in possibility to awmdstructs with multiple promoters for
parallel expression of proteins, because frequesambination between duplicated promoters
cease expression.

The aim of this work is to summarized present krage on IRES sequences, compare
the 5°cap independent and Tap dependent model, to present character of IRESs and

describe several IRESs chosen for testing and URBIE§s in plants.

Key words: bicistronic translation, 5¢apindependent initiation translation, internal

initiation, IRES sequences, reporter genes



3. Uvod

IRES sekvence byly objevenyfgal vice nez dvaceti letyfipstudiu 5-UTR oblasti
picornavifi (Pelletieret Sonenberg, 1988). Zjistilo se, Ze vysoce struktamd 5°-UTR brani
klasickému skenovani preini¢isiho komplexu. Nasledn doSlo k navrZzeni jiného
mechanismu iniciace translace, nezavislého natsteils’cap. Poz@&jSi studie picornavir
ukazaly, jakym zppsobem IRES pomahaji vim pii napadeni hostitele. Jakmile virus napadne
bunku, dochazi ke 8peni hostitelského iniciaiho faktoru elF4G virovou proteazou 2A
(Sonenberget al, 1994). Roz&peny inici@ni faktor se stava nefutiki a jeho role v 5¢ap
zavislé iniciaci translace je eliminovana a traosl@iostitelskych mRNA je pozastavena na
Ukor mRNA virovych.

IRES sekvence byly také objeveny v 5°-UTR oblastecmcnych mRNA. Proteiny
kédované amito mRNA jsou pro dany organismus velicéaFité, zejména za stresovyéh
jinych, fyziologicky nestandardnich podminek. Iame translace %ap nezavislym
zpisobem umoiuje organismm exprimovat tyto dlezité proteiny, i kdyz dochazi
k pozastaveni klasického skenovaciho mechanismu.

Prvni vyzkumnici shledavali v IRES sekvencich mo&anadny prosedek k vysoké
expresi proteil. To se pozdi ukadzalo jako mylna jedstava neuspnymi pokusy
s bicistronnimi vektory.

Bicistronni vektor se obvykle sklada ze dvou kdéciafi sekvenci. Neastji se jedna o
sekvenci kodujici reportérové geny, jejichz expresekoumana. Existujeékolik moznych
piistupi. Nejvice pouzivanym je bicistronni vektor s viodenlRES sekvenci mezi oba
cistrony, nahrazujicéinnost odstratného promotoru 3"-proximalniho cistronu. Vliv IRES
sekvence na dinnost exprese je porovhavan s kontrolnimi vektdderé jsou obvykle
monocistronni nebo bicistronni,riglicimi sekvencemi (promotorem a terminatorem) pro
kazdy cistron.

VétSinou dochazi k vySsiiinnosti exprese u 3"-proximalniho proteinu pod potarovou
sekvenci, nez pod vlivem IRES. Mohlo by to bytigpbenaiast&nou nekompatibilitou IRES
pochazejici z jiného organismu nez je pouzity fetimé systém, nebo charakter &ap
nezavislé iniciace translace by mohl byt takovy.eXprimované mnoZstvi protéinn vivo,
nag. za teplotniho Soku, je dostaté. Cel&'ada otazekistava nezodp@zena i po dvaceti
letech od objevu IRES.

Vyskytly se také kontroverzni studie, které zpoaghybzasadni vyznam IRES sekvenci a

piifazuji jim pouze stimutmi roli (Attal et al, 1999). Jiné sporné vyzkumy zpochyp



celoutadu IRES na zakla&dnedostatene provedenych statistickych vyhodnocerininosti
translaci (Kozak, 2001).

Hledani IRES sekvenci v rostlinach studium expresnich vektiors virovymi IRES
vpravenymi do rostlin se Zea objevovat teprve v poslednich letech, jakornapjev IRES
v 5"-UTR oblasti mRNA alkohol dehydrogenazy kiike (Mardanoveaet al, 2008). Tato

oblast vyzkumu zisk&va na olidibejména v modernim biotechnologickém &eh



4. Literarni pfehled

4.1. Translace

Translace je buigny proces, Bhem rhoz dochézi kigkladu genetické informace
kédované triplety nukleotidv molekule mRNA do polypeptidovéltetézce. Translaci rive
piedchazet transkripce mRNA z DNA, existuji vSakin&NA viry, u nichz transkripce neni

zapotebi. Spazeni ¢&chto d&ju je

znazorgno naObr. 1. Translace vyzaduje
Gcast komplexu sloZzeného zejména
z ribozomi, tRNA a dalSich faktdr, véetns

aminoacyl-tRNA syntetazy.

transkripee
A 89
Ribozomy jsou ribonukleoproteinové
partikule tvdené ribozomovymi RNA, ke
kterym jsou vazany ribozomové proteiny,
jejichz funkci je stabilizovat celou strukturu
ribozomu. Ribozom poskytuje kostru pro
fadné shroméazdi mRNA, tRNA a
proteinovych faktai. Jeho P misto zajigje
peptidyl-transferazovou aktivitu pro tvorbuObr_ 1 Transkripce a translace
peptidi (Obr. 2). Obsahuje malou a velkou (upraveno podle Radboud University Nijmegen,
ribozomalni podjednotku.  Sekvence a2008)'
struktura komponeiit pottebnych i translaci je u vSech znamych organismnané
konzervovana.
Translace probiha vékolika dikich fazich: iniciace, elongace, terminace a recgkla
(Marintchevet Wagner, 2004).

4.1.1. Iniciace translace

Proces iniciace je ze vSectyt fazi translace nejkomple¥Si a nejvice se liSi v ramci
raznychtisi organism. V poslednich letech se vSak shromazdilo velkéastvi strukturnich,
biochemickych a genetickych informaci, které patyrdznatné zachovani zakladnich

mechanism béhem evoluce (Nakamoto, 2008).



4.1.1.1. Transl&ni mechanismus

VétSina eukaryotnich mRNA je translatovana skenovatiechanismem,ip kterém se
komplex 40S ribozomalni podjednotky, ini&m tRNA s navazanym methioninem a
iniciacnich faktofi vdze na 5cap strukturu. Tento komplex p¢da (skenuje) nukleotidovou
sekvenci ve siru 5° k 3"-poly A konci, az dosahne trarsléno iniciagniho kodonu AUG
(Kozak, 198%t 1991).

Malé mnozstvi MRNA je vSak také&iang translatovano, igstoZze neobsahuje futrk 5°-
cap strukturu, pop 5°cap struktura zcela chybi. To vedlo k vykemi konceptu, kde
ribozomy dosahuji inicimiho koddnu jinym procesem neZz skenovanim odcap -
(Houdebineet Attal, 1999). Tim byl odhalen alternativni, nacap nezavisly, mechanismus
iniciace translace. Realizuje séimpou schopnosti malé ribozomalni podjednotky vazat
specifickou sekvenci mMRNA, ktera byla nalezenaktarych virovych a butnych mRNA.
Jde o sekvenci lezici v 5°-UTR oblasti mRNA od iminiho AUG kododnu, ktera byla pogd
nazvana IRES. Dosud vSak neni mechanismus tétadricletaild pochopen (Houdebinet
Attal, 1999).

4.1.1.1.1. Model iniciace translace skenovanim

Velké (60S) a malé (40S) ribozomalni podjednotkkaeyot jsou drzeny oddene v
dusledku navazani iniciaich faktofi elF3 na 40S podjednotku a elF6 na 60S podjednotku.
Preinicia&ni translani komplex je formovan spojenim komplexu 40S—elF3emarniho
komplexu (Met-tRNA, elF2 a GTP) prastnictvim elF1A (Bennet Hershey, 1978). Na 5-
cap strukturu mRNA, jenZz ma byt translatovana, se vé#ed4F (formovany asociaci
iniciatnich fakton elF4A, elF4B, elF4G a elF4E) (Galliet al, 1998). Posléze dochazi
k navazani preiniciamiho komplexu na mRNA-elF4 komplex pii@stnictvim elF4G Qbr.
2-(2)). Inicia¢ni komplex naslednskenuje mMRNA pomaoci elF4A s helikdzovou aktivitou,
vyuzivajice energie hydrolyzy ATP gebné k rozvoléni sekundarni struktury mRNA.
Rozpoznanim inicimiho kodénu AUG se skenovani zastavuje a vede kohyk GTP
asociovaneho s elF2. Jde o nevratny krokr( 2-(3)) (Merrick, 1992). Nalezeni AUG je
usnadino specifickou obklopujici sekvenci zvanou Kozakd3a&GCCAGCQRAUGG-5)
(Kozak, 198%t 1991). Ridani Kozakovy sekvence do okoli initrdho kodonu AUG vede
ke zvySeni tinnosti translace MRNA (Houdebire¢Attal, 1999). Pokusy sif@avanimstem-
loop® struktury do 5 -UTR oblasti bicistronnich vekigarokazaly inhibini efekt na translaci
nasledujiciho cistronu. Naproti tomu vioZzestém-loopstruktury za iniciani kodon vede ke

zpomaleni skenovani 40S ribozomalni podjednotkaimak jeji lepSi vazé na inicia&ni



koddon (Sonenbergt al, 1994). Na z&u dochazi k nasednuti zbylé 60S podjednotky diky
vazl® eiF5-GTP. Nasledna hydrolyza GTP vede k ¥anbou podjednotek za vzniku
funkéniho 80S ribozomudbr. 2) (Lodishet al,, 2005).

Tento mechanismus byl dlouhou dobu pokladan zanyednozny zgisob iniciovat
translaci. Nicméa# s rostoucim p&iem zkoumanych mRNA dochazelo k ndlez mRNA,
které tento mechanismus nerespektovaly, jaka.nagkteré mRNA ¢eledi Picornaviridae
(Sonenbergt al, 1994).

elF3
f

4

r elF14A
(1]

alF2 + GTP + Mat-tRMA
(ternérmni komplex)

Met @-GTP
Preiniciatni komplex
5'|cap 3'F1'|3|Y-"'-
Bl wfeer— e,
B alF4 + mRMNA

Met @-GTP

M Gppp —_ -@ 4 A
AL e—— 0 0
(cap) ‘qa % 4B (AAAL,

Iniciacni komplex
—— ATP

= ADP + P;

alF14, elF3, elF4 komplex,
alF2+ GDP + B,
Met

[
5 ® '\A_J:JJ (AAA), 3

605 podjednotka-alF6, elF5 + GTP

Obr. 2 Model iniciace translace
skenovanim u eukaryot: (1) formovani 4]
preiniciatniho komplexu z komplexu 40S— elF6, elF5+ GDP + Pj
elF3 a ternarniho komplexu, (2) vazba
preinicianiho komplexu naap strukturu,
(3) skenovani mRNA, (4) vazba velké
ribozomalni podjednotky (upraveno podle
Lodishet al, 2005).

(AAAY,

805 ribozom  Peptidylové misto

! Stem-loopstruktura je oblast dvousroubovice, haRNA, kterd vznikne ohnutim jednoduchého

ietézce do tvaru vlasenky, udrzované interakcemi mazemi téhoZetézce.
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4.1.1.1.2. Model iniciace translace nezavisly na-6ap

Byly nachazeny dalSi a dalsi mRNA, které nerespiektodel skenovani 5-UTR a pro
iniciaci translace nevyzZaduji Sap strukturu. Nejvicedchto mRNA je prozkoumano u vir
Napr. virus ctské obrny Poliovirus) ¢i FMDV blokuji zahy po infekci biikky mechanizmus
iniciace translace proteolytickym &épenim inicigniho faktoru elF4G proteazou 2A
kédovanou virem a tim brani jeho nasednuti na@ap strukturu, coz vkadi hostitelsky
transl&ni aparat. Posledni vyzkumy nazop, Ze virové protedzy &bi i jiné burécné
proteiny zapojené do translace (Bagtcal, 2006).

Virové mRNA neobsahuji 5¢ap strukturu, ale relativhdlouhou a vysoce strukturovanou
5-UTR, ktera neni rozpoznana 40S ribozomalnim KHergm (Houdebinest Attal, 1999).
Jde o vnitni (internal) sekvenci mista (site) nasednuti gntibozomu (IRES), kterd
specificky gitahuje preiniciani komplex. Virova mRNA je tak translatovana na iRtRNA
hostitelské (Sonenbegrg al, 1994).

IRES sekvence dovoluje také&idnou translaci mRNA za nevhodnych fyziologickych
podminek, kdy je obvyklé skenovaniiageno, jako nap pii nedostatku kysliku, ip
teplotnim Soku, nebofpprogramované butné smrti a pod. (shrnuto v Kazaati al, 2008;
Ganet al, 1996; Macejalet al, 1991).

4.2. Hledani IRES sekvence

Kozak (1991b) systematickym srovnavanim 5 -UTR sfblartkolika set mRNA
obratlova odhalil, ze ¥tSina MRNA méa 5 -UTR oblast 20-100 nukledtidlouhou. KratSi a
malo strukturovanou 5 -UTR oblast ma mRNA, kterapjgozere vysoce translatovana.
Naopak proteiny, itomné v biikhch ve velmi nizkych koncentracich, jako hap
onkoproteiny, istové faktory, transkrimi faktory a jiné regukai proteiny, majicasto
dlouhou a vysoce strukturovanou 5°-UTR oblast (KkoZ®91b). Extrém& kratkou 5 -UTR
oblast (pod 20 nukleotidd nemohou ribozomjadre skenovat (Kozak, 1991a).

Prvni zpravy o vlivu 5°-UTR oblasti n&ianost translace se vyfily na patatku 90. let,
kdy se spekulovalo o interakci 18S rRNA s 5 -UTRafMeevaet Shabaliva, 1993; Ganorsa
al., 1992). Nap. pii zkoumani ferritinové mRNA se zjistilo, Ze jeji-BTR obsahujestem-
loop strukturu, ktera mé vliv na translaci mMRNAi Rizké koncentraci Zeleza se protein IRP
vaze nastem-loopstrukturu s vysokou afinitou a zahrge translaci ferritinové mRNA. iP
vysoké koncentraci Zeleza je IRP uwginze stem-loopstruktury a mRNA pro ferritin je
translatovana (Dagt Tuite, 1998).
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PozdjSi studie 5°-UTR oblasti EMCV zjistilyffomnost 11 AUG iniciégnich kodori.
Pouze posledni z nich je vSak pouzit na iniciaghstace (Jacksoet al, 1990; Hermann,
1989). Tyto objevy iniciovaly dalSi vyzkum 5 -UTRlasti mMRNA picornavit.

Picornavirova 5 -UTR oblast je obvykle dlouhda, Géhata a vysoce strukturovana.iv
témto vlastnostem, které zneniodfi ribozomim skenovat viakno mRNA, byly hledany jiné
moznosti, jak by mohly ribozomy interagovat s mRNwa zaklad dalSich pozorovani byl
vytvoren koncept ¥imé, na 5eap struktde nezavislé, iniciace translace za pomoci
specifickych sekvenci obsazenych v 5°-UTR oblastdgto sekvence byly nazvany IRES
(Internal Ribosome Entry Site) (Jacksetral, 1990; Herman, 1989).

Pro vazbu ribozotinde novohovai i fakt, Ze cirkularni mRNA obsahujici IRES sekeen
je relativrée snadno translatovatelna v bez&tmém systému, ovSem bez této sekvence nikoliv
(Chenet Sarnow, 1995). Houdebirgt Attal (1999) proto odvodili, Ze ribozomy musi byt
rekrutovany pimo, a pra¥ koncepce IRES sekvenci spje podminky iniciace translace bez

potteby 5 cap, virovych proteiti nebo skenovaciho mechanismu.

4.3. Charakteristika IRES

Srovnanim 5°-UTR sekvenci majici IRES funkci byldhaleno, Ze neexistuje Zadna
vyrazna homologie. Wité homologie v sekundarni strukéubyly sice objeveny uéhterych
virovych IRES — nap mezi HCV, pestivirem a picornavirer®ifr. 3) (upraveno podle Let
al., 1996; Brownet al, 1992). Podobné konzervované terciarni struktakementy existuji
v 5-UTR oblasti cardioviru, aftoviru a HAV (Let al, 1993). | u picornavir jsou réktere
strukturni domény konzervovany (k¢Maizel, 1998).

IRES sekvence jsouizre¢ dlouhé, vysoce strukturované a bohaté na GC. Bopyy
nalezeny v roce 1988 v 5-UTR polioviru a EMCV (Mgak et al, 1991; Jackson, 1988;
Pelletieret Sonenberg, 1988).

Vyznamnou roli ve vlastnostech IRES sekvenci higjeh sekundarni struktur@®pr. 4)
(Martinez-Salaset al, 2002; Leet Maizel, 1997). Ta pomaha vazat IRES sekvenci do
blizkosti E mista ribozomw&imz umis’uje start kodén do vhodné pozice v blizkosti P anist
ribozomu. Timto zfisobem sekundarni struktura IRES vyznamamySuje pravépodobnost

iniciace translace.
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retrovini a udrzuje tak jejich spravnou konformaci (Kamingkidackson, 1998). Nejn&&i
studie nas¥dcuji, Ze pra¢ polypyrimidinové Useky hraji ady IRES dleZitou regulani
Ulohu spolu s dalSimi proteiny (shrnuto v Badtdal, 2006).

4.3.1. Rritomnost IRES sekvenci ve virovych mRNA
Houdebineet Attal (1999) naznauji, Ze IRES sekvence mohou byt neobvykle dlouhé a
vysoce strukturované 5°-UTR oblasti schopné iniidanslace bezifpomnosti 5eap
struktury. Takové sekvence byly nalezeny w#Sw¢ studovanych picornavirovych mRNA,
opatenych i neopdénych 5’eap strukturou (Jacksoet al, 1990). Byly ale také nalezeny
v HCV (Rijnbrnadet al, 1995), ve viru mysSi hepatitidy (Thigt Siddell, 1994), v HAV
(Brown et al, 1994), v MMLV (Vagneret al, 1995), v pestiviru (Poolet al, 1995) a

mnohych dalSich.

4.3.2. Kitomnost IRES sekvenci v buinych mRNA

Jak se pedpokladalo, IRES sekvence byly nalezeny také ¥dnjth mRNA. Prvni
z nich byla nalezena v proteinu vazicimu seé¢kkému fettzeci imunoglobulinu (BiP)
(Sarnow, 1989; Macejalet Sarnow, 1991). Podobnbyla IRES objevena v mRNA pro
homeotické genyntenapediaa Ultrabithorax octomilky (Yeet al, 1997; Ohet al, 1992),

v mMRNA lidského FGF-2 (Vagnet al, 1995) 5-kinesinu (Chernajovsky, 1995), elF4G (Gan
et Rhoads, 1996) a mnohych dalSich. Proto se zd&&IRekvence byt Siroce roigiy a
piitomny v mRNA, kde maji nejzrejsi funkce (Houdebinet Attal, 1999).

Vyznam IRES sekvenci v mMRNA protéizastavajicich wezité fyziologické funkce i
stresovych situacich je nejlépe patrnyiklpadu IRES v mRNA pro HSP. Aktivita IRES
dovoluje &innou translaci HSP i za situaciii fixterych jsou ostatni translace pozastaveny.
Nejcastji se jedna o jiz zminé stresove situace, ve kterych hraji HaRZtou roli (Joshi-
Barveet al, 1992).

Nékteré eukaryotni organismy mohou obsahovat dokays8i péet IRES sekvenci v
jediné mRNA, jako nap dw zietelné IRES v oblati 5-UTR VEGF mRNA (Huet al,
1998).
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4.4. Srovnani vybranych IRES sekvenci a jejich pratikcké vliastnosti

VSechny loop struktury v HCV IRES jsou nezbytné pro spravnégfwani interni
translace, s vyjimkou posledni (Hondaal, 1996). Na zaklat pokusi s gidavanimstem-
loop struktur gred AUG iniciani kodon poliovirové IRES se zda, Ze ribozomy dafdbAG
piimo, po pemoséni sekundarni struktury IRES (Hellebhal, 1994).

V mnoha pipadech se jevi oblast na 5°-konci IRES nepostedmiatavSak n&ppii deleci
5’-konce HAV IRES se zvySuje Bap-nezavisla translace (Schukt al, 1996). Vliv deleci
na funkci IRES studovali Bormaet al, 1994 a ukazali, z&itnukleotidové delece na pozici
500 u IRES polioviru ovlixiuji translaci. Delece v rozmezi 70-381 v nukleoti#@sekvenci
IRES polioviru na 5°-konci naopak translaci posiliSem pouzeipin vitro translaci v lyzatu
z krélicich retikulocyti nebo extraktu z pSemych klicki. Dokonce i jedno-nukleotidova
mutace v IRES FMDV zvySuje transkd (innost (Martinez-Salast al, 1993). Gromeieet
al. (1996) zjistili, Ze vymnou IRES polioviru za IRES lidského rhinoviru-2 edstrani

poliovirova neuropatogenita.

4.5. Vyuziti IRES sekvenci v expresnich vektorech

Pred inici&nim AUG koddénem prokaryot se nachazi signélni SBbiakyarnova
sekvence, se kterou specificky interaguje malazobwéalni podjednotka (30S) (Dalgareb
Shine, 1973). Jejifffomnost umoituje ribozonim nasedat bez problén uprosted mMRNA,
nachazi-li se f&d kodénem AUG iniciai signalni sekvence. Prokaryotni mRNA mohou
proto byt girozere polycistronni. Terminace translace jaigpbena fitomnosti specifickych
termina&nich kodor neboli stop-kodoin — UAA, UAG, UGA. Tyto koddny nejsou
rozpoznany zadnou tRNA, s jedinou vyjimkou kodonGA) ktery za witych podminek
muze kodovat selenocystein. Po jejich dosazeni rimezo dochazi k vazbspecifickych
proteini, tzv. terminanich faktofi, které ukoriuji translaci (Albertet al, 1998).

IRES sekvence mohou byt vyuZityi ixonstrukci expresnich vektbipro fizeni translace
urciteho cistronu. MZze se tak dit viznych translénich systémech, zacélem studia
mechanismu fungovani IRES nebo produkce pratdiadovanych cistrony. Konstrukty
s expresnimi kazetami obsahujicimi IRES sekverme f@té vpraveny do bek pro stabilni
nebo tranzientni expresi. Manych bugénych typech jsou nasledrtistrony translatovany
s innosti zavislou na pouzité IRES sekvenci (shriruBormanet al, 1997). To napovida,

Ze rozdilné buktné proteiny rozeznavajizné IRES sekvence.
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IRES sekvence tak mohou byt pouzity prazré &ely, nag. k expresi proteii
z monocistronnickii bicistronnich vektal, zvySovani tinnosti exprese (Kazaét al, 2008),
popipads i pro genovou terapii (Chinnasarayal., 2009; Scheidemarat al, 2008).

Kozak (1987) zjistil, Ze na ¢innost translace druhého z cistioma vliv velikost
intercistronni sekvence. Dadpk zawrum, Ze optimalni velikost intercistronni sekvence,

z hlediska dinnosti translace, je v rozmezi 79-147 nukleitid

4.5.1. Translace monocistronnich vektar s vyuzitim IRES sekvenci

IRES sekvence byly nalezeny velmiidka v bicistronnich mRNA denych k pime
translaci druhého z cistrén(viz nasledujici kapitola). Misto toho jsou IRE&kgence
obvykle umistny pied cistron v monocistronnich mRNA. Zd#&li translaci specifickych
proteini za zvlastnich fyziologickych podminek uvedenyckapitolach 4.1.1.1.2. 4.3.2.,
kdy je standardni transdai mechanismus vyuzivajici 8ap strukturu vyazen z provozu.

Nékteré z IRES sekvenci nemaji pouze schopnost iratitranslaci mRNA bez furthki
5"-cap struktury nebo bicistronnich mRNA, ale maji skutgu schopnost zvySovat translaci
asociovanych cistran za standardnich fyziologickych podminek. Tak jentou mRNA
lidskéhop-kateninu (Chernajovskgt al, 1995). IRES nalezena v HTLV-1 spoléésti 5°-
UTR oblasti ¢casnych get viru SV40 tvdi velice silny transkni stimulant pro expresi
monocistronnich gen(Attal et al, 1996). V rkterych gfipadech je IRES sekvence schopna
silné stimulovat i translaci protein které jsou &2r¢ translatovany jen s velmi malou
ucinnosti. Rikladem niize byt interleukin-2 (Takebet al, 1988).

4.5.2. Translace bicistronnich vektoi s vyuzitim IRES sekvenci

Koexistence dvou nezavislych cistion jedné molekule mRNA fize byt cestou jak
regulovat syntézu dvou protéin Tento fenomén byl¢asto pozorovan u bakterii a
bakteriofag. U ekaryotnich organisirse vSak vyskytujeifidka. Rirozené bicistronni mRNA
byly doposud nalezeny napv mRNA pro alkoholdehydrogenazu octomilky (Broget
Ashburner, 1997) nebo v mRNA pro sadentin (Ritchieet Wang, 1997). Evoluce ale Sla
cestou syntézy polyproteinovych prekurzokteré jsou nasled@nsS€peny na rozmanité
proteiny. Eukaryota, ale i viry pouzivaji také mactsmus, fi kterém dochazi ip translaci
k posunuiteciho ramce (Aradt al, 1995; Leeet al, 1995).

U virt neni néim vyjimenym translace ¢kolika cistrori z jedné mRNA (Samuel, 1989).

Nicmére nasledna translace dvou nezavislych cisirardané mRNA byla popsana pouze
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v rekolika pripadech, jako nap u rostlinného pararetroviru (Edske$ al, 1996) nebo
lidského papillomaviru typu 16 (Taet al, 1994).

Od konce 80. let nabyvaly postupma vyznamu experiment&nzkonstruované
bicistronni mRNA. Zpoatku Slo o studie za¥rené na pochopeni vlastnich mechariism
translace. Z&hto experimerit bylo vyvozeno, Ze ribozomy uvalné po pelozeni prvniho
cistronu mohou feloZit posléze cistron druhy, ovSem s velice nizktektivitou. Pozdji se
vyzkum sougtdil na konstrukci bicistronnich vekfos IRES sekvencemi, jejich fungovani a
vliv na &innost expresetdezitych proteiri (Kaufmanet al, 1987; Peabodgt Berg, 1986).

Obecré u bicistronnich translaci dochazi k nizsi expdeashého z cistrain (Dorokhovet
al., 2006). Na zaklad cetnych studii bylo zji§ho, Ze IRES sekvence vloZzen4 mezi oba
cistrony je schopna rekrutovat ribozomy a dovoltrsgnslaci druhého cistronu. Z dosud
neznamych ficin vSak IRES nefunguje ve vSech genovych konstalik{@ttal et al, 1999).
Nezavislost tohoto &le na 5°eap struktde potvrzuje vyzkum siavanim stem-loop
struktury na#izna mista v bicistronnich kazetach a nasledna zmamnozstvi exprimovanych
proteini z prvniho, respektive druhého cistronu (Sonenkéegal, 1994).

Attal et al. (1999) poukazuji naetné problémy spojené s translaci bicistronnictiorék
Zejmeéna p praci s bicistronnimi vektory bez i s vloZzenolEIR sekvenci dochazi k limitaci
translace na zékladvelikosti nukleotidové sekvence meziéaa cistrony (Kozaket al,
1987). Kozaket al. (1987) dale uvéagi funkeni rozmezi délky intercistronni sekvence
v rozmezi 79-147 nukleotid Toto zjiS€ni je v rozporu sigdpokladanym mechanismem
fungovani na 5cap struktde nezavislé iniciace translace za pomoci IRES. @élk
intercistronni sekvence by néla ovliviiovat expresi druhého z cistiion

Bicistronni vektory jsowasto konstruovany z gérkddujici reportérové proteiny, jejichz
piitomnost je naslednsnadno detegovatelna i ve velmi malych mnozstwkladem niize
byt gen CAT, ko&dujici enzym chloramfenikolacetyltransferazgUS kodujici f-
glukuronidazu nebaUC, kédujici luciferazu (Kozak, 2001).

4.5.2.1. Rostlinné vektory s vloZzenou virovou IRESekvenci

IRES sekvence sobi in vivo na gimou expresi 3 -proximalniho (blizSiho) ORF
v bicistronni mRNA. Nabizi se tudiz jejich vyuztio expresi cizich proteinz rostlinnych
vektori zaloZzenych na virové IRES (déale jen ,rostlinnéusibased” vektory) (Totlet al,
2001).

Rostlinné virus-based vektory maji velké mnozstyhod. Zejména vynika jejich

schopnost $me, rychlé a velmi vysoké exprese cizorodého prateve zralych
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diferencovanych rostlinnych pletivech (Taghal, 2001; Chapmaat al, 1992). Existuji dva
mozné pistupy pro expresi cizich prot@in— syntéza polyproteinu, ktery je naslédn
proteolyticky $¢pen na nami poZadovany cizorody protein (Gopieatal, 2000; Hamamoto
et al, 1993) nebo fima exprese ciziho genu zavisla na promotorlRES (Donsoret al,
1991).

Uzivani IRES sekvenci Kimé genové expresi obchazi jmiitu nasobnych
promotorovych sekvenci, které yipact stejného promotoru zvysuji riziko homologni

rekombinace.

4.5.2.1.1. Vyuziti IRES sekvenci rostlinnych vik

Beéhem rekolika let po objeveni 5¢ap-nezavislé iniciace translace bylo znamo jizénéa
mnoZstvi virovych i buknych IRES sekvenci. Rostlinné IRES sekvengst&valy vSak
dlouho mimo zorné pole experimentdtoPrvni prace zadéiené na studium Sap-nezavislé
iniciace translace u rostlin se tykaly tvorby bienich konstrukt s IRES rostlinnych vir
(lvanov et al, 1997). Posléze Slo o potvrzeni fdnksti 5 cap-nezavislé iniciace translace
v rostlinach, s vyuzitim v té délznamych IRESStudie prokazalyn vitro translaci virového
obalového proteinu (CP), respektive transportnintovement proteinu) z bicistronnich
konstrukfi za pouziti IRES sekvenci (lvanet al, 1997),¢i ndhodnych sekvenci umdstych
v 5°-UTR oblasti crTMV a viru tabakové mozaiky ($&chevet al, 1999).

Jiné bicistronni studie byly zaloZzeny na skutesti, Ze pohyb viru z biky do buiky je
zcela zavisly na iftomnosti virového CP (Doljaet al, 1992; Chapmaret al, 1992).
K testovani IRES funkce v PVX byl pouZit bicistrarkonstrukt obsahujici GFRqd a CP za
IRES sekvenci Qbr. 5B). Timto konstruktem byly transier#ntransformovany listy
Nicotiana benthamianh.. Jako kontroly slouZzily bicistronni konstruktsahujici duplikatni
promotory QObr. 5A). Vliv IRES sekvenci na translaci byl sledovandpiiuorescetnim
mikroskopem a kvantifikovan na zaktadelikosti infikovanych ploch list Bylo zjiS€no, Ze
u bicistronnich konstrult s duplikatnimi promotory je dosahovano mnohem iey8S
proteinovych vyzka cistronu kédujiciho CP nez z cistrofimeného IRES sekvenci (Togh
al., 2001). Sotasre byl testovan vliv orientace IRES sekvencéicgmz se zjistilo, Ze
konstrukt obsahujici IRES sekvencsenseorientaci Obr. 5B) vede k ¥tSim vy€zkam nez
konstrukt s IRES \antisenseorientaci Obr. 5C). Exprese CP a GFP bylatfana metodou
ELISA.
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A 3 1[G | [ cPr ] 3 Obr. 5 Bicistronni expresni kazety pouzitéi p
il — testovani vlivu IRES na expresi 3"proximalniho
cistronu: (A) kontrola s duplikatnimi promotory,
B 5,{—| | GFP |IRES| CP | 3 (B) standardni konstrukt s vloZzenou IRES z
= PVX, (C) konstrukt s IRES vloZenouantisense
orientaci; Sipka znd promotor (upraveno podle

C I 1[GFF Isawi[ Cp ] , Tothetal, 2001).
>

4.5.2.1.2. Vyuziti IRES sekvenci zidSnych vira

Pro testovanim dinnosti translace bicistronnich expresnich  vektors IRES
sekvencemi ziv@snych vitt, nag. viru encefalomyocarditidy (EMCV), byly zkonstruiwy
bicistronni expresni vektory se @wa reportétovymi geny — GFP a LUC, mezi které byla
vloZena testovana IRES sekven@b(. 6B). Jako kontrola byl pouZit bicistronni konstrukt
obsahujici tytéz reportérové geny, ddé vSak intercistronni sekvenci (I1S) o délce b&o
(Obr. 6A). IS sekvence obsahovala&kolik terminanich kodoér ve vSech iech ¢tecich
ramcich. RostlinyNicotiana tabacumL. varieta Xanthi byly transformovany pomoci
Agrobacterium tumefacierSmit. et Town. vektory s expresnimi kazetami a byla sledava
mira exprese obou geru obou konstruki Vysledky prokazaly, Ze inzerce EMCV IRES
mezi oba geny zvySuje tran&d &innost oproti konstruktu s vloZzenou intercistronni
sekvenci (Urwinet al, 2000). Ze studie vyplyva, Ze IRES sekvence z EM@Nahuje

transl&ni aparat a umaitije tak na 5eap struktire nezavislou iniciaci translace.

Obr. 6 Bicistronni expresni kazety pouZitéi p
A 53 1[ 6P Is[ TUC ] . testovani viivu IRES na expresi 3 proximalniho
— - cistronu: (A) kontrola s duplikatnimi promotory a
intercistronni sekvenci dlouhou 680 bazi, (B)
B 53 ][ cfP JIRES[ LUuC ] 5 standardni konstrukt svloZenou IRES; Sipka
— znai promotor (upraveno podle Totht al,
2001).

IRES z EMCV je velice populérni pro svou vysokaunaost. Poprvé byla modifikovana
vroce 1990 a pouzita ke komiefm (&elim jako pCITE®-1 vektor, dovolujici snadné

za&lereni cistroni a jejich naslednou vysokowianost exprese (Bochkaat al, 2006).
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4.5.2.2. Vlastni rostlinné IRES a jejich studium

Jak bylo uvedeno vipdchozich kapitolach, v séasné dob je znamo velké, postuprse
zvySujici mnozZstvi IRES sekvenci virovych i bamych. Z bugcnych IRES je naprosta
vétSina ziva@isného fivodu (IRES lidskeé, psi, mysi, teci, musi aj.), ¢kolik z kvasinek.
Rostlinnych IRES bylo doposud objeveno velice m@aird et al, 2006). Z échto divodi
jsou studietastji zamgieny na tvorbu konstruktobsahujici IRES virovéhoipodu, zejména
z vira prirozere infikujici rostliny (Tothet al, 2001).

Vyzkum predpokladal vyskyté&chto sekvenci v 5°-UTR oblasteckkterych mRNA.
Zejmeéna &ch, které koduji proteiny exprimovanéi stresu, kdy je standardni skenovaci
model vytazen z funkce (kapitola 4.1.1.1.2. a 4.3.2) (Dooskét al, 2002). Stresem u rostlin
muze byt nap teplotni Soki hypoxicky stav. Objev IRES u kukige byl winén Dinkovouet
al. (2005) v 5"-UTR mRNA proteinu HSP10Xjldzitého i teplotnim Soku.

Domréla IRES sekvence byla vloZzena do bicistronniho sekbbsahujiciho geny LUC a
CAT a exprimovanén vitro v bezbuge¢ném extraktu z pSetych klicka, predem zbavenych
faktori elF4G a elF4E. Jako kontrola byl pouZit identi&ynstrukt obsahujici IRES sekvenci
viru slintavky a kulhavky (FMDV). Ginnost translacé&izena hypotetickou rostlinnou IRES
sekvenci z HSP101 byla srovnateln&ismmosti IRES pochazejici z FMDV. Z toho Ize tedy
odvodit, Ze se jedna vskutku o IRES sekvenci. Badstudie by se podle Dinkowt al.
(2005) nEly soustedit na charakterizaci IRES z mRNA HSP101 a jejiSidéestovani

v expresnich vektorech.
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5. Souhrn

Objev IRES sekvenci bykinen jiz pred vice nez dvaceti lety &gsto je v sokasné dob
nemozné z dosud ziskanych dat sestavit uceleny lImggetlujici mechanismus fungovani
IRES.

Béhem dlouhé&ady let bylo podniknuto nespet studii zkoumajicich mechanismus 5°-
cap-nezavislé iniciace translace. Viibehu experiment se stala velice oblibenou metodou
bicistronni translace, kdy je mozno ziskat z jeexgresni kazety dva proteiny. Houdebate
Attal (1999) uvadji, Ze teoreticky je mozné exprimovat az Sézngch koédujicich sekvenci
za pouziti dvou IRES sekvenci.

Studium IRES sekvencitigpiva k identifikaci faktal zapojenych do iniciace Tap
zavislych i nezavislych bitnych mRNA. S dalSimi objevenymi IRES se ukazujende’-
cap strukture nezavisla iniciace translace je Siroce vyuziw&enitiSemi. Viry ji pouZivaji
k prelséni translaniho aparatu hostitele a ke svému maximalnimu mrozZRostliny,
Zivacichové nebo i kvasinky SCap-nezavislou iniciaci vyuzivaji za abnormalnich
fyziologickych podminek —ip nedostatku potravy, hypoxii teplotnim Soku, kdy dochazi ke
zpomaleni nebo dokonce k zastaveni standardnihmog&ieiho mechanismu iniciace
translace.

IRES sekvence jsou uptatvany v biotechnologiich,fpexpresi nejiiznéjSich proteita.
Zde vSak dochazi k rozporuplnym vyslédk tykajicich se nizké ¢innosti translace 3'-
proximalniho cistronu viznych expresnich systémech.

Pri praci s IRES je pro co nejefekti¥j8i expresi proteiin potteba dodrzetadu pravidel,
jako nap. optimalni délku intercistronni sekvenée spravnou volbu IRES vzhledem ke
zvolenému expresnimu systeriwelikosti vektoru.

Je tzké pochopit, prd IRES sekvence nemohou rekrutovat ribosonty giouhé
intercistronni sekvenci v bicistronni mMRNA nebo pdoZeni stem-loop struktury
do monocistronni mMRNA. IRES sekvence jsaiili$ strukturované na to, aby mohly byt
skenovany ribosomy (HoudebieeAttal, 1999).

Objevila se i velice kontroverzni studie, ve kt&@zak (2001) porovnava 26 vybranych
savich IRES, z nichz posléze 25 zavrhuje jako IRES/ee&e, pro nedostatek statistickych
vyhodnocenti Spatr¢ zvolené kontrolni testovaci kazety.

Jina sporna studie Nakamota (2008) srovnava jadédtlanslé&ni strategie prokaryot a
eukaryot mezi sebou. Poukazuje nejen na podobneai tnanslaci eukaryotni a prokaryotni,

ale i shodu mezi skenovacim a IRES mechanismemled& odhalily, Ze prokaryotni
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mechanismus translace je #Zn& konzervovan i v organismech eukaryotnich. To vedlo
k piedsta¥, Ze 5 eap-nezdvisla iniciace translace bez rozpoznani IRESzachovany
prokaryotni proces iniciace a je pravym primarnimciacnim mechanismem u eukaryot.
Iniciace translace skenovanim je ve skotesti IRES mechanismus s iniémi faktory,
které interaguji s cap strukturowlaji IRES g@istupnou a umatji iniciaci konzervovanym
prokaryotnim mechanismem.

Nekteré starSi studiefiguzovaly IRES sekvencim spiSe charakter stimulaiboiciace
translace, nez aby specifickym mechanismem rekalyosibozomyde novo(Attal et al,
1999).

Vyzkum IRES sekvenci u rostlin neni tak rdesi jako vyzkum IRES u Ziwichi. Jsou
studovany hlavé IRES sekvence rostlinnych wimpii tranzientni expresi. iésto vSak i u
rostlin byly odhaleny &které mRNA obsahujici ve svych 5°-UTR oblastech 3Rdekvence —
nag. MRNA pro HSP10ZEi mRNA pro alkoholdehydrogenazu —b kukuice (Mardanova
et al, 2008; Dinkoveet al, 2005).

IRES sekvence maji do budoucna velky potencial gxpresi cizorodych proteinv
modernich swrrech biotechnologii, jako je na&p produkce bioaktivnich proteain
s farmaceutickym vyuzitim. Optimalizace expreseuttitzistronni RNA pomoci IRES vSak
bude vyZadovat lepSi pochopeni mechanismuoaprezavislé iniciace translace a nutnost
zvySeni dinnosti exprese 3 -proximalniho cistronu v porovn&mmulticistronni translaci

pomoci samostatnych promaidor
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