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Abstrakt

Donedavna se pohliZzelo na sestiih a transkripci jako na témér nezavislé procesy. Dnes
v8ak fada studii pfinaSi mnoho dukaza o jejich propojeni, a to i u kvasinky Saccharomyces
cerevisiae. Propojeni téchto procesu je zprostiedkovano zejména C-terminalni doménou RNA
polymerazy Il, kterou tvoti tandemové se opakujici heptapeptidové sekvence — YSPTSPS.
Aminokyselinové zbytky heptapeptidové sekvence jsou v prubéhu transkripce specificky fos-
forylovany, coZ reguluje samotny prabéh transkripce a vazbu faktort, mj. nezbytnych pro
Upravu vznikajiciho transkriptu. Upravy primarniho transkriptu tak probihaji u vysich euka-

ryot zejména kotranskripéné, tzn. pred ukoncenim transkripce a uvolnénim funkéni mRNA.

Né&zor na problematiku kotranskrip¢niho sestrihu se u S. cerevisiae v poslednich letech
zna¢né ménil. Nicméné dnes se pohlizi na sestfih pre-mRNA vétSiny gent S. cerevisiae jako
na kotranskripéni proces. RNA polymeréaza Il zpomaluje v oblasti terminalniho exonu, coz
poskytuje jednotlivym komponentdm spliceosomu dostatek ¢asu pro jejich sestaveni na

pre-mRNA a pro katalyzu sestiihu jeSté pred dokoncenim transkripce.

Kli¢ova slova: kotranskripéni sesttih, RNA polymeraza 1, Saccharomyces cerevisiae,

U snRNP, spliceosom, pre-mRNA



Abstract

Until recently, the splicing and transcription were seen as almost independent proces-
ses. However, today a lot of studies provide plenty of evidence about their connection, even in
the yeast Saccharomyces cerevisiae. The connection of these processes is particularly media-
ted by C-terminal domain of RNA polymerase Il, which is consisted of tandemly repeated
heptapeptide sequence — YSPTSPS. Amino acid residues of this heptapeptide sequence are
specifically phosphorylated during transcription, which regulates transcription process and
also the binding of specific factors. These factors are necessary for processing of the nascent
transcript. Modifications of the primary transcript occur especially cotranscriptionally in
higher eukaryotes, thus before the transcription is terminated and also before the functional
MRNA is released.

Opinion on cotranscriptional splicing in S. cerevisiae were significantly changed in the
last years. However, nowadays the splicing of pre-mRNA of most genes in S. cerevisiae is
seen as cotranscriptional process. RNA polymerase Il pauses within the terminal exons and
this pausing event provides sufficient time for each spliceosomal component to assemble on

the pre-mRNA and also for catalysis of splicing before the transcription termination.

Keywords: cotranscriptional splicing, RNA polymerase Il, Saccharomyces cerevisiae,
U snRNP, spliceosome, pre-mRNA
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1. Uvod

Vv s

Kvasinka S. cerevisiae je jeden z nejjednodusSich eukaryotnich organisma. Tento or-
ganismus se v nékterych bunéénych pochodech a jejich regulacich mize podobat vysSim eu-
karyotum. Diky této skutecnosti je mozné néekteré vysledky, které byly ziskany studiem
S. cerevisiae, vyuZit pro objasnéni mechanismi u sloZit¢jSich organisma. S. cerevisiae se mi-
mo jiné vyuZiva pro studium sestiihu, kterého se u kvasinky Ucastni ptiblizné 90 proteint
a temer vSechny maji své homology u vysSich eukaryot (Fabrizio et al., 2009). Z toho dtvodu
je vhodné pro studium sesttihu u vysSich eukaryot nejprve dosédhnout detailnich znalosti
sestiihu u S. cerevisiae. Jeji genom se sklada z 5850 funkénich gent, z nichZ pouze 5 % obsa-
huje intron (ptiblizn¢ 270 geni) a jen nékolik gent obsahuje vice neZ jeden intron (Schwartz

et al., 2008).

Transkripci RNA polymerdzou Il vznika primarni transkript (pre-mRNA), ktery dale
podstupuje fadu Uprav vedoucich ke vzniku funkéni mRNA. Mezi tyto Upravy patii syntéza
cepicky, sestiih a polyadenylace. Transkripce a Upravy pre-mRNA byly tradi¢né studovany
a chapéany oddéleng, dnes je vsak jasné, Ze dochazi k jejich vzajemnému funkénimu a regu-

lacnimu provazani.

Tato bakalaiska prace se zaméiuje zejména na problematiku provazani transkripce
a sestiihu u S. cerevisiae. Sesttih je proces, ktery maze probihat bud’ pred dokoncenim tran-
skripce — kotranskripéné, nebo aZz po jejim dokonéeni — posttranskripéné. Otdzkou zustava,
ktery z téchto mechanismi pievaZuje u kvasinky S. cerevisiae. Tato problematika je u vysSich
eukaryot mnohem detailngji prostudovana a je obecné ptijimano, Ze v piipad¢ vysSich euka-
ryot sesttih probiha pievazné kotranskripéné. Nicméné nazor na tuto problematiku se u kva-

sinky S. cerevisiae v poslednich letech zna¢né ménil.



2. Transkripce u S. cerevisiae

Transkripce je proces, béhem kterého dochazi k piepisu urgité ¢asti nukleotidové sek-
vence DNA do sekvence RNA. Dava vzniknout transkriptu, ktery je komplementarni
k jednomu z fetézci DNA a ktery se oznacuje jako pre-mRNA. Transkripce se sklada ze tti na
sebe navazujicich fazi, jsou to iniciace, elongace a terminace. Tento proces je katalyzovan
tiemi strukturn¢ ptibuznymi DNA-dependentnimi RNA polymerazami: RNA polymeréaza |
(RNAP 1), RNA polymeraza Il (RNAP II) a RNA polymerdza 11l (RNAP IIl). Kazda
z polymeraz puasobi na razné skupiny geni. RNAP | slouzi k syntéze ribozomalni RNA
(rRNA), RNAP 111 syntetizuje transferovou RNA (tRNA), 5S rRNA a jiné malé nekddujici
RNA. RNAP 1l je zodpovédna za transkripci vSech gena kodujicich proteiny (mRNA), ale
i neékterych nekodujicich RNA (ncRNA).

2.1 RNA polymeréaza Il

21.1CTD

Nejvice studovanou polymerézou je RNAP Il. Jedna se o multi-podjednotkovy enzym,
ktery v kvasince zahrnuje 12 polypeptidu (Rpb1-Rpb12). Nejvétsi z nich, Rpbl, nese enzyma-
tickou katalytickou aktivitu. Souc¢asti Rpbl je C-terminalni doména (CTD), kterou tvofti tan-
demové se opakujici heptapeptidové sekvence — YSPTSPS. MnozZstvi repetic domén CTD se
li5i mezi jednotlivymi druhy eukaryot. Kvasinka S. cerevisiae obsahuje 26 téchto repetic
(Allison et al., 1985), zatimco u savcu jich nalezneme 52 (Corden, 1990). CTD slouzZi jako
»vazebna plosina“ pro fadu proteinovych faktort, ¢imZ usnadnuje jejich kotranskripeni vazbu
a pusobeni na pre-mRNA (Kornblihtt et al., 2004). Specifita a ¢asovani vazby je zajisténo
»,CTD kddem*“, ktery predstavuji posttransla¢ni modifikace jednotlivych aminokyselin hepta-
peptidoveé sekvence (Buratowski, 2003; Corden, 2007).

Nejcastéjsi modifikaci CTD je fosforylace. MaZe k ni dochazet na péti aminokyseli-
nach heptapeptidu, Tyry, Ser,, Thrs, Sers a Sery, pricemz nejvyznamnéjsi je fosforylace na
Ser, a Sers. V jednotlivych féazich transkripce se stav fosforylace CTD meéni (shrnuto
v Buratowski, 2009). Na promotor se obvykle vaze polymeraza v hypofosforylovaném stavu.
Po iniciaci transkripce dochazi k fosforylaci Sers (pSers), coZz umozZiuje uvolnéni RNAP I
z promotoru a pocatek elongace (Schroeder et al., 2000). Fosforylace Sers je nezbytnd pro

vazbu enzymi, které se podileji na tvorb& 7-methylguanosinové (m’G) &epicky na 5°-konci



primarniho transkriptu (Cho et al., 1997). Béhem elongace postupné ubyva fosforylace na
Sers a naopak dochazi ke zvysené fosforylaci Ser, (pSer,. Komarnitsky et al., 2000), coz
umoziuje navadzani faktord pro maturaci 3"-konce transkriptu (Obr. 1; Licatalosi et al., 2002).
Po upravach 3"-konce priméarniho transkriptu se defosforyluje i pSer,. Béhem transkripce do-
chazi take k fosforylaci Ser; (pSery), pticemz dynamika fosforylace je podobnd modifikaci na
Sers. U savcu je pSer; nezbytny pro efektivni transkripci malych jadernych RNA (snRNA)
a jejich nasledné Upravy. Nicméné funkce pSer; u S. cerevisiae jeSté nebyla odhalena (Kim et
al., 2009).
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Obr. 1: Stav CTD v jednotlivych fazich transkripce. Dynamika fosforylace serinu 2, 5a 7 je ne-
zbytna pro naslednou vazbu faktord, které se podileji na maturaci pre-mRNA. Obrézek znazornuje
vazbu faktorti nutnych pro syntézu m’G &epicky, vazbu sestiihovych faktort a faktord pro matura-

ci 3’konce primarniho transkriptu (ptevzato z Alexander and Beggs, 2010).

V roce 2010 skupina Jean Beggsové studovala dynamiku fosforylace serinat CTD
u konkrétniho genu S. cerevisiae — APE2 a umélého konstruktu Ribol. Detekovali ur¢ité od-
chylky od obecného schématu. Zasadnim rozdilem bylo zjisténi, Ze Sers je fosforylovan na
promotoru a v okoli 3" sestfihového mista (3°SS), nicmené mezi témito oblastmi se pSers ne-
vyskytoval. Skupina Jean Beggsové se tudiz domnivala, Ze musi byt Sers znovu fosforylovan
ve chvili, kdy polymeréza transkribuje oblast 3°SS. Fosforylovany Ser, se poprvé objevuje

také na 3’SS a jeho mnoZstvi postupné roste smérem k 3"-konci genu. Na rozdil od promotoru
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jsou tedy seriny CTD ve chvili, kdy se RNAP Il vyskytuje voblasti 3°SS
v hyperfosforylovaném stavu. Autoii piedpokladaji, Zze 3°SS slouZi jako jakysi transkripéni
kontrolni bod pro RNAP Il a ovliviuje jeji chovani. Dale dosli k zaveru, Ze fosforylace Sers
souvisi s iniciaci transkripce, podili se na zpomaleni RNAP 11 v blizkosti promotoru a v okoli
3’SS. Na druhé stran¢ pSer; ovliviuje elongaci a pravdépodobné uvolnéni z kontrolniho bodu
(Alexander et al., 2010; Buratowski, 2009). S. cerevisiae vSak obsahuje vétsinu gent bez in-
tronu, kde prubeh fosforylace CTD odpovida obecnému schématu popsanému v predchozim

odstavci.

2.1.2 Elongaéni rychlost

Rychlost elongace se pohybuje v rozmezi 1 az 4,5 kb/min a ¢asteéné se lisi mezi jed-
notlivymi geny a druhy organismua (Zenklusen et al., 2008). V minulosti se predpokladalo, Ze
elongace probiha urcitou témet stalou rychlosti a Ze pohyb RNAP Il miZe byt béhem elonga-
ce preruSen pouze nahodnymi pauzami. Dnes je vSak jasné, Ze rychlost elongace neni uni-
formni, a proto uvadeni pramérné rychlosti mizZe byt matouci a zavadéjici. RNAP 11 béhem
transkripce zpomaluje nebo se zastavuje (,,pauzuje”) na konkrétnich oblastech genu. Tyto
pauzy pak vytvareji dostatek ¢asu pro kotranskripéni Upravy pre-mRNA. RNAP Il kvasinky
S. cerevisiae zpomaluje pied terminaci transkripce v oblasti exonu 2, piiblizné 200 nt
Ldownstream* od 3°SS a 250 nt ,,upstream* od 3"konce transkriptu (Oesterreich et al., 2010).
Dalsi pauza byla detekovana v oblasti 3'SS (Obr. 2). Zde dochazi k prechodné akumulaci
RNAP I, kterd je zde fosforylovana na Ser, a Sers domény CTD (Alexander et al., 2010).
VySe popsané pauzy se vSak vyskytuji u S. cerevisie pouze pii transkripci gent, které obsahuji

intron.
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Obr. 2: T¥i pauzy RNAP 11 béhem transkripce. (a) Nahodné pauzy u gend bez intronu. (b)
Pauza b&hem transkripce terminalniho exonu. (c) Pauza v oblasti 3'SS. (d) U vyssich eukaryot do-
chéazi k akumulaci RNAP Il v oblasti vnittniho exonu (pievzato a upraveno dle Oesterreich et al.,
2011).

U vysSich eukaryot existuje nékolik moznych vysvétleni, jak dochédzi k zpomaleni
RNAP Il. Jedna z hypotéz tik4, Ze kinetika elongace maZe byt ovlivnéna pozici nukleozému,
které s nejvétsi pravdépodobnosti funguji jako bariéra prabéhu transkripce (Hodges et al.,
2009). Jejich pritomnost vede k zpomaleni RNAP Il nebo k jejimu sklouznuti v opa¢ném
sméru transkripce (,,backtracking“) a uvolnéni 3"-konce primarniho transkriptu z aktivniho
mista (Churchman and Weissman, 2011; Kireeva et al., 2005). Transkripce se do¢asné zastavi
a RNAP 11 se nasledné bud’ muze vratit zpét do vychozi pozice, nebo dochazi k pied¢asnému
uvolnéni transkriptu (Shaevitz et al., 2003). Hustota nukleozému se mezi introny a exony lisi,
nejvice se jich nachazi v oblasti exonu, a to mazZe zpusobovat zpomaleni RNAP |1 v této ob-
lasti (Schwartz et al., 2009). Elongacni rychlost je s nejvétsi pravdépodobnosti ovlivnéna take
histonovymi modifikacemi. Acetylace histoni vede k rozvolnéni chromatinu a sniZzeni zpoma-
lovaci schopnosti nukleosomu, ¢imz je zajisténa vysSi rychlost elongace. Naproti tomu
metylace histoni umoZniuje kondenzaci chromatinu a zpasobuje zpomaleni RNAP 11 (Obr. 3;

shrnuto v Oesterreich et al., 2011).



Dosud nebylo prokazano, Ze histonové modifikace pauzu RNAP Il opravdu zpusobuji. Je
vSak obecné prijimano, Ze ovliviwuji alternativni sesttih u vysSich eukaryot, jejichz geny obsa-
huji vice introna. Alternativni sestfih pre-mRNA je proces, béhem kterého vznikd velké
mnoZstvi raznych priméarnich transkripti z omezeného mnoZstvi gend, ¢imzZ se jednak vyraz-
né zvySuje kddujici potencidl genomu, jednak mohou urcité sestiihové varianty vznikat
v ur¢itych typech bunék a tkani, ¢imz mohou byt podkladem ¢i materidlem pro bunéénou,
tkanovou a orgdnovou diferenciaci. Razné primarni transkripty mohou vznikat v dusledku
vystiizeni néktereho z exona nebo v dasledku ponechéni sekvence intronu ve finalni mRNA,
mimoto se muZe uplatnit vybér alternativniho 5 a 3" sesttihového mista (shrnuto v Chen and
Manley, 2009). Na zaklad¢ rady studii autofi piedpokladaji, Ze k regulaci alternativniho
sestiihu dochazi také prostiednictvim zmény elongacni rychlosti RNAP 11 béhem transkripce
v konkrétnich oblastech genu (shrnuto v Oesterreich et al., 2011). Jednotliva sestrihova mista
jsou totiZ rozezndvana komponentami spliceosomu s riznou afinitou bezprostiedné po tran-
skripci (Roberts et al., 1998). Autofi popisuji model alternativniho sestiihu u vysSich eukary-
ot, ve kterém zpomaleni RNAP II mtze poskytnout slabému 3°SS dostatek ¢asu pro jeho ro-
zeznani komponentami spliceosomu jesté pied tim neZ se v sekvenci nascentniho transkriptu
objevi konkuren¢ni silné 3°SS. Pokud by nedoslo ke zpomaleni, vzniklo by a bylo rozpoznano
konkuren¢ni silné 3°SS misto slabého, a tim by byl mezilehly exon vysttizen spolu
s prilehlymi introny a ve finalni mMRNA by tak chybél (Obr. 3; Kornblihtt, 2006; de la Mata et
al., 2003). Podobny model byl pozorovén také u kvasinky S. cerevisiae pii testovani genu
DYN2 (Howe et al, 2003). Vzhledem k tomu, Ze u S. cerevisiae nalezneme pouze nékolik ge-
nu, Které obsahuji vice neZ jeden intron (Blandin et al., 2000; Davis et al., 2000), dlouhou
dobu byli védci presvédceni, Ze S. cerevisiae alternativni sestfih téméi nevyuziva. Nicméng
v poslednich n¢kolika letech se ukazuje, Ze i tento organismus dok&Ze ménit genovou expresi

na arovni sestiihu v zavislosti na vnéjSich podminkéch (Pleiss et al., 2007).
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Obr. 3: Histonové modifikace ovliviiuji transkripci a sestfih u vy3Sich eukaryot. (a) ZvySeni
elongacni rychlosti RNAP 11 v dusledku acetylace histont a nizké hustoty nukleosomu v oblasti al-
ternativniho exonu sniZzuje mnoZstvi ¢asu pro rozeznani sestiihového mista daného exonu kompo-
nentami spliceosomu, coZ vede k jeho vysttizeni z mRNA. (b) Zpomaleni elonga¢ni rychlosti
RNAP I1 vlivem metylace histoni a vysoké hustoty nukleosomi v oblasti alternativniho exonu po-
skytuje komponentam spliceosomu vice ¢asu pro rozeznani sesttihovych mist alternativniho exonu

a jeho zaclenéni do mRNA (ptevzato z Oesterreich et al., 2011).

Zajimave zavery prinesla studie vznikla pod vedenim Christin Guthrie. Ta doklada, ze
i kdyZz zména elongaéni rychlosti RNAP 1l nemd velky vliv na alternativni sestiih
u S. cerevisiae, pravdépodobné vyznamné ovliviuje efektivitu sestéihu. Podle autora elongac-
ni rychlost RNAP Il ovliviiuje G¢innost sesttihu mnoha pre-mRNA S. cerevisiae. Pokud se
snizi elongacni rychlost RNAP 11, zvysi se efektivita sesttihu a obracené (Obr. 4). Autofi po-
moci techniky chromatinové imunoprecipitace (ChIP) zjistili, Ze rychlost elongace muze
ovliviiovat mimo jiné i vazbu sestiihovych faktort na pre-mRNA. Zrychleni RNAP |1 zpiso-
buje ptitomnost nizSiho mnoZstvi sestiihovych faktora na pre-mRNA, naopak zpomaleni
RNAP Il umoZnuje vazbu vétSiho mnoZstvi sestiihovych faktord (Obr. 4; Moehle et al.,

2014).
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Obr. 4: Hypoteticky model, ktery znazoriiuje, jak elongaéni rychlost RNAP 11 ovliviiuje u

vétSiny pre-mRNA S. cerevisiae efektivitu sestfihu a vazbu sestiihovych faktord. Snizeni elon-
gacni rychlosti RNAP 1l zvySuje efektivitu sestiihu a ptitomnost sestrihovych faktora na
pre-mRNA. Naopak zvy3seni elongacni rychlosti RNAP I1 efektivitu sestiihu sniZuje, stejné tak je

sniZena i hustota sestiihovych faktori na pre-mRNA (ptevzato z Moehle et al., 2014).

3. Upravy pre-mRNA

Pre-mRNA je postupné modifikovana za vzniku mRNA, ktera je nésledné exportova-
na z jadra. Kromé sestiihu patii mezi Gpravy primarniho transkriptu syntéza m’G &epicky na
5”-konci. Dalsi vyznamnou modifikaci je Stépeni a polyadenylace, na 3"-konci pre-mRNA.
Transkripce a modifikace pre-mRNA byly tradi¢né studovany oddélené. Predpokladalo se, Ze
probihaji postupné a téméi nezavisle. Nicméné ve vétsing pripada dochazi k jejich funkéni
interakci. Jedna se tudiZz o procesy, které mohou probihat sou¢asné a mohou se vzajemné
ovliviiovat (Bentley, 2002). Takové modifikace se potom oznacuji jako kotranskripéni,
tj. modifikace probihajici jesté pied dokonéenim transkripce (Obr. 5).

RNA-polymeraza Il vaze v priabéhu transkripce na svou C-terminalni doménu faktory,
které jsou nezbytné pro Upravy pre-mRNA. Tyto faktory ptedstavuji jedno z hlavnich propo-
jeni mezi transkripci a modifikacemi pre-mRNA. Jakmile priméarni transkript dosédhne veli-
kosti 20-30 nukleotida, spusti se syntéza ¢epicky na jeho 5°-konci (Rasmussen and Lis, 1993).
K syntéze tedy dochézi kratce po iniciaci/zahdjeni transkripce, kotranskripéné. Sesttih
pre-mRNA muze probihat bud’ béhem transkripce, kotranskripéng, nebo po jejim skonceni,

posttranskripéné. V okamzZiku, kdy se RNAP Il nachadzi na 3"-konci transkribovaného genu,



syntetizuje specifické sekvence, které spousti Stépeni a polyadenylaci v této oblasti, k této
modifikaci pre-mRNA dochazi posttranskripéné (Neugebauer, 2002).

o e

Pol Il initiation . .Elongation . . . . . . .. ... ... ... .. Termination

RNA . ... ... Capping . . . . .. Splicing . . . . Polyadenylation. . . .

Obr. 5: Kotraskripéni modifikace primarniho transkriptu (pievzato z Neugebauer, 2002).

3.1 Sestrih pre-mRNA u S. cerevisiae

VétSina genu eukaryotickych organisma se sklada z Usekt kodujicich proteiny —
exond, které jsou oddéleny protein nekddujicimi oblastmi — introny. MnoZstvi a charakter
intront se vyznamné 1isi mezi jednotlivymi organismy. U vy3Sich eukaryot obsahuje vétSina
gent zpravidla vetsi pocet intront. Genom kvasinky S. cerevisiae se sklada z 5850 funkénich
gent, z nichZ priblizné 270 obsahuje intron, tj. méné nez 5 %. Kromé toho, vice nez jeden

intron se vyskytuje pouze u 0,2 % gent (Schwartz et al., 2008).

Na pre-mRNA se v jadie dynamicky sestavuje ribonukleoproteinovy komplex,
tzv. spliceosom, ktery katalyzuje dv¢ transesterifikaéni reakce, jimiz je intron z pre-mRNA
vystiizen. Hlavnimi komponentami spliceosomu jsou malé, jaderné RNA, bohaté na uracil,
které se oznacuji jako U1, U2, U4, U5 a U6 snRNA. Kazda snRNA je asociovana s n¢kolika
specifickymi proteiny, a vytvari tak ribonukleoproteionové partikule (snRNP). Vedle snRNP
jsou soucasti spliceosomu také desitky ,,non-snRNP* proteina (Lamm and Lamond, 1993).
Spliceosom rozeznava intronové oblasti na pre-mRNA pomoci tii esencidlnich sekvenci: hra-
nic intronu, tzv. 5" a 3"sestfihova mista (5°SS, 3°SS), a oblasti vétveni (BS), ktera se nachazi
uvnitt intronu. Tyto sekvence jsou u S. cerevisiae velmi dobie konzervovany: 75 % 5°SS ob-
sahuje sekvenci GUAUGU, 92 % BS obsahuje sekvenci UACUAAC a 3’SS nese zcela kon-
zervovanou oblast AG (Bon et al., 2003; Spingola et al., 1999).
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Na pocatku transesterifikace 2"hydroxylova skupina adenosinu z oblasti BS nukleofil-
né napada fosfodiesterovou vazbu v 5°SS. Dochazi k tvorbé volného exonu 1 a lasovité struk-
tury, kterd se sklada z intronu a exonu 2. Ve druhém kroku sestiihu pak 3"hydroxylova sku-

pina na konci exonu 1 naruSuje fosfodiesterovou vazbu v 3'SS, a tim dochazi ke spojeni

& O

5SS BP 3'SS Q +
CEL) A— o[z —> A— o[ —> [EL] ez

Step 1 Step 2

exonu a uvolnéni intronu (Obr. 6).

Obr. 6: Schéma sestfihu pre-mRNA Sestiih pre-mRNA probihd ve dvou krocich, transesterifi-
kacnich reakcich. Tyto kroky jsou katalyzovéany spliceosomem a davaji vzniknout mRNA a intronu

ve forme lariatu (prevzato dle Will and Lihrmann, 2011).

Formovani spliceosomu zacind interakci U1 snRNP s 57sesttihovym mistem a vazbou
heterodimeru Msl5«Mud2 do oblasti vétveni (Abovich and Rosbash, 1997). Tyto komponenty
spole¢né tvoii komplex E, podili se na stabilizaci a umoZnuji pozdéjsi vznik interakce mezi
U2 snRNP a BS (Chang et al., 2012; Rutz and Séraphin, 1999). Vazba U2 snRNP vytésnuje
proteiny MslI5 (BBP) a Mud2 a dava vzniknout komplexu A (pre-spliceosomu). Mimoto ob-
last BS interakci s U2 snRNP vytvaii helix, z jehoZ stiedni ¢asti vy¢niva nepérujici adenosin,
ktery se pozdgji podili na prvnim kroku sestiihové reakce (Query et al., 1994). Dale dochazi
k pripojeni U4/U6U5 tri-snRNP, tim vznikd komplex B. Nasleduji rozsahlé konformaéni
zmény: uvolnéni U1l snRNP, rozvolnéni interakce mezi U4 a U6 snRNP a disociace U4
snRNP. Spliceosom tak piechazi do aktivniho stavu a je zahajen prvni krok sesttihu. Nasledu-
je sparovani U2 a U6 snRNP, coZ ma za nésledek priblizeni 5°SS a BP, a prub¢h prvni tran-
sesterifikacni reakce a vznik komplexu C. U6 snRNP vytvaii béhem reakce smycku, kterd se
podili na uvolnéni U1 snRNP a pravdépodobné na katalyze sesttihu (McManus et al., 2007;
shrnuto v Will and Lihrmann, 2011). V3e je zakonceno druhou transesterifikacni reakci,

tj. spojenim obou exont za vzniku mRNA, a rozpadem spliceosomu (Obr. 7).
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Obr. 7: Schématické znézornéni cyklu vystavby a rozpadu spliceosomu a sest¥ihu
pre-mRNA. Zndzornéna vazba a recyklace jednotlivych U snRNP a nekterych sestiihovych fakto-

ri béhem sestiihu (prevzato dle Will and Lihrmann, 2011).

3.2 Kotranskripéni sestfih

Jeden z prvnich experimentt, ktery prinesl dukaz, Ze sestfih probiha soucasné
s transkripci, byl proveden na chorionovych genech Drosophily melanogaster. Bylo zjisténo,
ze dochazi ke zkraceni transkriptu, zatimco ten je stale spojen s RNAP Il. Autofi piedpokla-
dali, Ze sestiih probiha alespon z ¢asti kotranskripéné (Osheim et al., 1985). DalSi prace pri-
nesla mysSlenku, Ze komplex A (prespliceosom) je sestavovan kotranskripéné, zatimco samot-
ny sestiih uz tak casto kotranskripéné neprobiha (Beyer and Osheim, 1988). Dnes vime, Ze
sestiih pre-mRNA muZe probihat kotranskripéné, ale i posttraskripéné. Zustava otazkou, ktery

z téchto mechanismu pievazuje u jednotlivych organismda.
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4. VVyvoj ndzoru na problematiku kotranskripéniho sestfihu u S. cerevisiae

4.1 Prvni zminka o kotranskripénim sestiihu u S. cerevisiae

Jedna z prvnich studii tykajici se kotranskripéniho sestiihu u S. cerevisiae doklada
existenci dvou populaci pre-mRNA testovaného genu RP51A, které maji rozdilnou kinetiku
sestiihu. Autofi se domnivali, Ze vétSina primarnich transkriptu je sestiizena velice rychle —
dosahuje pramérné délky Zivota ~ 2 s. Na zaklad¢ odvozené elongac¢ni rychlosti piedpoklada-
li, Ze sestiih probihd bezprostiedné po syntéze 3'SS, tedy kotranskripéné. U druhé populace
pre-mRNA bud’ nedochazi k jejimu sestiihu, a je tedy nasledné degradovana, nebo je sestiize-
na velice pomalu (Elliott and Rosbash, 1996).

V roce 2000 se Lopez a Séraphin zabyvali problematikou koordinace mezi sesttihem
a transkripci. Autofi chtéli overit hypotézu, Ze rozeznani intronové sekvence a sestaveni
spliceosomu nemusi byt u S. cerevisiae Uzce propojeno s transkripci. Pro zkoumani vztahu
mezi transkripci a sesttihem vytvotili fadu genovych konstrukta s vioZzenym syntetickym in-
tronem do oblasti 5°SS. VloZeny intron rozdélil sekvenci 5°SS pavodniho intronu, a pro roze-
znani pavodniho 5°SS komponentami spliceosomu bylo tudiz nezbytné, aby byl nejprve tento
umgle vloZeny intron odstranén. Autoii ocekavali, Ze pokud by opravdu bylo rozeznani intro-
nu zcela zavislé na transkripci, doSlo by béhem transkripce pouze k vysttiZzeni uméle vloZengé-
ho intronu a pavodni by zastal soucasti transkriptu. Nicméné oba introny, jak pavodni, tak
umele vioZeny, byly efektivné odstranény z pre-mRNA. Tato skute¢nost jednozna¢né potvrdi-
la jejich hypotézu, Ze sekvence intronu muze byt efektivné rozeznana zcela nezavisle na tran-

skripci, tedy posttranskripéné (Lopez and Séraphin, 2000).

4.2 Kotranskripéni vyvazovani U1 snRNP

Védecka skupina pod vedenim Karly Neugebauer se zabyvala zejména kotranskripc-
nim vyvazovanim U1l snRNP k primarnimu transkriptu (Kotovic et al., 2003). Partikule U1
snRNP rozeznéva sekvenci 5°SS a je souc¢asti komplexu A. Tato studie naznacuje, Ze se vaze
na pre-mRNA béhem transkripce a misto jeji vazby koreluje s pozici intronu. P¥itomnost in-
tronu je tedy nezbytnd pro kotranskripcni vazbu Ul snRNP a urcuje i samotnou vazebnou
oblast. Déle byl testovan gen ADH1, ktery intron neobsahuje. U tohoto genu byla v celé jeho
délce detekovana rovnomeérna asociace s U1 snRNP. Autofi proto nevylu¢ovali moZnost, Ze

se U1 snRNP nespecificky vaZe na nekteré vysoce transkribované geny, které neobsahuji in-
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tron (Kotovic et al., 2003). V roce 2010 bylo na zakladé¢ studie u vysSich eukaryot zjisténo, Ze
U1 snRNP kromé funkce pii sestavovani spliceosomu, s nejvétsi pravdépodobnosti také chra-
ni primarni transkript pred piedc¢asnou terminaci transkripce. Tato jeji funkce vysvétluje nad-
bytek U1 snRNP oproti ostatnim snRNP v lidskych bunkéach (Kaida et al., 2010). Mimoto
dalsi studie ukazala, Ze U1 snRNP je jedina snRNP partikule, kterd interaguje i s transkripty,
Vv nichz se intron nenachazi (Brody et al., 2011).

4.3 Dikazy kotranskripéniho sestavovani spliceosomu a sest¥ihu u vybranych gena

Rada autor se zamétila na mechanismus kotranskripéniho sestavovani spliceosomu
a na souslednost vyvazovani snRNP. Jeden z moZnych mechanismu byl zaloZen na hypotéze,
Ze snRNP nejprve vytvoii komplex penta-snRNP a poté se spole¢né navazou na pre-mRNA
(Stevens et al., 2002). Nicméné ve dvou zasadnich studiich zroku 2005 od Karly
Neugebauer a Michaela Rosbasha byla tato hypotéza na zaklad¢ dale popsanych vysledka
vyvracena. Ob¢ skupiny piedpokladali, Ze u vétSiny gent S. cerevisiae probihd vyvazovani
jednotlivych snRNP postupné a kotranskripéné (Gornemann et al., 2005; Lacadie and
Rosbash, 2005). Sledovali sestavovani spliceosomu u vybranych gena technikou ChiIP. Spo-
lecnym znakem testovanych genu byl pomérné dlouhy terminélni exon, nicméné u obou auto-
ra se ¢astecné liSily oblasti gend, pii jejichZz syntéze dochazelo k akumulaci jednotlivych

komponent spliceosomu.

Vysledky ziskané v laboratoii Karly Neugebauer dokladaji, Ze partikule U1 snRNP se
véaze do oblasti 5SS vznikajiciho transkriptu po syntéze piiblizné poloviny intronové sekven-
ce genu DBP2-GFP. Déle autoti detekovali maximum akumulace U2 snRNP po syntéze pti-
blizné 200 bp distalné od 3'SS. U5 snRNP se stava soucasti spliceosomu ve chvili, kdy se
RNAP Il nachazi v exonu 2 ptiblizné 500 bp za 3°SS. Mezi detekci maxima akumulace Ul
a U5 snRNP tak RNAP Il ve vétsing pripadu dokazZe nasyntetizovat nejméné 1 kb transkriptu.
Vyvazovani jednotlivych snRNP je tedy c¢asové a pozi¢né oddélené (Obr. 8; Gornemann et
al., 2005).

V roce 2005 se také Michael Rosbash a jeho spolupracovnici zabyvali sestavovanim
splicecosomu na pre-RNA genu ACT1 rovnéZz za pouZiti techniky ChIP. Autofi dosli
k zavéram, Ze se U1l snRNP akumuluje bezprostiedné po syntéze celého intronu, dale pak Ze
se vyvazovani U2 a U5 snRNP vzajemné prolind a jeho maximum je detekovatelné
v okamZiku, kdy se RNAP Il vyskytuje ptiblizné 500 bp distalné od 3°SS. Autofi diskutuji
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moZnost, Ze vybrané geny v této studii nejsou pro testovani zcela optimalni, protoZe se cas-
tecné liSi oblasti akumulace U1, U2 a U5 snRNP v porovnani s vysledky, které byly ziskany
v laboratofi Karly M. Neugebauer, jez se zabyvala stejnou problematikou u jinych gena ve
stejném roce (Lacadie and Rosbash, 2005). Tyto rozdily ve vazb¢ jednotlivych komponent
spliceosomu na pre-mRNA jsou zietelné na obrazku 8.

Oba tyto ¢lanky nicméné dokazuji, Ze ve vétSing pripadt jsou jednotlivé komponenty
spliceosomu vyvazovany postupné a v prabéhu transkripce. Jak jiz bylo poznamenano, autofi
téchto dvou zésadnich studii testovali geny, jejichZ primarni transkript obsahuje relativné
dlouhy termindlni exon (>1 kb; Gdrnemann et al., 2005; Lacadie and Rosbash, 2005). Tato
skute¢nost se pozdéji ukazala jako ponékud problematicka, protoZe nativni geny S. cerevisiae
obsahuji nejcastéji exon 2 dlouhy 300 — 400 bp. O rok pozdéji skupina pod vedenim Michaela
Rosbasha formulovala hypotézu, Ze takto kratky exon 2 poskytuje spliceosomu malo ¢asu na
kotranskripéni sestaveni a katalyzu sesttihu (Tardiff et al., 2006).
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Obr. 8: Detekce postupné vazby jednotlivych komponent spliceosomu technikou ChlP. Srov-
nani dat, které byla ziskana ve dvou vySe zminénych studiich. (A) Gen DBP2-GFP; Z grafu ze stu-
die Karly M. Neugebauer je patrné, Ze vyvazovani jednotlivych snRNP je ¢asové a pozi¢né oddéle-
né. (B) Gen ACT1; Na grafu, ktery byl publikovan ve studii od Michaela Rosbasha, je zndzornéno
oddélené vyvazovani Ul a U2/U5 snRNP. Nicméné akumulace U2 a U5 snRNP se vzajemné
prolind ve stejné oblasti transkripce (pievzato a upraveno dle Gérnemann et al., 2005; Lacadie and
Rosbash, 2005).
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Komplex NTC (komplex asociovany s Prpl9) je nezbytny pro sestaveni a aktivaci
spliceosomu a stabilizuje vazbu U5 a U6 snRNP po uvolnéni U4 snRNP (Chan et al., 2003).
Skupina pod vedenim Karly Neugebauer detekovala mimo jiné akumulaci NTC ve chvili, kdy
se polymerdza nachézela v exonu 2 ptiblizné 500 bp za 3'SS, coZ naznacuje, Ze katalyza
sestiihu by mohla také probihat kotranskripéné. Autofi dale zjistili, Ze pro kotranskripeni se-
staveni spliceosomu je nezbytny komplex vézajici ¢epicku (CBC). Tento komplex vaze m’G
¢epicku na 5°-konec pre-mRNA kratce po iniciaci transkripce. Ukazalo se, Ze v nékterych
ptipadech hraje roli pfi vazbé komponent spliceosomu na primarni transkript. U vétSiny gent
se vSak tento komplex podili na disociaci U1 snRNP z 5'SS, je tedy pravdépodobné nutny pro

funkéni propojeni sestiihu a transkripce (Gérnemann et al., 2005).

O rok pozdgji detekovali v laboratoti Sebastiana Kadenera metodou ChIP frakci
sestiizené mRNA ve chvili, kdy se RNAP 11 vyskytovala ptiblizné 1 kb distadIlné od 3'SS genu
HZ18. Navrhli tedy, Ze s nejvétsi pravdépodobnosti probiha sestiih pre-mRNA u S. cerevisiae
kotranskripéné. Pro potvrzeni tohoto zavéru vloZili do oblasti intronu genu HZ18 sekvenci
»hammerhead ribozyme* (RZ sekvenci), ktera miZe katalyzovat Stépeni primarniho transkrip-
tu. Autori dokazali, Ze kotranskripeni sestaveni spliceosomu, a to zejména vazba heterodime-
ru Msl5¢Mud?2 do oblasti vétveni, efektivné inhibuje aktivitu ribozymu. Zjistili vznik funkéni
nerozstépené mMRNA, coZ indikuje, Ze sekvence ribozymu byla spole¢né s celym intronem
kotranskripéné odstranéna. Na zékladé této skutecnosti argumentuji, Ze sestiih vétSiny

pre-mRNA S. cerevisiae probihd jiz béhem transkripce (Lacadie et al., 2006).

4.4 Sestavovani spliceosomu a sestiih probihaji pievazné posttranskripéné

V roce 2006 byly publikovany experimenty, které piinesly piekvapivé vysledky, které
ukézaly, Ze vazba U2 a U5 snRNP, stejn¢ jako kotranskripéni dokonéeni sestiihu, zavisi na
délce exonu 2. Naopak vyvazovani Ul snRNP je na délce terminalniho exonu nezavislé
a pravdépodobné pouze optimalizuje efektivitu sestrihu (Tardiff et al., 2006). Kvasinka
S. cerevisiae obsahuje geny s odliSnou délkou terminalniho exonu, pficemZ nejvice genu
ma exon 2 dlouhy 300 - 400 bp. Prumérna délka exonu 2 pak ¢ini 434 bp. VétSina genu tedy
nese mnohem krat$i terminalni exon oproti tém, které byly testovany v piedchozich studiich.
Na zaklad¢ této skutecnosti autofi tvrdi, Ze pouze pro malou ¢ast genu S. cerevisiae plati me-
chanismus sestavovani spliceosomu popsany V pracich Karly Neugebauer a Michaela

Rosbasha z roku 2005. Ke kompletnimu sestaveni spliceosomu a sestiihu jednointronovych
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pre-mRNA, totiz dochazi az po transkripci celého intronu, coZ poskytuje pouze omezené
mnozstvi ¢asu (Tardiff et al., 2006). Sestiih za¢ind 600 bp po syntéze 3°SS a maxima dosahu-
je priblizné 1000 bp po syntéze 3°SS (Lacadie et al., 2006). Autori tedy piedpokladali, Ze ke
kotranskripénimu sestaveni spliceosomu a sestfihu dochazi pouze u gend, jejichZz exon 2 je
dlouhy alespon 600 bp, nebot’ pouze u téchto gena poskytuje dlouhy terminalni exon dostatek
¢asu pro kotranskrip¢ni pribéh. Na zavér autori dodavaji, Ze na zéklad¢ jejich vysledku je
pravdépodobné, Ze u vice nez 90 % genu S. cerevisiae probiha sestaveni spliceosomu a sesttih
posttranskripéné (Tardiff et al., 2006).

4.5 Sestiih je kotranskripéni v disledku zpomaleni RNAP 11 v oblasti exonu 2

Karla Neugebauer se spolupracovniky v praci z roku 2010 zpochybnuje piedchozi vy-
sledky, kdyz tvrdi, Ze kotranskripéni sesttih je u gent S. cerevisiae normou (Oesterreich et al.,
2010). Tento z&ver je v souladu s vysledky skupiny pod vedenim Jean Beggsové (Alexander
et al., 2010). Obé¢ skupiny prokazuji, Ze sestiih probihd kotranskripéné, a to v dasledku zpo-
maleni RNAP Il v oblasti termindlniho exonu (Obr. 9; Alexander et al., 2010; Oesterreich et
al., 2010).

Prvni z vySe zminénych skupin testovala technikou ,high-density tilling arrays* 122
genu S. cerevisiae, z nichz kazdy obsahoval jeden intron. Podle ziskanych vysledkii je intron
priblizné u 74 % testovanych gena odstranén kontraskripéné (Oesterreich et al., 2010). Tato
hodnota byla piekvapivé vysoka vzhledem k zavéram studie pod vedenim Michaela Rosbasha
z roku 2006, a to i pres velky podil testovanych gent s kratkym exonem 2. Autoti na zakladé
vlastnich vysledka argumentuji, Ze sestfizenou mRNA Ize detekovat jiz ve chvili, kdy se
RNAP 11 vyskytuje ptiblizné 250 bp ,,upstream* od 3"-konce genu. V tomto okamZiku také
zjistili zvySeni hustoty RNAP 11, coZz se da nejlépe vysvétlit jejim zpomalenim/pauzou
v tomto misté. Vyloucili tak obecnou piedstavu, Ze transkripce exonu 2 probiha stalou rych-
losti (Oesterreich et al., 2010). Mimoto je obecné piijimano, Ze ke zpomaleni RNAP 11 do-
chazi také pti maturaci 3"-konce transkriptu (shrnuto v Venters and Pugh, 2009). Nicmén¢
podle autord jsou vySe popsané pauzy kvalitativné odlisné a pauza, ke které dochazi priblizné
250 bp ,,upstream* od 3"-konce genu, neni ovlivnéna akumulaci RNAP 11 v oblasti 3 -konce
transkriptu (Oesterreich et al., 2010).
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Vyzkumny tym pod vedenim Jean Beggsové popisuje prechodné zpomaleni RNAP 11 v Useku
priblizné 180 bp kolem 3°SS. V tomto Useku dochazi k fosforylaci C-terminalni domény na
Ser; a Sers a k vazbé sestiihovych faktoru. Stejné jak je popsano v piedchozim odstavci, auto-
i'i detekovali sestiizenou mMRNA ve chvili, kdy se polymeraza dostane do této oblasti. Navrhu-
ji model regulace pohybu RNAP II, ve kterém je oblast kolem 3°SS jakymsi transkripénim
kontrolnim bodem. Model predpoklada, Zze zde dochazi k akumulaci RNAP 11 diky jeji fosfo-
rylaci na Sers; naopak fosforylace na Ser, ve stejné oblasti genu je nejspi§ spojena
s uvolnénim z tohoto kontrolniho bodu. Zpomaleni RNAP Il je zavislé na ptitomnosti intronu
a na produktivnim sestiihu (Alexander et al., 2010). SniZzenim elonga¢ni rychlosti si
S. cerevisiae vytvaii dostatek c¢asu pro katalyzu sestiihu pied ukoncenim transkripce, a to
i tehdy, kdy je terminalni exon kratky (Obr. 9). Specifické elementy nebo chromatinové modi-
fikace, které by se vyskytovaly pouze u genu s kratkym exonem, a vysvétlovaly tak pauzu
RNAP I, nebyly zatim identifikovany. V ramci téchto dvou studii pod vedenim Karly M.
Neugebauer a Jean Beggsové byly testovany vysoce transkribované geny. Je tedy mozné, Ze
pauza v oblasti exonu 2 je specifick& pro geny, které jsou vysoce piepisovany (Alexander et
al., 2010; Oesterreich et al., 2010).

Nuclear expon/

(&) (&)

Q & ﬁease from chromatin

Cleavage/polyadenylation

AAAAAA

Promoter

?
DNA sequence j

Chromatin modifications

Obr. 9: Schematické znazornéni oblasti zpomaleni RNA polymerazy Il a zpracovani
pre-mRNA. K prvni pauze dochézi v blizkosti promotoru, k posledni na 3"-konci transkriptu. Tyto
pauzy jsou nezbytné pro maturaci konct pre-mRNA, vazbu m’G &epicky a polyA sekvence. U vét-
Siny genu S. cerevisiae dochazi také k pauze v oblasti terminalniho exonu, coz poskytuje dostatek
¢asu pro kotranskripéni prubeh sesttihu. Béhem transkripce dochazi k vazbé fady faktort na
C-terminalni doménu RNAP Il. Ty se podileji na maturaci pre-mRNA a exportu mRNA ven z jadra
(ptevzato z Andersen and Jensen, 2010).
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4.6 Globalni pohled na kinetiku sestfihu umélého konstruktu Ribol u S. cerevisiae

V roce 2011 navrhli Jean Beggsova a jeji spolupracovnici model pro S. cerevisiae, kte-
ry tika, Ze pokud pre-mRNA podstoupi prvni sestiihovy krok béhem transkripce, je jiz zcela
sestiizena kotranskripéné (Obr. 10; Aitken et al., 2011). Tato piedstava sesttihu se lisi od sav-
¢iho modelu, kde se predpoklada, Ze v takovém pripadé muze byt sestrih dokoncen i po matu-
raci 3"-konce transkriptu (Rigo and Martinson, 2009). Autoii dale popiraji obecnou piedstavu,
ze elongacni faze transkripce umélého konstruktu Ribol je jednoduchou, jednokrokovou re-
akci. Jejich model sestiihu v kontextu transkripce je definovan jako reakce, ktera zahrnuje 40
elongacnich kroka, dva kroky sestfihu a Upravy 3"-konce transkriptu (Obr. 10; Aitken et al.,
2011).

Kotranskripéni sestfih

Iarlat exon2 mRNA bez maturace

. na 3 konci

exoni

Ribo1 fi — f4ﬂ ® polyadenylovana
branchsite

y mRNA
|
el > Ei
Q Lariat

RNA Ps1 .
pre-m ,S/ d

polyadenylovana p{"_\{adenﬂwﬂ"}f
pre-mRNA lariat-exon2

Posttranskripéni sestiih

Obr. 10: Schematické znazornéni sestiihu v kontextu transkripce. Po iniciaci transkripce ume-
Iého konstruktu Ribol zac¢ina elongace v sekci el. Na pocatku exonu 2 muze byt aktivovan kotran-
skripéni sestiih (fi; tmave zelend), nebo maze pokracovat elongace bez aktivace sestiihu (ei, fialo-
va). Transkripce je zastavena bud’ v sekci f40, poté co jiz probéhl prvni krok sestiihu (Ks1), nebo je
zakonc¢ena Vv sekci e40 bez aktivace sestiihové reakce. Pokud nedojde k aktivaci sestiihu béhem
transkripce, nasleduje Stépeni a polyadenylace na 3"-konci pre-mRNA a v3e je zakonc¢eno dvéma
transesterifikacnima reakcema posttranskrip¢niho sesttihu (Ps1 a Ps2, tmavé hnédd). V piipadé ko-
transkripcniho sestiihu, v sekci f40, nasleduje druhé transesterifikacni reakce (Ks2), a teprve poté

dochézi k maturaci 3"-konce transkriptu (prevzato a upraveno dle Aitken et al., 2011).
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Autofi exprimovali pre-mRNA Ribol z doxycyklinem ovladaného promotoru. Zavedli
bodovou mutaci do oblasti 3°SS umélého konstruktu Ribol, ¢imZz byl znemoznén druhy
sestiihovy krok. Mutace v 3'SS méla za nasledek sniZeni pravdépodobnosti dalsi iniciace
transkripce a pravdépodobnosti Ze prvni krok sesttihu probéhne kotranskripéné. Tato skutec-
nost pfinasi dalsi dtikaz pro funkéni propojeni kotranskripéniho sestiihu a transkripce (Aitken
etal., 2011).

Pokud autofi exprimovali pre-mRNA Ribol bez zavedené mutace, byl druhy krok
sestiihu prvnich transkriptd dokonéen aZ za 110 s, pficemZ syntéza exonu 2 trvala piiblizné
11 s; sestiih tedy musel probihat posttranskripéné. Nicméné zhruba 10 min po indukci tran-
skripce byl ¢as potiebny pro druhy sestiihovy krok redukovan na 5,5 s; sesttih byl dokonéen
jiz béhem transkripce. Autofi tedy piedpokladali, Ze kotranskripeni sesttih je ,,aktivovan® se
zpozdénim. Tato skute¢nost je s nejvétsi pravdépodobnosti zpasobena tzv. ,,pozitivni zpétnou
vazbou*, ktera ovlivauje rychlost druhého kroku sesttrihu (Aitken et al., 2011). Podle autord je
jedno z moznych vysvétleni tohoto mechanismu recyklace jednotlivych snRNP, které se po
indukci sestfihu nachéazeji vtésné blizkosti aktivniho genu, a urychluji tak sestaveni
spliceosomu na nové syntetizované pre-mRNA (Rino and Carmo-Fonseca, 2009). Mezi dalSi
mozna vysvétleni patfi postupnd koordinace vyvazovani sestiihovych faktord, usnadnéni
sestiihu zpomalenim RNA polymerazy 1l (Alexander et al., 2010; Oesterreich et al., 2010)

nebo dynamické modifikace chromatinu (Alexander and Beggs, 2010).
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5. Zavér

V soucasnosti je obecné prijimano, Ze sesttih vétSiny gent kvasinky S. cerevisiae pro-
biha kotranskripéné. V prabéhu transkripce se RNAP |1 nepohybuje stalou rychlosti, ale do-
chazi k jejimu zpomaleni v konkrétnich oblastech genu. Pro kotranskripéni sesttih je vyznam-
né zejména zpomaleni v oblasti terminadlniho exonu, které poskytuje spliceosomu dostatek
¢asu pro jeho sestaveni a pro katalyzu sestiihu pied ukonéenim transkripce a maturaci
3"-konce transkriptu (Alexander et al., 2010; Oesterreich et al., 2010).

Dosud neni zcela jasné, na zaklad¢ jakého mechanismu k tomuto zpomaleni RNAP 11
dochéazi. U testovanych gena S. cerevisiae nebyly az dosud identifikovany zadné specifické
elementy nebo chromatinové modifikace, které by zpomaleni zptisobovaly. Nicméné geny
obsahujici intron, tedy piibliZzné 5 % gend S. cerevisiae, jsou vysoce transkribovany a davaji
vzniknout priblizné 30 % celkové mMRNA v buiice (Ares et al., 1999). Je tedy mozné, Ze pravé
vysoka transkripéni aktivita je jednou ze skutec¢nosti, ktera se zpomalenim RNAP |1 Gzce sou-

visi (Andersen and Jensen, 2010).

Otazkou zustava, v ¢em je pro S. cerevisiae vyhodnéjsi kotranskripéni sestiih. Jednou
z vyhod kotranskrip¢niho sesttihu je jeho vyssi efektivita oproti posttranskripénimu pribéhu
(Aitkenetal., 2011; Yu et al., 2010). Zvy3eni efektivity sestiihu je pravdépodobné zpisobeno
zpomalenim RNAP Il v oblasti exonu 2, coZ dokazuje také studie z letoSniho roku, ktera do-
klada, Ze efektivita sestéihu roste se sniZujici se rychlosti elongace (Moehle et al., 2014).
Kromé toho muzZe hrat vyznamnou roli také urychleni exportu mRNA z jadra po kotran-
skripénim sesttihu (Andersen and Jensen, 2010). V prabéhu sestiihu s nejvétsi pravdépodob-
nosti dochazi k pripravé pre-mRNA na export z jadra a k navadzani exportnich faktora na
MRNA (EF; Luo and Reed, 1999; Reed, 2003).
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