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ABSTRAKT

Mezi skupinu proteind Ucastnicich se sestfihu transkriptd u metazoi patii tzv. SR proteiny.
Jedna se o RNA-vazebné proteiny, pro které je charakteristickd pritomnost domény bohaté
na serin a arginin. Kvasinka Saccharomyces cerevisiae kdduje geny pro proteiny, které jsou
svym aminokyselinovym slozenim a strukturou podobné skupiné¢ SR proteinii a jsou proto
oznacovany jako SR-like proteiny. Jedna se o tii proteiny s doménou RS: Npl3, Gbp2 a Hrbl.
Ukazuje se, ze tyto proteiny zastavaji vice funkci, mezi néz kromé sestfihu patii i kontrola
kvality sestfizenych mRNA a jejich export z jadra do cytoplazmy. Tato bakalarska prace
se bude zabyvat pravé témito tfemi kvasinkovymi proteiny a jejich roli v sestfihu, exportu

a degradaci.
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ABSTRACT

Metazoan SR proteins is a group of proteins involved in splicing. They are RNA-biding proteins
characterized by the presence of serine and arginine-rich domain. The yeast, Saccharomyces
cerevisiae, encodes genes for proteins that are similar in amino acid composition and structure
to the group of SR proteins and are therefore called SR-like proteins. There are three proteins
with RS domain in yeast: Npl3, Gbp2 and Hrb1. These proteins have been shown to have many
functions, including, in addition to splicing, quality control of spliced mRNAs and their export
from the nucleus to the cytoplasm. This Bachelor’s thesis will deal with these three yeast

proteins and their role in splicing, export and degradation.
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ZKRATKY POUZITE V TEXTU

3'SS
5’SS
BP
CBC
C-konec

CRAC

CTD
DEAD-box

DNA
ChIP

mRNA/MRNP

N-konec
NMD
NMR

NTC

NTR
polyA RNA
pre-mRNA
RNA pol
RNA
RNA-IP
RRM

RS doména

snRNA/snRNP

SR

3 splice site, 3 "sestfihové misto

5’splice site, 5sestfihové misto

branch point, misto vétveni v intronu

cap-binding complex, komplex vazajici se na 5’'¢epicku
carboxy end of a protein, karboxylovy konec proteinu
crosslinking and analysis of cDNA (complementary DNA),
vytvoieni kovalentni vazby a analyza ptislusné cDNA
(komplementarni DNA)

C-terminélni doména

motiv s aminokyselinovou sekvenci aspartat-glutamat-alanin-
aspartat

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
chromatin immunoprecipitation, chromatinova
imunoprecipitace

messenger RNA/ribonucleoprotein, medidtorova
RNA/ribonukleoprotein

amino end of a protein, amino konec proteinu
nonsense-mediated decay, typ degrada¢ni drahy

nuclear magnetic resonance, nuklearni magneticka rezonance
nineteen-complex, komplex proteind s roli v sestihu
NTC-related, komplex proteint s roli v sestfihu
polyadenylated RNA, polyadenylovand RNA
pre-messenger RNA, nematurovana mRNA

RNA polymerase, RNA polymeraza

ribonucleic acid, ribonukleova kyselina
RNA-immunoprecipitation, RNA-imunoprecipitace

RNA recognition motif, typ domény rozpoznavajici RNA
arginine-serine domain, doména bohata na aminokyseliny
arginin a serin

small nuclear RNA/ribonucleprotien, mala jaderna
RNA/ribonukleoprotein

serine-arginine sequence, sekvence serin-arginin



TRAMP Trf-Air-Mtr polyadenylation complex, polyadenylacni komplex
proteint Trf, Air, Mtr
TREX transcription-export complex, komplex proteini s roli

v transkripci a exportu



1. UVOD

V jadie eukaryotnich organisml vznikd procesem transkripce z vladkna DNA tzv. pre-
mRNA. Tato pre-mRNA je kotranskripéné a posttranskripéné upravovana do formy mRNA,
ze které miize byt v pribéhu d&je zvaném translace nasyntetizovan funkéni protein. Upravy
transkriptd zahrnuji capping na 5" konci, sestfih intronti, odstépeni 3° konce a jeho
polyadenylaci. Béhem uprav a po nich se mRNA v interakci s fadou proteini formuje
do podoby ribonukleové partikule mRNP, kterou nasledné ¢eka export z jadra do cytoplazmy.
V cytoplazmé pak nakonec probiha vyse zminéna translace (*Kohler a Hurt, 2007).

Jednou skupinou proteinti, které maji souvislost s procesem maturace mRNA a jejiho
exportu, jsou SR proteiny. Tato bakalaifskd prace je zaméfena na poznatky z kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. U této kvasinky byly nalezeny proteiny, jeZ jsou SR proteinim
podobné svou strukturou a téz jsou zapojeny do matura¢nich procest mRNA. Jednd se
o tzv. SR-like proteiny.

Mezi tyto SR-like proteiny v Saccharomyces cerevisiae patii proteiny Npl3, Gbp2 a Hrbl.
Zda se, Ze jejich funkce je rozsahla. Jsou v asociaci s probihajici transkripci a podileji se
na sestfihu a exportu mRNA. Také se ukazuje, ze jejich plusobeni saha az ke kontrolnim
a degradacnim mechanismiim, které se vztahuji k RNA.

Zatimco protein Npl3 je vice zapojen do sestiihu pre-mRNA, proteiny Gbp2 a Hrbl jsou
potiebné spise ke kontrole spravné sesttizenych transkripti. V bakaléaiské praci se proto budu
zabyvat pisobenim téchto tii SR-like proteinid v jednotlivych procesech, od transkripce

po export a degradaci RNA.



2. SESTRIH pre-mRNA

V genomu Saccharomyces cerevisiae se v genech koédujicich proteiny nachazi ptiblizné
300 nekodujicich oblasti, tzv. intront (*Schreiber et al., 2015). Délka intronti se pohybuje
v rozmezi 52 az 1001 nukleotidl. Nejvice introntt méa délku okolo 100 nebo 400 nukleotid
(Spingola et al., 1999). Introny jsou z genomu transkribovany spolecné s koédujicimi oblastmi
gentl. Z transkribované pre-mRNA musi vSak byt tyto introny vystiizeny, aby mohl nasledovat
export a translace (*Schreiber et al., 2015).

Sestiih pre-mRNA se uskuteciiuje jiz béhem transkripce (*Meinel a Straler, 2015). V ramci
tohoto procesu se uskutecnuji dvé po sob¢ nasledujici transesterifikacni reakce, jejichz pribéh
je znazornén na obrazku €.1. V prvnim kroku dochdzi ke $tépeni 5’sestfihového mista (5°SS)
za vzniku exonul a exon2-lariat intermediétu. Pii druhé reakci je pak §tépeno 3sestiihové misto

(3’SS), dochazi k vystépeni intronu a k ligaci exonti (*Shi, 2017).
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Obrazek 1: Schéma sestiihu. Prvnim krokem sestfihu vznikd exonl a exon2-lariat
intermediat. Ve druhém kroku je vystépen intron, dochazi k ligaci exonl a vznika sestfizeny

transkript (*Plaschka et al., 2019).

Sestiih pre-mRNA transkriptii obsahujicich intron je provadén za ti€asti komplexu zvaného
spliceozom. Jedna se o dynamickou strukturu, ktera se postupné sestavuje na pre-mRNA urcené
k sestfihu. Jak je spliceozom postupné piestavovan, lze na zaklad€ odliSnosti v jeho sloZeni
a konformaci rozlisit miniméln¢€ sedm riznych stadii (*Shi, 2017).

Utvéreni spliceozomu se Uc€astni pét snRNA, které jsou spole¢né s proteiny ulozeny
do podjednotek snRNP: U1, U2, U4, U5 a U6 snRNP. Kromé snRNP jsou pottebnou soucasti
spliceozomu 1 komplexy NTC a NTR (*Shi, 2017). Celkov¢ je kvasinkovy spliceozom tvoien
ptiblizné 70 proteiny (*Plaschka et al., 2019).

Na zacétku sestavovani spliceozomu interaguje Ul snRNP s 5’SS na ptislusné pre-mRNA.
Nasleduje rozpoznani mista vétveni (branchpoint; BP) uvnitf intronu proteinem Msl5 spole¢né

v heterodimeru s proteinem Mud2. Protein Msl5 zaroven interaguje is Ul snRNP a 5SS se tak



dostava do blizkosti BP. Za ucasti helikaz dochéazi k vyméné dimeru Msl5-Mud?2 za U2 snRNP.
Do této sestavy je dale piipojena U4/U6.US tri-snRNP (*Plaschka et al., 2019).

Postupné, opét s pomoci proteint s helikdzovou aktivitou, dochazi k uvolnéni Ul a U4
snRNP, misto toho jsou ke spliceozomu piivedeny komplexy NTC a NTR. Dale se méni
konformace vznikajiciho spliceozomu a dochazi k jeho aktivaci. V této forme spliceozomu pak
muze probéhnout prvni transesterifikacni reakce. Na spliceozom nasledné piisobi dalsi, pozdni
faktory, které opét vedou k piestavbé spliceozomu a je tak umoznén prubéh i druhé
transesterifikacni reakce, ligace exont (*Plaschka et al., 2019).

Po ukonceni druhého kroku sestfihu dochazi k uvolnéni sestiizené mRNA. Spliceozom
se zaroven zacinad rozvoliovat, odpojuji se jednotlivé podjednotky snRNP a komplex NTC.
Vsechny tyto podjednotky mohou byt poté vyuzity pro sestfih dalsi pre-mRNA a cely cyklus
se tak opakuje (*Plaschka et al., 2019).
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Obrazek 2: Schéma sestavovani spliceozomu. Modrd ¢ast kruhu znazoriiuje skladani
spliceozomu; rizova ¢ast ukazuje fazi, kdy probihd sestfih; ve Zluté ¢asti je zndzornéno
rozvoliovani spliceozomu. Po vné&jSim okraji kruhu jsou popsany jednotlivé formy
spliceozomu. Helikdzy jsou popsany tmave rtizove, ostatni proteiny ¢erné (*Plaschka et al.,

2019).



Mezi proteiny, které se podili na sestiihu pre-mRNA, patii mimo jiné i SR proteiny. N¢které
z nich zlstavaji piipojeny k mRNA i po probéhnuti sestfihu a jsou s ni nadale transportovany
do cytoplazmy. Zéaroven se tak ucastni dalSiho zpracovani mRNA, jako je export a translace,

na kterém se aktivné podileji (*Kohler and Hurt, 2007).



3. EXPORT mRNA

Membrany v bunkéach eukaryotnich organismi odd¢€luji déje probihajici v jednotlivych
bunécnych kompartmentech a umoziuji tak pribéh mnoha metabolickych procesii zaroven.
Ty by se jinak vzdjemné ovliviiovaly a nemohly tak probihat efektivné. Jadernd membrana
slouzi k oddéleni bunéénych déju, jako je replikace a transkripce DNA v jadfe a translace
mRNA v cytoplazmé. Oddéluje tedy déje potfebné pro maturaci nascentni RNA a jeji translaci,
¢imz snizuje riziko translace nematurovanych mRNA. Proteiny tak vznikaji jen z upravené
mRNA, které je umoznén export do cytoplazmy (*Stewart, 2010).

Na transportu mRNA se podili protein Mex67. Jednd se o exportni faktor, ktery vytvari
heterodimer s proteinem Mtr2. Spole¢né tyto proteiny interaguji skrze FG-nukleoporiny (jejich
nazev je odvozen od vysokého obsahu fenylalaninu a glycinu) s komplexem proteint jaderného
poru (*Nifio et al., 2013). Zaroven, kromé rozpoznani jaderného poru, ma protein Mex67
za kol rozeznat i mRNA (*Xie a Ren, 2019).

Mex67 vaze RNA jiz v prubchu transkripce, avsak jeho afinita k RNA je nizk4. Vazba
proteinu Mex67 na RNA je proto posilena pomoci dalSich proteinti, které vazbu zprostiedkuji.
Na interakci mRNA s proteinem Mex67 se mimo jiné podili komplex zvany TREX. Jedna se
o soubor proteintl, které se vazou kotranskripéné k RNA. Tento komplex je k RNA veden jiz
behem elongace transkripce a nasledné se podili na tvorbé mRNP a jejim exportu a propojuje
tak tyto déje dohromady. Jeho soucasti je komplex THO a proteiny Yral a Sub2 (*Nifio et al.,
2013). Zaroven, v Saccharomyces cerevisiae s komplexem TREX interaguji SR-like proteiny
Gbp2 a Hrbl, jak je popsano dale v textu (*Chanarat et al., 2012).

Komplex TREX se podili na exportu transkriptti pochézejicich jak z gend s intronem, tak
bez intronu (*Erkmann a Kutay, 2004). Nicmén¢, TREX byl také nalezen v interakci
s komplexem NTC. Uvazuje se o tom, Ze by komplex NTC mohl byt dilezity pro pfipojeni
komplexu TREX k transkribovanym geniim. Vazba komplexu TREX k transkriptim
obsahujicich intron by tak mohla zaviset na sestfihu (Chanarat et al., 2011).

Vazba exportniho faktoru Mex67 k RNA je regulovana DEAD-box helikazou Sub2.
Helikéza Sub?2 zajiSt'uje ptivedeni proteinu Yral k RNA. Protein Yral pak slouzi jako adaptér
pro Mex67 a RNA (*Xie a Ren, 2019). Kromé Yral interaguje s RNA a exportnim faktorem
Mex67 i protein Nab2. Protein Yral vSak opousti mRNP jesté pred exportem partikule, zatimco
protein Nab2 zlistava pfipojen a vstupuje spolecné¢ s mRNP do cytoplazmy (*Nifio et al., 2013).



S exportnim faktorem Mex67 déle pfimo interaguje SR-like protein Npl3, ktery také slouzi
jako adaptorovy protein pro vazbu Mex67 na RNA. Protein Npl3 nejprve interaguje s RNA
polymerazou II, zvySuje jeji aktivitu a podporuje tak elongaci transkripce. Nasledné zlstava
pfipojen k mRNA a slouzi jako zminény adaptér mezi RNA a proteinem Mex67. Spolecné
s mRNA je protein Npl3 nakonec transportovan az do cytoplazmy (*Nifo et al., 2013).

Proces exportu je znazornén na obrazku ¢.3. Je na ném mozné vidét, jak se postupné piipojuji
jednotlivé faktory potiebné pro pribéh exportu a podili se na utvaieni mRNP. V cytoplazmé
pak dochézi pomoci helikdzy Dbp5 k uvolnéni exportnich faktorti z mRNA vedené k translaci

(*Stewart, 2010).
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Obrazek 3: Schéma exportu mRNA do cytoplazmy za ucasti Fady proteinii. K nascentni
RNA je kotranskripéné rekrutovan komplex TREX a dale se k nému ptidavaji proteiny Yral
a Nab2. Postupné se utvaii ribonukleova partikule. Protein Yral usnadnuje interakci faktoru
Mex67 s RNA a nasledné je uvolnén. Vznikajici mRNP bude néasledné exportovana.

V cytoplazmé& dochazi k rozvolnéni mRNP a uvoliluje se mRNA (*Stewart, 2010).



4. DEGRADACE RNA

Jak jiz bylo zminéno, vznik mRNA je spojen s fadou procest, které stoji za jejimi ipravami
do podoby, ve které¢ bude mRNA transportovana do cytoplazmy. Tam posléze piislusnd mRNA
bude slouzit jako ptedloha, podle které vznikne translaci protein (*Kohler a Hurt, 2007).

Pokud dojde k naruseni n€kterého z krokii provazejicich vznik RNA, mize dojit k tomu,
ze takovd RNA obsahuje chyby. Jestlize je vSak chybna RNA vyuzita pro translaci, mohou
podle ni vznikat proteiny, jez budou mit poskozenou nejen strukturu, ale 1 funkci. Chyby, které
vznikly na trovni RNA, se tak mohou projevit na vyssi urovni, i tfeba celého organismu,
napiiklad v podob€ onemocnéni (*Fasken a Corbett 2009).

Proto je tfeba piedejit moznosti, aby byly chybné mRNA translatovany. U eukaryotnich
organismil existuji mechanismy, které tomuto zabraiiuji. Jejich principem je rozpoznat Spatnou
RNA a navést k ni protein s ribonukledzovou aktivitou, ktery zajisti degradaci této RNA.
Ke kontrole, zda je RNA spravné maturovana, dochazi v jadre, ale i v cytoplazmé (*Fasken
a Corbett, 2009).

Hlavnim proteinovym komplexem pro degradaci Spatné RNA je exozom. Vyskytuje se jak
v jadie, tak v cytoplazmé, avSak v mirné odlisSné formé, jak je popsano nize. Jedna
se o strukturu, kterou Ize nalézt napfi¢ eukaryotnimi organismy, ale i u archei.
V Saccharomyces cerevisiae je exozom tvoren deviti podjednotkami, Sest z nich tvofi kruh,
jenZ ma stabilni formu jen v pfitomnosti zbylych tii podjednotek. Exozom rozeznavda RNA
na zakladé interakce cukr-fosfatové kostry nukleové kyseliny s kladné nabitou oblasti
hexamerového kruhu bohatou na arginin (*Vanacova a Stef, 2007).

Exozom slouzi k 3"degradaci mnoha typli RNA, vcetné pre-mRNA, u nichz doslo k chybé¢
v maturaci nebo maji chybnou kodujici sekvenci. Samotny exozom nema u kvasinky
katalytickou aktivitu, ale jsou knému pfipojovany dalsi podjednotky zodpovidajici
za degradaci: exonukle4za Dis3/Rrp44, ptitomna jak v jadie, tak v cytoplazmé, a ribonukledza
Rrp6, kterd se nachazi pouze v jadre, jak je zndzornéno na obrazku ¢.4 (*Vanacova a Stef,
2007).

Plnit degradac¢ni funkci exozomu napoméaha komplex TRAMP. Tento komplex se v kvasince
nachazi ve dvou formach, TRAMP4 a TRAMPS a je tvofen tfemi sloZkami. Obsahuje protein
s polyA polymerazovou aktivitou: Trf4 v komplexu TRAMP4 a Trf5 v TRAMPS. Dalsi
soucasti je protein Airl nebo Air2, které nejspiSe slouzi k vazbé RNA. Tretim proteinem

komplexu TRAMP je helikdza Mtr4 (*Houseley et al., 2006).



Komplex TRAMP piidava na RNA urcené k degradaci kratky polyA konec. Zaroven také
TRAMP interaguje s exozomem. Exozom je pravdépodobné schopen rozpoznat spravné
polyadenylovany transkript od Spatnych, vice nebo méné polyadenylovanych, transkripti.
Takové transkripty jsou pak degradovany pomoci exonukledz pifitomnych na exozomu.
(*Houseley et al., 2006).

Kromé degradace exozomem z 3’konce existuji i dal§i zplsoby, jak naloZit s nespravné
maturovanymi RNA. V cytoplazmé funguje naptiklad tzv. NMD dréha. Tato draha slouzi
k degradaci transkriptii, v jejichz sekvenci jsou pritomné kodony vedouci k predcasné terminaci
translace. Translace takové RNA by pak vedla ke vzniku zkracenych proteini (*Fasken
a Corbett, 2009). Degradace mize byt téZ zajiSténa z 5" konce pomoci exonukledz nebo
tzv. drahou no-go Stépici mRNA, na které¢ doslo k pozastaveni ribozomu a translace tedy

neprobiha (*Houseley et al., 2006).

Cytoplasmic YEAST MNuclear

Obrazek 4: Znazornéni struktury kvasinkového exozomu. Mista oznacend hvézdou
predstavuji oblast, kde dochédzi k degradaci RNA. Vlevo: cytoplazmaticky exozom, vpravo:

jaderny exozom (*Vanacova a Stef, 2007).
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5. SR PROTEINY A EUKARYOTA

SR proteiny byly poprvé zaznamenany v 90. letech 20. stoleti u octomilky Drosophila
melanogaster. Jednalo se o proteiny, které hraly roli v regulaci sestiihu. Pti prozkoumavani
dalsich podobnych proteinti u ¢lovéka se ukazalo, ze se jedna o skupinu proteinti, které obsahuji
doménu bohatou na aminokyseliny arginin a serin (doména RS). Pravé podle této
charakteristické domény také dostaly svlij nazev, SR proteiny (*Long a Caceres, 2009).

Postupem casu byly nalezeny dalsi proteiny obsahujici serin-argininovou doménu. Proto tyto
proteiny zacaly byt povazovany za konzervovanou tfidu proteind vyskytujici se u vysSich
eukaryot (*Shepard a Hertel, 2009).

Bylo také nalezeno velké mnoZstvi proteind, které obsahuji doménu RS, avSak nejsou fazeny
mezi SR proteiny. Je tomu tak proto, Zze skupina SR proteinli neni charakterizovana pouze
pritomnosti domény RS. Tato skupina je definovana téz ptitomnosti domény RRM, ktera
zprostiedkovava interakci proteinu s RNA (*Long a Caceres, 2009).

Zaroven jsou SR proteiny svoji funkei spojeny s plisobenim na sestfih a alternativni sestfih.
V proteinech pfitomna doména RS slouzi ke zprostfedkovani interakci s proteiny, které se
podili na utvafreni spliceozomu, a napomaha tak k jeho sestaveni (*Long a Caceres, 2009).
Doména RS byla také zkoumana u sestfihového faktoru U2AF, ktery sice neni fazen do skupiny
SR proteintl, ale tuto doménu obsahuje, nebot’ je dilezitd pro jeho plsobeni v sestfihu.
Zde doména RS piimo interagovala s 5 sestfithovym mistem a mistem vétveni na pre-mRNA.
Autofi se domnivaji, Ze i skrze tuto interakci mohou domény RS ovliviiovat sestiih (Shen
a Green, 2004).

Nekteré proteiny s doménou RS se od skupiny SR proteint 1isi. Napiiklad neobsahuji
doménu RRM nebo naopak maji navic jiné domény. Kromé strukturnich odli$nosti se mohou
liSit 1 ve své funkci. Mohou hrat svou roli i mimo sestfih. ProtoZe ale tyto proteiny obsahuji
charakteristickou RS doménu, jsou oznacovany jako SR-like proteiny (*Long a Caceres, 2009).

V kvasince Saccharomyces cerevisiae mizeme naleznout proteiny, které nejsou typickymi
SR proteiny, ale jsou pravé fazeny do skupiny SR-like proteini (Deka et al., 2008). Popis

a usporadani téchto proteini a jejich domén je popsano nize.
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6. STRUKTURA

6.1. Struktura SR proteinii

Skupina SR proteintl je charakteristicka pfitomnosti 1 nebo 2 RRM struktur vyskytujicich se
blize k N-konci proteinu zodpovédnych za vazbu RNA (obrazek 5). Na C-koncové casti
proteinu se pak nachazi doména RS (Zahler et al., 1992) obsahujici alesponi 50 aminokyselin,
mezi nimiz se z vice jak 40 % nachazi sekvence serin-arginin, nebo v opaéném potadi arginin-
serin. Funkéni charakteristikou této skupiny proteinti je pak jejich role priméarné v sestiihu

(Manley a Krainer, 2010).

srRsF1 @ERID-RRVH—@D SrRsF7 @RMD-Zn
srsF2  ERID-GESD srsrs  GRD- RS
srRsF3 @ERID-@
SRsF4  ERID-RRVH —< RS>
SRSF5  (ERID-RRVH—QEED srsF 11 GRID-RED
srRsF6  @RID-RRVH—EEDD srsF12 GRID-ESD

Obrazek 5: Schématické znazornéni funkénich domén SR proteinii. Popis obrazku:

RRM — typ domény rozpoznavajici RNA, RRMH — doména vykazujici homologii k RRM,
RS — doména bohatd na sekvence arginin-serin, Zn — typ zinkové vazebné domény (zink-

knuckle) (*Zhou a Fu, 2013).

Jak jiz bylo zminéno, aby byl protein pocitan mezi SR proteiny, musi krom¢ domény RS
obsahovat doménu RRM, ktera slouzi k rozpoznani a vazbé€ na RNA (*Long a Caceres, 2009).

Domény RRM maji obecné strukturu ProiP2pzazfs. Vazba mezi RNA a doménou RRM je
zprostiedkovana stacking interakcemi mezi nukleotidy na RNA a aminokyselinami
s aromatickym kruhem na struktufe Bi a B3. Cukerny zbytek nukleotidli je stabilizovan
hydrofobni interakci s aromatickou aminokyselinou na 33 a fosfatovy zbytek iontovou interakci
s pozitivn€ nabitymi aminokyselinami. Ke zvySeni afinity k RNA napoméhaji okrajové N- a C-
koncové oblasti domény RRM, kter¢ interaguji se skupinou 2"OH na rib6ze na RNA a umoznuji
tak jeji rozpoznani od DNA (Maris et al., 2005).

Domény RRM nejsou vysadou pouze eukaryotnich organism, ale je mozné je nalézt také

u bakterii, virt ¢1 v mitochondriich (Maris et al., 2005).
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1 (2 3 456 D20@ 4 6 @ 8
RNP2: [ILV]-[FY]-[ILV]-X-N-L  RNP1: [RK]-G-[FY|-[GA]-[FY|-[ILV]-X-[FY]

4, G210

_/_ O RNP2Z RNPT AZU'}’ (svn)
{ 1

Obrazek 6: Interakce mezi doménou RRM a nukleovou kyselinou. Obrazek ilustruje
interakci domény RRM2 proteinu hnRNPA1 s DNA (obecné plati i pro RRM jinych proteind
v interakci s RNA). Na interakci se podili 2 nukleotidy v ramci DNA. Baze smérem k 5 konci
DNA interaguje s fenylalaninem znazornénym pod ¢islem 2 na B listu v rdmci konzervované
sekvence RNP2. Baze smérem k 3’konci je v interakci s fenylalaninem v rdmci listu f3
v sekvenci RNP1 na pozici ¢islo 5. Fenylalanin na 3 oznaceny Cislem 3 stabilizuje cukerné
zbytky obou nukleotidl a fosfat mezi nimi je stabilizovan iontovou interakci s kladn€ nabitou

aminokyselinou argininu zndzornénou pod ¢islem 1 (Maris et al., 2005).
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6.2. Struktura SR-like proteini

Jednim z SR-like proteinti, ktery se vyskytuje v kvasince Saccharomyces cerevisiae,
je protein Npl3. Tento protein je tvofen ze 414 aminokyselin dlouhé sekvence. Zatimco
u klasickych SR proteinti, jenz maji RRM domény uloZeny N-terminalné, u proteinu Npl3
se jeho 2 RRM domény vyskytuji vice ve stfedu aminokyselinového fetézce. Samotny N-konec
je tvofen mnoha aminokyselinami typu prolin, glutamin a glutamat (Deka et al., 2008)
a v oblasti C-konce je pfitomen RGG box, ktery obsahuje fadu aminokyselinovych sekvenci
arginin-glycin-glycin. RGG box zéarovenn také zahrnuje 8 dipeptidickych tsekli serinu
a argininu, které jsou soucasti domény RS. Vzajemn¢ se tak tyto dva motivy prekryvaji (Siebel

a Guthrie, 1996).

Npl3 Protein Domains

N| | RRM1 || RRM2 | RS/RGG lc

-
RSNRGGFrReRGGFRGGFRGGFRGGES RGGFG.GPF!GGFGG.:I
RGGyceYSRGGYccYSRGGYacSRGGYnsPRGGYnsPRGGY

SRGGyaarPrNDYGPPRGSYGGS RGGYDGPRGDYGPPRDAYRTRDAPRERS

Obrazek 7: Schéma struktury proteinu Npl3. Protein obsahuje dvé domény RRM
adoménu RS s 8 cervené podtrzenymi SR/RS aminokyselinovymi sekvencemi (Siebel

a Guthrie, 1996).

Do skupiny SR-like proteinli v Saccharomyces cerevisiae je dale fazen protein Gbp2. Tento
protein je tvofen 427 aminokyselinami (SGD, 2020). Na rozdil od proteinu Npl3 a dalSich
SR proteinit obsahuje 3 RRM domény. Je zajimavé, ze RS doména proteinu se vyskytuje
na jeho N-konci, nikoliv na C-konci, jak je tomu u klasickych SR proteind. V této RS doméné
se vyskytuji 4 RGG sekvence a 9 SR nebo RS dipeptidi (Windgassen a Krebber, 2003).

Dal8im SR-like proteinem je také Hrb1. Mezi proteiny Gbp2 a Hrb1 lze pozorovat strukturni
1 funk¢ni podobnost, nebot’ se jedna o dva paralogni proteiny (Byrne a Wolfe, 2005). Protein
Hrb1 je slozen ze sekvence 454 aminokyselin (SGD, 2020). Stejné jako Gbp2 také tento protein
obsahuje 3 RRM domény a N-terminalné¢ RS doménu, v niz je v§ak ptitomno 10 SR, respektive

RS dipeptidickych sekvenci a 2 RGG tripeptidy (Hacker a Krebber, 2004).
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Hrbl - RRM1 RRM2 RRM3

Gbhp2

Npl3 APQE RRM1 RRM2 -

Obrazek 8: Struktura proteini Gbp2 a Hrbl v porovnani s proteinem Npl3. Popis
obrazku: RRM1/2/3 — typ vazebné domény pro RNA; RS/RGG — piekryvajici se motivy RS
a RGG (ptevzato a upraveno z Hécker a Krebber, 2004).

RRM1 RRM2 RRM3

Oproti obvyklé sekundarni struktufe RRM domén (RRM1 a RRM2) typu Bapfof je doména
RRM3 u obou proteinid, Gbp2 i Hrbl, na N-konci rozsifena. Obsahuje navic kratky oo helix,
jenz je zachycen tmavé modrou barvou na obrazku ¢.9, vlevo. Za ao helixem nasleduje
aminokyselinova sekvence, kterd interaguje s C-termindlni oblasti proteinu (Martinez-

Lumbreras et al., 2016).

Gbp2 RRM3

\ | e "x__

Obrazek 9: Struktura RRM3 domény u proteinu Gbp2. Vlevo: N-terminalni doména je
znazornéna tmavé modie (oo helix), C-termindlni ¢ervené¢ (PDB ID: 2MZQ; Martinez-
Lumbreras et al., 2016); vpravo: 2 tyrozinové zbytky vychézejici z 5. smycky (Martinez-
Lumbreras et al., 2016).
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6.3. Posttransla¢ni modifikace SR-like proteini

Vsechny tii proteiny, Npl3, Gbp2 i Hrbl jsou vazany k mRNA a spole¢né s ni, v ramci
mRNP, jsou transportovany do cytoplazmy. Jednd se tedy o proteiny, které piechazi z jadra
do cytoplazmy a zpét, aby mohly plnit svou funkci. Pro zajisténi spravného umisténi, v jadie
¢i cytoplazmé, slouzi jejich posttranslacni modifikace (Krebber et al., 1999; Windgassen
a Krebber, 2003; Héacker a Krebber, 2004).

Jednou z modifikaci téchto proteint, je fosforylace. U proteinu Npl3 je za ni zodpovédna
prevazné kindza Skyl, avSak pravdépodobné i dalsi kinazy, coz dokazuje experiment, kdy
odstranéni kindzy Sky1 zpiisobi snizeni fosforylace proteinu Npl3, nikoliv vSak plné vymizeni
fosforylace. In vitro analyza ukazala, ze kindza Sky1 fosforyluje protein Npl3 na serinu nejblize
C-konci, na posledni serin-argininové sekvenci v ramci domény RS. Tato posttranslacni
modifikace je nejspiSe dulezita pro spravnou lokalizaci proteinu Npl3 do jadra. Zaroven
fosforylace také snizuje asociaci proteinu Npl3 s RNA izolovanou za polyA konec a ma tak
vliv na jeho uvolnéni z RNA. Poté, co je protein Npl3 v cytoplazmé fosforylovan, dochazi
k vazbé mezi Npl3 a proteinem Mtrl0 (Gilbert et al., 2001), ktery slouzi jako karyoferin
(Pemberton et al., 1997) a napomahé importu Npl3 do jadra. Protein Mtr10 se kromé importu
podili i na samotné disociaci proteinu Npl3 z RNA (Gilbert et al., 2001).

V RS doméné¢ proteinu Gbp2 se nachazi 3 serinové zbytky (Ser13, Serl5 a Serl7), které by,
na zékladé pozorovani fosforylace lidskou kindzou SRPK (homolog kindzy Skyl) na lidskych
SR proteinech, mohly byt kvasinkovou kindzou Sky1 fosforylovany. Pfi substituci téchto serini
za alanin nejsou dan¢ mutanty lokalizovany pouze v jadre, ale 1 v cytoplazmé. Vyjimku tvori
substitu¢ni mutanta pro Serl3, ktera je stale pfevazné lokalizovéana v jadie, az v kombinaci
s mutovanou kinazou Sky1, je dand mutanta vice i v cytoplazmé. Pfislusné experimenty znaci
rozdilnou citlivost téchto tii serinovych rezidui k fosforylaci kindzou Sky1. Pti mutaci Ser13 je
tento protein k fosforylaci stale alesponi ¢astecné citlivy, tedy fosforylace bude spiSe zajisténa
na reziduich Ser15 a Ser17 (Windgassen a Krebber, 2003).

Nicméné, u proteinu Gbp2 ma fosforylace spiSe vliv pouze na jeho lokalizaci do jadra nez
na jeho uvolnéni z mRNA. Zatimco samotné disociace proteinu z mRNA v cytoplazmé zavisi
prevazné na proteinu Mtr10 (Windgassen a Krebber, 2003).

Stejné jako Npl3 a Gbp2, 1 protein Hrb1l miize byt fosforylovan (Hicker a Krebber 2004).
Avsak, narozdil od proteini Npl3 a Gbp2, protein Hrb1 neni fosforylovan kinazou Sky1 (Porat

et al., 2006). Obecné je tedy fosforylace vSech tii proteint diileZit4 pro jejich umisténi do jadra,
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pro disociaci SR-like proteinii z mRNA se pak v hlavni roli uplatiiuje protein Mtr10. Ten také
soucasn¢ u vsech tii proteina slouzi k jejich importu do jadra (Windgassen et al., 2004).

Kromé fosforylace jsou tyto SR-like proteiny také metylovany. Za metylaci proteinu Npl3
je zodpovédna argininovéa metyltransferaza Hmtl. Experimenty s odstranénim domény bohaté
na RGG tripeptidy z proteinu Npl3 naznacuji, Ze metylace tohoto proteinu probihd praveé
v oblasti této domény (Siebel a Guthrie, 1996). Tato posttranslacni modifikace se ukazala jako
dulezitd pro export proteinu Npl3 z jadra do cytoplazmy (Shen et al., 1998).

Byly provedeny dalsi experimenty, tentokrat na mutované formé proteinu Npl3, kde byly
argininy ve vSech RGG tripeptidech v ramci RGG domény nahrazeny lyzinem. Takova mutanta
proteinu nebyla metylovana. Zajimavé ale je, Ze tato mutace umoznila export proteinu Npl3
do cytoplazmy. Pro export by tedy mohlo byt zapotiebi zamaskovani RGG tripeptidd, at’
metylaci, nebo substituci aminokyseliny v tripeptidu (Xu a Henry, 2004). Zaroven metylace
proteinu Npl3, respektive jeho RGG domény, brani jeho fosforylaci kindzou Sky1 (Lukasiewicz
et al., 2007)

Jelikoz 1 SR-like proteiny Gbp2 a Hrbl obsahuji RGG tripeptidové sekvence, bylo
zkoumano, zda by mohly byt tyto proteiny metylovany. Ukazalo se, ze jak protein Gbp2, tak
1 Hrbl mohou téz slouzit jako substrat pro metyltransferazu Hmtl a byt tedy metylovany.
Export téchto dvou proteini z jadra do cytoplazmy se vSak narozdil od proteinu Npl3 zda byt
na metylaci nezavisly (Shen et al., 1998; Windgassen a Krebber, 2003).
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7. FUNKCE SR-like PROTEINU

7.1. Interakce s RNA

Stejné jako klasické SR proteiny, 1 proteiny Npl3, Gbp2 a Hrb1 jsou uzpiisobené k interakci
s ribonukleovou kyselinou. VSechny tfi proteiny byly nalezeny v interakci s RNA izolovanou
za polyadenylovany konec (Henry et al., 1996; Windgassen a Krebber, 2003; Héacker a Krebber,
2004).

Protein Npl3 interaguje prevazné s mRNA, a byl nalezen ve vyssi asociaci s transkripty gent
pro ribozomalni proteiny (Guisbert et al., 2005). Experiment s proteinem Npl3 vSak objevil jeho
interakci 1 s jinymi nez polyadenylovanymi RNA. Autofi nedavné studie pouzili pro vyzkum
interakci analyzu CRAC. Tato metoda spociva v ,,cross-linku* proteinu k RNA a nésledném
oSetfeni RNazou, enzymem, ktery §tépi RNA, po niZ zlstane pouze ¢ast RNA kryta proteinem.
K této RNA jsou zobou stran piipojeny nukleotidové sekvence, protein je odstranén
proteindzou a prislusnd RNA je reverzné transkribovdna a analyzovana. Analyza CRAC
ukézala, ze protein Npl3 sice vaze prevazné kodujici mRNA, ale také nekodujici transkripty,
které jsou transkribovany pomoci RNA pol II (Holmes et al., 2015).

V ramci studii proteinu Npl3 bylo zkoumano, jak Npl3 interaguje s RNA. Na zdkladé NMR
bylo pozorovano, Ze protein Npl3 pfednostné interaguje s oblastmi bohatymi na uracil a guanin.
Avsak, ukazala se 1 slaba vazba obou RRM domén k AU bohatym oblastem. Doména RRM2
interagovala silnéji s RNA bohatou na nukleotidy U a G. Na rozdil od RRM1, kterd i s touto
RNA interagovala slab¢. Odlisna afinita k oblastem bohatym na UG zéaroven poukazuje na to,
ze tyto dvé vazebné domény funguji v rdmci proteinu Npl3 nezdvisle na sobé (Deka et al.,
2008).

Dale byla zkoumana 1 interakce proteinu Gbp2 s RNA. Experiment ukézal, Ze protein Gbp2
vaze RNA na sekvenci nukleotidi GGUG prostrednictvim domény RRM2. S RNA obsahujici
danou sekvenci pak protein interaguje silnéji v ptitomnosti dal§i domény, RRM1. Zatimco tieti
doména, RRM3, nema na rozeznani RNA znatelny vliv. Stejnym zpilisobem domény proteinu
Gbp2 umoziuji interakci nejen s RNA, ale dokonce i s DNA (GGTG), ovSem pro vazbu

s proteinem je preferovana RNA (Martinez-Lumbreras et al., 2016).
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7.2.  SR-like proteiny jsou v kontaktu s RNA jiZ béhem transkripce

V ramci studia SR-like proteini se objevily experimenty, které naznacuji piitomnost téchto
proteint v blizkosti RNA jiz béhem transkripce. Byl proveden koimunoprecipitacni
experiment, pii némz se spolecné v komplexu objevil protein Npl3 s RNA polymerazou II.
Npl3 zistava v komplexu s RNA pol II i po pisobeni RNazy. Data poukazuji na interakci
proteinu Npl3 s transkripéni masinerii RNA polymerdzy II (Lei et al., 2001). Vzapéti bylo
objeveno, ze je protein Npl3 asociovan s geny, jez jsou transkribovany pomoci RNA pol II,
nikoliv RNA pol I (Lei a Silver, 2002) ¢i RNA pol III (Lei et al., 2001).

Pozd¢jsi studie za pomoci pull-down analyzy poukéazala na moznou piimou interakci
RNA pol 1II s proteinem Npl3. Tato interakce byla snizena pii fosforylaci proteinu Npl3
na Ser411 v oblasti domény RS. Data piislusné studie zaroven poukazala na pozitivni vliv
proteinu Npl3 na elongaci transkripce (Dermody et al., 2008).

Provedeny experiment s vyuzitim ChIP analyzy odhalil zvySenou asociaci proteinu Npl3
s chromatinem v kédujici oblasti genti na 5” i1 3 konci na rozdil od chromatinu z oblasti mimo
geny. Kromé toho se také ukazalo, ze asociace proteinu Npl3 s chromatinem je nejspise zavisla
na transkripci. Pii aktivaci transkripce se totiz vyrazné zvysi hladina ptislusné transkribované
DNA imunoprecipitované s proteinem Npl3 (Lei et al., 2001).

CRAC analyza, diky niz byla objevena interakce proteinu Npl3 s RNA, transkribovanou
pomoci RNA pol II, zaroven odkryla nejvyraznéjsi asociaci proteinu Npl3 na 5konci mRNA.
Autofi studie uvazuji o moZnosti, Ze tato odliSnost od vySe uvedené ChIP analyzy, kterd odhalila
vyraznou asociaci Npl3 s chromatinem i na 3’konci genu, by mohla byt déna tim, Ze protein
Npl3 na 3’konci genu interaguje spise s transkripéni masinerii, kdezto na 5’konci genu pak
1 se samotnou RNA. VSechny vySe zminéné experimenty poukazuji na to, Ze protein Npl3 je
k RNA vazan jiz béhem transkripce (Holmes et al., 2015).

Nedavna studie se zabyvala komplexem CBC, ktery je vazan na 5 ¢epicku mRNA. Autofi
studie mimo jiné pozorovali vliv CBC na asociaci proteinu Npl3 s aktivné transkribovanymi
geny. Jejich experimenty ukazuji, ze v pfipadé absence podjednotky CBC (kvasinkovy kmen
cbp804) dochéazelo k poklesu naboru proteinu Npl3 k aktivné transkribovanym gentm.
Asociace proteinu Npl3 s transkribovanymi geny se tedy zda byt podporovana plisobenim
komplexu CBC (Sen et al., 2019).

Do souvislosti s transkripci by kromé proteinu Npl3 mohly byt zafazeny 1 proteiny Gbp2
a Hrbl. Na zakladé¢ ChIP analyzy se zjistila interakce proteini Gbp2 a Hrbl s aktivné

transkribovanymi koédujicimi oblastmi genli. Tato interakce se mirn€ snizi po pusobeni
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RNazy A, nicméng¢ stale pretrvava, coz by mohlo naznacovat piimou interakci s chromatinem
s ¢astecnou vazbou pies RNA v okoli. Nasledné RNA-IP experimenty objevily interakci obou
proteinli s nové syntetizovanou mRNA pochézejici ze stejnych genli zkoumanych pti ChIP

analyze (Hurt et al., 2004).

7.3. Proteiny Gbp2 a Hrb1 interaguji s komplexem TREX

U obou proteinti, Gbp2 1 Hrbl, byla zjisténa interakce se vSemi podjednotkami komplexu
TREX. Jelikoz proteiny obsahuji domény RRM interagujici s RNA, zjistovalo se, zda vazba
na komponenty komplexu TREX neni zprostiedkovéna pravé skrze RNA. Byl proveden
experiment, kdy se zkoumala spole¢nd imunoprecipitace proteinti Gbp2 a Hrb1 s jednotlivymi
proteiny komplexu za podminek ptsobeni RNéazy A, pficemz imunoprecipitace nebyla
naru$ena. Jinymi slovy experiment znaci, Ze interakce s komponentami komplexu TREX neni
zavisla na pfitomnosti RNA a jde tedy o pfimou fyzickou interakci (Hurt et al., 2004).

Zatimco domény RRM1la RRM2 proteinii Gbp2 a Hrbl rozpoznavaji nukleové kyseliny,
za protein-proteinovou interakci s komplexem THO/TREX je zodpovédna doména RRM3.
Na obrazku €.9 je zndzornéno, Ze vdoméné RRM3, v oblasti 5. smycky, se nachazi 2 tyrozinové
zbytky. Tyto tyroziny se ucastni vazby s proteiny Tho2 a Hprl, které jsou soucasti komplexu
THO. Tyroziny jsou pfitomné i u nékterych SR proteinti u ¢loveéka v rdmei aminokyselinového
motivu YXYGG, kde by podle autori mohly, podobné jako proteiny Gbp2 a Hrbl, slouzit
k vazb¢ ke komponentam komplexu TREX (Martinez-Lumbreras et al., 2016).

Piestoze proteiny interaguji s komplexem TREX, jejich nepfitomnost nenarusi jeho
sestaveni ani export mRNA do cytoplazmy, tedy nezdaji se byt v tomto sméru esencialni (Hurt
et al., 2004).

Spolecné, svySe uvedenymi informacemi o interakci téchto dvou proteind
s transkribovanymi geny, by tyto experimenty mohly odpovidat tomu, Ze proteiny Gbp2 a Hrb1
putuji spolecné s komplexem TREX a RNA polymerdzou II podél transkribované sekvence
DNA a nésledné jsou z chromatinu pfesunuty na nove vznikajici pre-mRNA (Hurt et al., 2004).

Proteiny Gbp2 a Hrb1 byly nalezeny i v asociaci s cyklin-dependentni kindzou Ctk1, ktera
zajiSt'uje fosforylaci CTD RNA polymerazy II. Mohlo by se tak jednat o dalsi zptisob propojeni
téchto SR-like proteina s probihajici transkripci. Autofi piislusné studie uvazuji o tom, ze by
proteiny Gbp2 a Hrbl mohly byt na nascentni RNA pieneseny prostfednictvim interakce

s komplexem TREX anebo s kindzou Ctk1 (Hurt et al., 2004).
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7.4. Role SR-like proteinii v sestiihu

Pti deleci genu pro Npl3 byla pozorovéna zvysena hladina nesestfizené pre-mRNA v jadie
kvasinky, zejména transkriptii genti pro ribozomalni proteiny. Tuto akumulaci pre-mRNA by
bylo mozné vysvétlit jako disledek naruSeni procesu sestfihu. Pozorovani kvasinkového
kmene npl34 zaroven odhalilo genetickou interakéni sit’ npl34, kterd je podobnd profilu
genetickych interakci sestfihovych faktort, jako jsou PRPII, SNU66, PRP4 a dalSich.
Podobnost genetického profilu np/34 s mutacemi gena pro sestfihové faktory tak podporuje
uvodni myslenku, ze tento SR-like protein hraje roli v sestfihu (Kress et al., 2008).

Na putisobeni Npl3 v sesttihu dale poukazuji 1 objevené negativni genetické interakce mezi
npl34 a mutacemi gend pro sestiihové faktory, jako naptf. vysSe uvedeny snu664. npl34
negativné interaguje i s mutacemi gent kodujicich proteiny, které jsou soucasti Ul a U2 snRNP
ve spliceozomu, napi. s nam84 (Kress et al., 2008).

Na zaklad¢ koimunoprecipitanich experimentli byly objeveny i interakce fyzické mezi
proteinem Npl3 a faktory piisobicimi v rané fazi sestavovani spliceozomu. Jedna se o interakce
s proteiny, jez jsou soucasti spliceozomalni podjednotky Ul snRNP, a proteinem Msl5
interagujicim s pre-mRNA v misté vétveni. Ze zkoumanych proteint podjednotky Ul snRNP
zustava protein Npl3 po oSetifeni RNazou v asociaci pouze s faktorem Nam§. Interakce
ostatnich proteinti s proteinem Npl3 je citlivd k RNaze, tedy jde spiSe o nepiimou interakci
(Kress et al., 2008). Na druhou stranu, protein Npl3 nebyl nalezen ve fyzické interakci
s proteiny, které piisobi aZ v pozdni fazi sestfihu (Kress et al., 2008; Hackmann et al., 2014).

Jelikoz protein Npl3 interaguje se sestfihovymi faktory, bylo zkouméno, zda ovliviiuje jejich
asociaci k chromatinu. PfisluSny experiment vychazel zgeni, jejichZz sestfih
je naruSen/inhibovan termosensitivni mutaci np/3-1. Provedena ChIP analyza odkryla,
ze v kvasinkovém kmeni npl3-1 je sniZzena asociace Prp42 (sou¢ast Ul snRNP) a Leal (soucést
U2 snRNP) s témito geny. Na zéklad¢ ziskanych dat autofi studie poukazuji na to, Ze by protein
Npl3 mohl slouzit k efektivnimu naboru Ul a U2 snRNP k chromatinu a zprosttedkovavat
tak kotranskripéni vazbu ranych sestfihovych faktord k nascentni pre-mRNA (Kress et al.,
2008).

Dalsi experimenty propojuji do souvislosti také modifikaci chromatinu, respektive
ubikvitinaci histonu H2B proteinem Brel, se sestfihem pre-mRNA zavislym na proteinu Npl3.
V kvasinkovém kmeni npl34 dochazi v jadie k akumulaci pre-mRNA transkribovanych z genti
pro ribozomalni proteiny, coZ poukazuje na sestfihovy defekt (Kress et al., 2008). Ukazalo se,

ze pii dvojité deleci jak NPL3, tak BREI, je v porovnani s kmenem npl34 akumulace téchto
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pre-mRNA jesté navySena. Zda se tedy, Ze ubikvitinace chromatinu ma vliv na prib¢h sestiihu
(Moehle et al., 2012).

Nedéavna studie se zamétovala na pisobeni metylace proteinu Npl3 metyltransferazou Hmt1
na sestith pre-mRNA genu SUS/. Transkript tohoto genu obsahuje 2 introny a na 5SS prvniho
intronu ma odliSnou sekvenci, rozeznavanou podjednotkou Ul snRNP, nez v kvasince byva
typicka. Absence metyltransferazy Hmtl vede ke snizeni schopnosti sestiihu pravé prvniho
intronu v ramci transkriptu pro protein Susl. Naopak, mutace proteinu Npl3 substituci Argl5
a Argl7 za lyziny, coz mimikuje metylovany stav proteinu Npl3, vede k obnoveni sestiihu
v hmt1A kmeni. Tento experiment poukazuje na vliv metylace proteinu Npl3 na sestfih intronu
s nekanonicku 5SS sekvenci (Muddukrishna et al., 2017).

Narozdil od Npl3, delece genu pro Gbp2 a/nebo Hrb1 nezpiisobuje zvysenou akumulaci pre-
mRNA v jadre. npl34 také vykazuje mnohem vyraznéjs$i negativni interakce s mutacemi genti
pro sestiihové faktory, nez gbp24 ¢i hrblA (Kress et al., 2008). Zaroven autofi jiné studie
uvadéji, Ze jejich delece neovliviiuje sestiih. Data pro podlozeni této informace vSak nebyly
ve studii ukazany (Martinez-Lumbreras et al., 2016).

Proteiny Gbp2 a Hrbl byly nalezeny ve fyzické i negativni genetické interakci s Prpl7,
faktorem druhého kroku sestfihu, a proteinem Prp43 ucastniciho se rozvolnovani spliceozomu

po probéhnuti sestiihu (Hackmann et al., 2014).

7.5. Role SR-like proteinii v exportu

Piestoze jsou proteiny Gbp2 a Hrbl k RNA pravdépodobné vazany kotranskripéné za ti€asti
komplexu TREX, zda se, ze svou funkci vice uplatituji az pozdéji (Hackmann et al., 2014).

Ukézalo se, ze proteiny Gbp2 a Hrb1 pfednostné nalezneme v asociaci s transkripty, které
pochdzi z genl obsahujicich intron. Z experimentu s vyuzitim RNA imunoprecipitace
vyplynulo, Ze tyto proteiny se k RNA vazou jesté za ptitomnosti intronu, tedy pied probéhnutim
druhého kroku sestfihu. Oba proteiny byly také nalezeny v asociaci 1 s aktivovanou formou
spliceozomu B** (obrazek 2) pottebnou pro probéhnuti prvniho kroku sestfihu. Toto naznacuje,
ze proteiny Gbp2 a Hrbl interaguji s aktivné stithanou pre-mRNA. Zatimco protein Npl3 byl
nalezen v obdobné mife interakce s obéma druhy transkriptli, obsahujicich i neobsahujicich
intron (Hackmann et al., 2014).

Zaroven pi1 mutaci sestfihovych faktort, které hraji roli ve druhém kroku sesttihu (prp174)
a pfi rozvoliiovani spliceozomu (prp43(3247A4)), se snizuje asociace Gbp2 1 Hrbl

s polyadenylovanou RNA, kdeZto interakce Npl3 s touto RNA neni takovymi mutacemi piili§
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ovlivnéna. Tyto a vySe zminéné experimenty naznacuji, ze proteiny Gbp2 a Hrbl interaguji
s transkripty jiz béhem sesttihu, pro stabilizaci této vazby je vSak diilezité, aby sestiih probéhl
do konce (Hackmann et al., 2014).

Byly identifikovany nékteré sestfihové faktory zapojené do pozdni faze sestfihu, jejichz
mutace, naptiklad prpl7(336.), slu7-EIE, prp43(S247A), zabranila exportu proteini Gbp2
a Hrbl do cytoplazmy. Mutace stejnych sestithovych faktori ale neovlivnila export Npl3
(Hackmann et al., 2014). Nebot’ proteiny Gbp2 a Hrb1 interaguji s komplexem TREX, jehoz
vazba do mRNP by mohla byt narusena chybou sestfihu (Chanarat et al., 2011), autofi uvazuji
0 moznosti, ze by defekt v exportu téchto proteinit mohl byt dan chybou pfipojeni komplexu
TREX k RNA. Pak by do mRNP nebyly vazany ani proteiny Gbp2 a Hrb1l (Hackmann et al.,
2014).

Provedené imunoprecipitacni experimenty také ukazaly pfimou fyzickou interakci vSech tii
SR-like proteinil s exportnim faktorem Mex67. V kmenech s mutaci v pozdnich sesttihovych
faktorech (prp8(908/988), prp174) dochazi ke ztraté asociace Gbp2 a Hrbl s Mex67, zatimco
stejné mutace nemaji vliv na interakci tohoto exportniho faktoru s proteinem Npl3. Je proto
velmi pravdépodobné, ze sestiih je dilezity pro stabilni interakci proteint Gbp2 a Hrbl
s transkripty, ale také pro interakci s exportnim faktorem Mex67 (Hackmann et al., 2014).

Dalsi studie se zaméfila na export mRNA pii vyvolani stresové situace piisobenim vysoké
teploty. Pokud bunka podléhala teplotnimu stresu, doslo k zamezeni asociace mRNA
s exportnim faktorem Mex67 a jeho adaptorovymi proteiny, véetné vSech tii SR-like proteind.
Adaptorové proteiny vSak zlstaly ve vazbé s Mex67. Zda se, Ze by k disociaci adaptorovych
proteinli mohlo dochézet, aby se zmRNA uvolnil exportni faktor Mex67 a zabranilo se tak

exportu transkript do cytoplazmy (Zander et al., 2016).

7.6. Gbp2 a Hrb1 hraji roli pri kontrole kvality mRNA

Proteiny Gbp2 a Hrbl pfimo fyzicky interaguji s Mlpl, faktorem pro kontrolu kvality
mRNA, a Mtr4, podjednotkou komplexu TRAMP dilezitym v roli pro degradaci chybné
maturovanych transkriptd. Gbp2 i Hrbl jsou také v negativni genetické a nepiimé fyzické
interakci s ribonukledzou Rrp6, kterd je soucasti jaderného exozomu (Hackmann et al., 2014).

Pti zkoumani, zda delece genl pro tyto dva SR-like proteiny zpiisobi poruchu v exportu
mRNA do cytoplazmy, se ukdzal opak. Narozdil od kmene s mutovanym exportnim faktorem
Mex67, kdy je export mRNA zasazen a dochazi k akumulaci transkriptt v jadte, pii deleci Gbp2

nebo Hrbl neni mRNA v jadie zadrZzovana. Dokonce naopak dochézi k tiniku nesestfiZzenych
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transkript z jadra do cytoplazmy. Tento unik se navic projevuje v mnohem vétsi mife nez
napt. v mlplA nebo rrp64 kmeni. Toto zjisténi poukazuje na vyznamnou roli proteini Gbp2
a Hrbl v dozoru nad sestiihem a exportem mRNA, respektive na jejich schopnost odhalovat
nespravné sestfizené transkripty a branit takovym transkriptim ve vstupu do cytoplazmy
(Hackmann et al., 2014).

V kvasinkovém kmeni mipiA byly nesestfizené transkripty, které unikly do cytoplazmy,
ve vazb¢ na proteiny Gbp2 a Hrbl. Data znaci jak interakci téchto dvou SR-like proteint
se Spatné sestfizenymi transkripty, ale také spoluucast proteinu Mlp1 s Gbp2 a Hrb1 na zadrzeni
téchto transkriptl v jadie (Hackmann et al., 2014).

Komplex TRAMP byl u savcii nalezen v asociaci s proteiny podjednotek U4 a U6 snRNP
pres helikdzu Mtr4. V bunkach tedy dochézi k propojeni komplexu TRAMP a spliceozomu
(Nag a Steitz, 2012). V kvasince je umoznéna interakce helikazy Mtr4 se sestfihovym faktorem
Prpl7. V ptipadé neptitomnosti Gbp2 nebo Hrbl komplex TRAMP s faktorem Prp17 asociuje
méné. Pokud buiice chybi oba dva tyto proteiny, pak tato asociace nebyla pozorovana viibec.
Z toho vyplyva, ze tyto dva SR-like proteiny jsou dulezité pro zprostfedkovani efektivni vazby
komplexu TRAMP ke spliceozomu (Hackmann et al., 2014).

Na zéklad¢ koimunoprecipitacnich experimentl se také ukéazalo, Ze se vylucuji interakce
Gbp2/Hrbl s Mex67 a zaroven s Mtr4. V piipadé, kdy vstupuje do komplexu s Gbp2 nebo Hrb1
exportni faktor Mex67, pak jiz tento komplex neinteraguje s Mtr4, komponentou komplexu
TRAMP. Naopak protein Gbp2 nebo Hrbl v komplexu s proteinem Mtr4 dile nemuze
interagovat s Mex67 (Hackmann et al., 2014).

Autofi pfislusné studie na zakladé ziskanych, vySe zminénych dat, uvazuji o moZznosti,
Ze pii spravném sestiihu vaZou proteiny Gbp2 a Hrbl exportni faktor Mex67. Pokud vsak
sestiih vCas neprob¢hne, navaze se na tyto SR-like proteiny helikaza Mtr4 a takova RNA bude
degradovéna (Hackmann et al., 2014).

Piislusné experimenty naznacuji, Ze by Gbp2 a Hrb1 mohly rozeznavat nespravné a spravné
sestfizené transkripty, tfidit je a navigovat bud’ k exportu, nebo k degradaci v jaderném

exozomu (Hackmann et al., 2014).
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8. ZAVER

SR-like proteiny v Saccharomyces cerevisiae patii mezi RNA-vazebné proteiny (*Long
a Caceres, 2009), které se podileji na procesech umoziujicich export mRNA do cytoplazmy
(*Kohler a Hurt, 2007) a doprovazi RNA jiz béhem transkripce a uprav, které transkript cekaji.
Spole¢né s mRNA jsou baleny do ribonukleové partikule a napoméhaji jejimu exportu (*Meinel
a Strdfler, 2015). Zaroven jsou v ramci mRNP téZ transportovany pies jadernou membranu
do cytoplazmy (*Kohler a Hurt, 2007).

Jedna se tedy o proteiny, které piechazi pres jadernou membranu z jadra do cytoplazmy
a odtud je tieba je pfenést zpét. Roli zde sehrava protein Mtrl0, ktery pienasi tyto proteiny
pres jadernou membranu z cytoplazmy zpét do jadra. K jaderné lokalizaci téchto proteint
Héacker a Krebber, 2004).

Vsechny tfi SR-like proteiny v Saccharomyces cerevisiae jsou k RNA vazany jiz v prabéhu
transkripce. Zatimco protein Npl3 se zda byt k RNA piivadén skrze interakci s transkripéni
masinérii RNA polymerazy II (Lei et al., 2001) nebo dokonce pfimou interakci s RNA pol II
(Dermody et al., 2008), proteiny Gbp2 a Hrb1 jsou k transkriptiim spiSe vedeny prostfednictvim
komplexu TREX (Hurt et al., 2004).

Pfestoze jsou tyto proteiny ptivadény k RNA kotranskripéné, vypada to, ze svou roli
sehravaji jindy, a to 1 v odliSnych etapach vyvoje RNA. Zda se, ze protein Npl3 interaguje
s mnoha pre-mRNA, z nichZ ty, které obsahuji intron, pak vede k sestfihu. Zaroven také
vykazuje negativni genetické interakce se sestfithovymi faktory prvniho kroku sestiihu
a s proteiny ran¢ faze sestavovani spliceozomu. Jevi se proto jako potfebny spiSe na pocatku
probihajiciho sestfihu pre-mRNA (Kress et al., 2008).

Zatimco u SR-like proteinti Gbp2 a Hrbl se nezda, Ze by ovliviiovaly sestiih transkripti,
spiSe se uplatiuyi az pozdé&ji. Ze ziskanych informaci 1ze usuzovat, Ze maji za kol kontrolovat
spravny prub&h maturace, respektive sestiihu RNA. Nejspise jsou tyto proteiny schopné odlisit
dobfe a Spatné sestiizené transkripty. Na zaklad€ interakci bud’ s exportnim faktorem Mex67,
nebo Mtr4, komponentou komplexu TRAMP potiebného pro degradaci, zjevné rozhoduji
o osudu transkriptu, zda bude transkript transportovan do cytoplazmy ¢i zakonci své putovani
degradaci (Hackmann et al., 2014).

Je zajimavé, Ze proteiny Gbp2 a Hrb1 nejspiSe pro stabilni interakci s mRNA vyzaduji, aby
probé&hl sestiih. Zatimco nesestfizené transkripty vazou méné silné¢ (Hackmann et al., 2014).

Ma slabsi vazba na nesesttizené a silnéjSi vazba na sestfizené transkripty vliv na jejich funkci
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v kontrole kvality mRNA? Mohla by sila vazby téchto dvou SR-like proteint k transkriptu
ovlivilovat, zda bude k transkriptu navazan komplex TRAMP ¢i protein Mex67?

Nicméné krome¢ Gbp2 a Hrbl, s exportnim faktorem Mex67 fyzicky interaguje i protein
Npl3. Dé se tedy usuzovat, ze v exportu mRNA do cytoplazmy se uplatituji vSechny tii SR-like
proteiny (Hackmann et al., 2014).

Proteiny Gbp2 a Hrb1 vazou spiSe transkripty, které obsahuji/obsahovaly intron. Zaroven se
zda, ze zajist'uji kontrolu spravného sestfihu (Hackmann et al., 2014). Nicméné¢, kdyz je mRNA
spravné sestiizend, nemusi byt zcela spravné maturovand. Je tedy mozné, ze se podili
1 na kontrole zbylych matura¢nich procest?

Narozdil od proteini Gbp2 a Hrbl, protein Npl3 vaze transkripty at' obsahuji nebo
neobsahuji intron (Hackmann et al., 2014) a podili se na stimulaci elongace transkripce
(Dermody et al., 2008). U transkriptd s intronem se protein Npl3 uplatiiuje v jejich sestiihu
(Kress et al., 2008). Mohl by se u bezintronovych mRNA podilet na jinych mechanismech zrani
RNA? Nebo je interakce proteinu Npl3 s transkripty pochézejicimi z bezintronovych gent
pouze zalezitosti jeho ptisobeni v transkripci a exportu RNA?

Vyvstavaji zde stale dalsi otazky, tykajici se tlohy proteini Npl3, Gbp2 a Hrb1 v maturaci
transkriptl a jejich vedeni do cytoplazmy, na které by bylo vhodné se v pfipadnych novych
vyzkumech a pracich vice zaméfit a pokusit se najit podrobnéjsi odpovedi, abychom tak dosahli

ucelené¢ho pohledu na tyto proteiny.
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