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Abstrakt

Donedávna se pohlíželo na sestřih a transkripci jako na téměř nezávislé procesy. Dnes

však řada studií přináší mnoho důkazů o jejich propojení, a to i u kvasinky Saccharomyces

cerevisiae. Propojení těchto procesů je zprostředkováno zejména C-terminální doménou RNA

polymerázy II, kterou tvoří tandemově se opakující heptapeptidové sekvence – YSPTSPS.

Aminokyselinové zbytky heptapeptidové sekvence jsou v průběhu transkripce specificky fos-

forylovány, což reguluje samotný průběh transkripce a vazbu faktorů, mj. nezbytných pro

úpravu vznikajícího transkriptu. Úpravy primárního transkriptu tak probíhají u vyšších euka-

ryot zejména kotranskripčně, tzn. před ukončením transkripce a uvolněním funkční mRNA.

Názor na problematiku kotranskripčního sestřihu se u S. cerevisiae v posledních letech

značně měnil. Nicméně dnes se pohlíží na sestřih pre-mRNA většiny genů S. cerevisiae jako

na kotranskripční proces. RNA polymeráza II zpomaluje v oblasti terminálního exonu, což

poskytuje jednotlivým komponentám spliceosomu dostatek času pro jejich sestavení na

pre-mRNA a pro katalýzu sestřihu ještě před dokončením transkripce.

Klíčová slova: kotranskripční sestřih, RNA polymeráza II, 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 II, 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 II 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 II, Saccharomyces cerevisiae,

U snRNP, spliceosome, pre-mRNA
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Seznam použitých zkratek

BS místo větvení

bp pár bází

CBC komplex vázající čepičku

CTD C-terminální doména RNA polymerázy II

EF exportní faktor

ChIP chromatinová imunoprecipitace

kb/min kilo báze za minutu

m7G 7-methylguanosin

mRNA mediátorová RNA

ncRNA nekódující RNA

nt nukleotid

NTC komplex proteinů asociovaných s Prp19

pre-mRNA prekurzor mediátorové RNA

pSer2 fosforylovaný serin CTD v pozici 2

pSer5 fosforylovaný serin CTD v pozici 5

RNAP I RNA polymeráza I

RNAP II RNA polymeráza II

RNAP III RNA polymeráza III

rRNA ribozomální RNA

snRNA malá jaderná RNA

snRNP malá jaderná ribonukleoproteinová partikule

tRNA transferová RNA

3ʹSS 3ʹ sestřihové místo

5ʹSS 5ʹ sestřihové místo

http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Methylguanosin&action=edit&redlink=1
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1. Úvod

Kvasinka S. cerevisiae je jeden z nejjednodušších eukaryotních organismů. Tento or-

ganismus se v některých buněčných pochodech a jejich regulacích může podobat vyšším eu-

karyotům. Díky této skutečnosti je možné některé výsledky, které byly získány studiem

S. cerevisiae, využít pro objasnění mechanismů u složitějších organismů. S. cerevisiae se mi-

mo jiné využívá pro studium sestřihu, kterého se u kvasinky účastní přibližně 90 proteinů

a téměř všechny mají své homology u vyšších eukaryot (Fabrizio et al., 2009). Z toho důvodu

je vhodné pro studium sestřihu u vyšších eukaryot nejprve dosáhnout detailních znalostí

sestřihu u S. cerevisiae. Její genom se skládá z 5850 funkčních genů, z nichž pouze 5 % obsa-

huje intron (přibližně 270 genů) a jen několik genů obsahuje více než jeden intron (Schwartz

et al., 2008).

Transkripcí RNA polymerázou II vzniká primární transkript (pre-mRNA), který dále

podstupuje řadu úprav vedoucích ke vzniku funkční mRNA. Mezi tyto úpravy patří syntéza

čepičky, sestřih a polyadenylace. Transkripce a úpravy pre-mRNA byly tradičně studovány

a chápány odděleně, dnes je však jasné, že dochází k jejich vzájemnému funkčnímu a regu-

lačnímu provázání.

Tato bakalářská práce se zaměřuje zejména na problematiku provázání transkripce

a sestřihu u S. cerevisiae. Sestřih je proces, který může probíhat buď před dokončením tran-

skripce – kotranskripčně, nebo až po jejím dokončení – posttranskripčně.  Otázkou zůstává,

který z těchto mechanismů převažuje u kvasinky S. cerevisiae. Tato problematika je u vyšších

eukaryot mnohem detailněji prostudována a je obecně přijímáno, že v případě vyšších euka-

ryot sestřih probíhá převážně kotranskripčně. Nicméně názor na tuto problematiku se u kva-

sinky S. cerevisiae v posledních letech značně měnil.
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2. Transkripce u S. cerevisiae

Transkripce je proces, během kterého dochází k přepisu určité části nukleotidové sek-

vence DNA do sekvence RNA. Dává vzniknout transkriptu, který je komplementární

k jednomu z řetězců DNA a který se označuje jako pre-mRNA. Transkripce se skládá ze tří na

sebe navazujících fází, jsou to iniciace, elongace a terminace. Tento proces je katalyzován

třemi strukturně příbuznými DNA-dependentními RNA polymerázami: RNA polymeráza I

(RNAP I), RNA polymeráza II (RNAP II) a RNA polymeráza III (RNAP III). Každá

z  polymeráz  působí  na  různé  skupiny  genů.  RNAP  I  slouží  k  syntéze  ribozomální  RNA

(rRNA), RNAP III syntetizuje transferovou RNA (tRNA), 5S rRNA a jiné malé nekódující

RNA.  RNAP  II je zodpovědná za transkripci všech genů kódujících proteiny (mRNA), ale

i některých nekódujících RNA (ncRNA).

2.1 RNA polymeráza II

2.1.1 CTD

Nejvíce studovanou polymerázou je RNAP II. Jedná se o multi-podjednotkový enzym,

který v kvasince zahrnuje 12 polypeptidů (Rpb1-Rpb12). Největší z nich, Rpb1, nese enzyma-

tickou katalytickou aktivitu. Součástí Rpb1 je C-terminální doména (CTD), kterou tvoří tan-

demově se opakující heptapeptidové sekvence – YSPTSPS. Množství repetic domén CTD se

liší mezi jednotlivými druhy eukaryot. Kvasinka S. cerevisiae obsahuje 26 těchto repetic

(Allison et al., 1985), zatímco u savců jich nalezneme 52 (Corden, 1990). CTD slouží jako

„vazebná plošina“ pro řadu proteinových faktorů, čímž usnadňuje jejich kotranskripční vazbu

a působení na pre-mRNA (Kornblihtt et al., 2004). Specifita a časování vazby je zajištěno

„CTD kódem“, který představují posttranslační modifikace jednotlivých aminokyselin hepta-

peptidové sekvence (Buratowski, 2003; Corden, 2007).

Nejčastější modifikací CTD je fosforylace. Může k ní docházet na pěti aminokyseli-

nách heptapeptidu, Tyr1, Ser2, Thr4, Ser5 a Ser7, přičemž nejvýznamnější je fosforylace na

Ser2 a Ser5. V jednotlivých fázích transkripce se stav fosforylace CTD mění (shrnuto

v Buratowski, 2009). Na promotor se obvykle váže polymeráza v hypofosforylovaném stavu.

Po iniciaci transkripce dochází k fosforylaci Ser5 (pSer5), což  umožňuje  uvolnění  RNAP  II

z promotoru a počátek elongace (Schroeder et al., 2000). Fosforylace Ser5 je nezbytná pro

vazbu enzymů, které se podílejí na tvorbě 7-methylguanosinové (m7G) čepičky na 5´-konci



4

primárního transkriptu (Cho et al., 1997). Během elongace postupně ubývá fosforylace na

Ser5 a naopak dochází ke zvýšené fosforylaci Ser2 (pSer2; Komarnitsky et al., 2000), což

umožňuje navázání faktorů pro maturaci 3´-konce transkriptu (Obr. 1; Licatalosi et al., 2002).

Po úpravách 3´-konce primárního transkriptu se defosforyluje i pSer2. Během transkripce do-

chází také k fosforylaci Ser7 (pSer7), přičemž dynamika fosforylace je podobná modifikaci na

Ser5. U savců je pSer7 nezbytný pro efektivní transkripci malých jaderných RNA (snRNA)

a jejich následné úpravy. Nicméně funkce pSer7 u S. cerevisiae ještě nebyla odhalena (Kim et

al., 2009).

Obr. 1: Stav CTD v jednotlivých fázích transkripce. Dynamika fosforylace serinu 2, 5 a 7 je ne-

zbytná pro následnou vazbu faktorů, které se podílejí na maturaci pre-mRNA. Obrázek znázorňuje

vazbu faktorů nutných pro syntézu  m7G čepičky, vazbu sestřihových faktorů a faktorů pro matura-

ci 3´konce primárního transkriptu (převzato z Alexander and Beggs, 2010).

V roce 2010 skupina Jean Beggsové studovala dynamiku fosforylace serinů CTD

u konkrétního genu S. cerevisiae – APE2 a umělého konstruktu Ribo1. Detekovali určité od-

chylky od obecného schématu. Zásadním rozdílem bylo zjištění, že Ser5 je fosforylován na

promotoru a v okolí 3´ sestřihového místa (3´SS), nicméně mezi těmito oblastmi se pSer5 ne-

vyskytoval. Skupina Jean Beggsové se tudíž domnívala, že musí být Ser5 znovu fosforylován

ve chvíli, kdy polymeráza transkribuje oblast 3´SS. Fosforylovaný Ser2 se poprvé objevuje

také na 3´SS a jeho množství postupně roste směrem k 3´-konci genu. Na rozdíl od promotoru
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jsou  tedy  seriny  CTD  ve  chvíli,  kdy  se  RNAP  II  vyskytuje  v  oblasti  3´SS

v hyperfosforylovaném stavu. Autoři předpokládají, že 3´SS slouží jako jakýsi transkripční

kontrolní bod pro RNAP II a ovlivňuje její chování. Dále došli k závěru, že fosforylace Ser5

souvisí s iniciací transkripce, podílí se na zpomalení RNAP II v blízkosti promotoru a v okolí

3´SS. Na druhé straně pSer2 ovlivňuje elongaci a pravděpodobně uvolnění z kontrolního bodu

(Alexander et al., 2010; Buratowski, 2009). S. cerevisiae však obsahuje většinu genů bez in-

tronů, kde průběh fosforylace CTD odpovídá obecnému schématu popsanému v předchozím

odstavci.

2.1.2 Elongační rychlost	

Rychlost elongace se pohybuje v rozmezí 1 až 4,5 kb/min a částečně se liší mezi jed-

notlivými geny a druhy organismů (Zenklusen et al., 2008). V minulosti se předpokládalo, že

elongace probíhá určitou téměř stálou rychlostí a že pohyb RNAP II může být během elonga-

ce přerušen pouze náhodnými pauzami. Dnes je však jasné, že rychlost elongace není uni-

formní, a proto uvádění průměrné rychlosti může být matoucí a zavádějící. RNAP II během

transkripce zpomaluje nebo se zastavuje („pauzuje“) na konkrétních oblastech genu. Tyto

pauzy pak vytvářejí dostatek času pro kotranskripční úpravy pre-mRNA. RNAP II kvasinky

S. cerevisiae zpomaluje před terminací transkripce v oblasti exonu 2, přibližně 200 nt

„downstream“ od 3´SS a 250 nt „upstream“ od 3´konce transkriptu (Oesterreich et al., 2010).

Další pauza byla detekována v oblasti 3´SS (Obr. 2). Zde dochází k přechodné akumulaci

RNAP II, která je zde fosforylována na Ser2 a  Ser5 domény CTD (Alexander et al., 2010).

Výše popsané pauzy se však vyskytují u S. cerevisie pouze při transkripci genů, které obsahují

intron.
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Obr. 2: Tři pauzy RNAP II během transkripce. (a) Náhodné pauzy u genů bez intronu. (b)

Pauza během transkripce terminálního exonu. (c) Pauza v oblasti 3´SS. (d) U vyšších eukaryot do-

chází k akumulaci RNAP II v oblasti vnitřního exonu (převzato a upraveno dle  Oesterreich et al.,

2011).

U vyšších eukaryot existuje několik možných vysvětlení, jak dochází k zpomalení

RNAP II. Jedna z hypotéz říká, že kinetika elongace může být ovlivněna pozicí nukleozómů,

které s největší pravděpodobností fungují jako bariéra průběhu transkripce (Hodges et al.,

2009). Jejich přítomnost vede k zpomalení RNAP II nebo k jejímu sklouznutí v opačném

směru transkripce („backtracking“) a uvolnění 3´-konce primárního transkriptu z aktivního

místa (Churchman and Weissman, 2011; Kireeva et al., 2005). Transkripce se dočasně zastaví

a RNAP II se následně buď může vrátit zpět do výchozí pozice, nebo dochází k předčasnému

uvolnění transkriptu (Shaevitz et al., 2003). Hustota nukleozómů se mezi introny a exony liší,

nejvíce se jich nachází v oblasti exonů, a to může způsobovat zpomalení RNAP II v této ob-

lasti (Schwartz et al., 2009). Elongační rychlost je s největší pravděpodobností ovlivněna také

histonovými modifikacemi. Acetylace histonů vede k rozvolnění chromatinu a snížení zpoma-

lovací schopnosti nukleosomů, čímž je zajištěna vyšší rychlost elongace. Naproti tomu

metylace histonů umožňuje kondenzaci chromatinu a způsobuje zpomalení RNAP II (Obr. 3;

shrnuto v Oesterreich et al., 2011).
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Dosud nebylo prokázáno, že histonové modifikace pauzu RNAP II opravdu způsobují. Je

však obecně přijímáno, že ovlivňují alternativní sestřih u vyšších eukaryot, jejichž geny obsa-

hují více intronů. Alternativní sestřih pre-mRNA je proces, během kterého vzniká velké

množství různých primárních transkriptů z omezeného množství genů, čímž se jednak výraz-

ně zvyšuje kódující potenciál genomu, jednak mohou určité sestřihové varianty vznikat

v určitých typech buněk a tkání, čímž mohou být podkladem či materiálem pro buněčnou,

tkáňovou a orgánovou diferenciaci. Různé primární transkripty mohou vznikat v důsledku

vystřižení některého z exonů nebo v důsledku ponechání sekvence intronu ve finální mRNA,

mimoto se může uplatnit výběr alternativního 5´ a 3´ sestřihového místa (shrnuto v Chen and

Manley, 2009). Na základě řady studií autoři předpokládají, že k regulaci alternativního

sestřihu dochází také prostřednictvím změny elongační rychlosti RNAP II během transkripce

v konkrétních oblastech genu (shrnuto v Oesterreich et al., 2011). Jednotlivá sestřihová místa

jsou totiž rozeznávána komponentami spliceosomu s různou afinitou bezprostředně po tran-

skripci (Roberts et al., 1998). Autoři popisují model alternativního sestřihu u vyšších eukary-

ot, ve kterém zpomalení RNAP II může poskytnout slabému 3´SS dostatek času pro jeho ro-

zeznání komponentami spliceosomu ještě před tím než se v sekvenci nascentního transkriptu

objeví konkurenční silné 3´SS. Pokud by nedošlo ke zpomalení, vzniklo by a bylo rozpoznáno

konkurenční silné 3´SS místo slabého, a tím by byl mezilehlý exon vystřižen spolu

s přilehlými introny a ve finální mRNA by tak chyběl (Obr. 3; Kornblihtt, 2006; de la Mata et

al., 2003). Podobný model byl pozorován také u kvasinky S. cerevisiae při testování genu

DYN2 (Howe et al, 2003). Vzhledem k tomu, že u S. cerevisiae nalezneme pouze několik ge-

nů, které obsahují více než jeden intron (Blandin et al., 2000; Davis et al., 2000), dlouhou

dobu byli vědci přesvědčeni, že S. cerevisiae alternativní sestřih téměř nevyužívá. Nicméně

v posledních několika letech se ukazuje, že i tento organismus dokáže měnit genovou expresi

na úrovni sestřihu v závislosti na vnějších podmínkách (Pleiss et al., 2007).
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Obr. 3: Histonové modifikace ovlivňují transkripci a sestřih u vyšších eukaryot. (a) Zvýšení

elongační rychlosti RNAP II v důsledku acetylace histonů a nízké hustoty nukleosomů v oblasti al-

ternativního exonu snižuje množství času pro rozeznání sestřihového místa daného exonu kompo-

nentami spliceosomu, což vede k jeho vystřižení z mRNA. (b) Zpomalení elongační rychlosti

RNAP II vlivem metylace histonů a vysoké hustoty nukleosomů v oblasti alternativního exonu po-

skytuje komponentám spliceosomu více času pro rozeznání sestřihových míst alternativního exonu

a jeho začlenění do mRNA (převzato z Oesterreich et al., 2011).

Zajímavé závěry přinesla studie vzniklá pod vedením Christin Guthrie. Ta dokládá, že

i když změna elongační rychlosti RNAP II nemá velký vliv na alternativní sestřih

u S. cerevisiae, pravděpodobně významně ovlivňuje efektivitu sestřihu. Podle autorů elongač-

ní rychlost RNAP II ovlivňuje účinnost sestřihu mnoha pre-mRNA S. cerevisiae. Pokud se

sníží elongační rychlost RNAP II, zvýší se efektivita sestřihu a obráceně (Obr. 4). Autoři po-

mocí techniky chromatinové imunoprecipitace (ChIP) zjistili, že rychlost elongace může

ovlivňovat mimo jiné i vazbu sestřihových faktorů na pre-mRNA. Zrychlení RNAP II způso-

buje přítomnost nižšího množství sestřihových faktorů na pre-mRNA, naopak zpomalení

RNAP II umožňuje vazbu většího množství sestřihových faktorů (Obr. 4; Moehle et al.,

2014).
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Obr. 4: Hypotetický model, který znázorňuje, jak elongační rychlost RNAP II ovlivňuje u

většiny pre-mRNA S. cerevisiae efektivitu sestřihu a vazbu sestřihových faktorů. Snížení elon-

gační rychlosti RNAP II zvyšuje efektivitu sestřihu a přítomnost sestřihových faktorů na

pre-mRNA. Naopak zvýšení elongační rychlosti RNAP II efektivitu sestřihu snižuje, stejně tak je

snížena i hustota sestřihových faktorů na pre-mRNA (převzato z Moehle et al., 2014).

3. Úpravy pre-mRNA

Pre-mRNA je postupně modifikována za vzniku mRNA, která je následně exportová-

na z jádra. Kromě sestřihu patří mezi úpravy primárního transkriptu syntéza m7G čepičky na

5´-konci. Další významnou modifikací je štěpení a polyadenylace, na 3´-konci pre-mRNA.

Transkripce a modifikace pre-mRNA byly tradičně studovány odděleně. Předpokládalo se, že

probíhají postupně a téměř nezávisle. Nicméně ve většině případů dochází k jejich funkční

interakci. Jedná se tudíž o procesy, které mohou probíhat současně a mohou se vzájemně

ovlivňovat (Bentley, 2002). Takové modifikace se potom označují jako kotranskripční,

tj. modifikace probíhající ještě před dokončením transkripce (Obr. 5).

RNA-polymeráza II váže v průběhu transkripce na svou C-terminální doménu faktory,

které jsou nezbytné pro úpravy pre-mRNA. Tyto faktory představují jedno z hlavních propo-

jení mezi transkripcí a modifikacemi pre-mRNA. Jakmile primární transkript dosáhne veli-

kosti 20-30 nukleotidů, spustí se syntéza čepičky na jeho 5´-konci (Rasmussen and Lis, 1993).

K syntéze tedy dochází krátce po iniciaci/zahájení transkripce, kotranskripčně. Sestřih

pre-mRNA může probíhat buď během transkripce, kotranskripčně, nebo po jejím skončení,

posttranskripčně. V okamžiku, kdy se RNAP II nachází na 3´-konci transkribovaného genu,
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syntetizuje specifické sekvence, které spouští štěpení a polyadenylaci v této oblasti, k této

modifikaci pre-mRNA dochází posttranskripčně (Neugebauer, 2002).

Obr. 5: Kotraskripční modifikace primárního transkriptu (převzato z Neugebauer, 2002).

3.1 Sestřih pre-mRNA u S. cerevisiae

Většina genů eukaryotických organismů se skládá z úseků kódujících proteiny –

exonů, které jsou odděleny protein nekódujícími oblastmi – introny. Množství a charakter

intronů se významně liší mezi jednotlivými organismy. U vyšších eukaryot obsahuje většina

genů zpravidla větší počet intronů. Genom kvasinky S. cerevisiae se skládá z 5850 funkčních

genů, z nichž přibližně 270 obsahuje intron, tj. méně než 5 %. Kromě toho, více než jeden

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

Na pre-mRNA se v jádře dynamicky sestavuje ribonukleoproteinový komplex,

tzv. spliceosom, který katalyzuje dvě transesterifikační reakce, jimiž je intron z pre-mRNA

vystřižen. Hlavními komponentami spliceosomu jsou malé, jaderné RNA, bohaté na uracil,

které se označují jako U1, U2, U4, U5 a U6 snRNA. Každá snRNA je asociována s několika

specifickými proteiny, a vytváří tak ribonukleoproteionové partikule (snRNP). Vedle snRNP

jsou součástí spliceosomu také desítky „non-snRNP“ proteinů (Lamm and Lamond, 1993).

Spliceosom rozeznává intronové oblasti na pre-mRNA pomocí tří esenciálních sekvencí: hra-

nic intronu, tzv. 5´ a 3´sestřihová místa (5´SS, 3´SS), a oblasti větvení (BS), která se nachází

uvnitř intronu. Tyto sekvence jsou u S. cerevisiae velmi dobře konzervovány: 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 počátku transesterifikace 2´hydroxylová skupina adenosinu z oblasti BS nukleofil-

ně napadá fosfodiesterovou vazbu v 5´SS. Dochází k tvorbě volného exonu 1 a lasovité struk-

tury, která se skládá z intronu a exonu 2.  Ve druhém kroku sestřihu pak 3´hydroxylová sku-

pina na konci exonu 1 narušuje fosfodiesterovou vazbu v 3´SS, a tím dochází ke spojení

exonů a uvolnění intronu (Obr. 6).

Obr. 6: Schéma sestřihu pre-mRNA Sestřih pre-mRNA probíhá ve dvou krocích, transesterifi-

kačních reakcích. Tyto kroky jsou katalyzovány spliceosomem a dávají vzniknout mRNA a intronu

ve formě lariátu (převzato dle Will and Lührmann, 2011).

Formování spliceosomu začíná interakcí U1 snRNP s 5´sestřihovým místem a vazbou

heterodimeru Msl5•Mud2 do oblasti větvení (Abovich and Rosbash, 1997). Tyto komponenty

společně tvoří komplex E, podílí se na stabilizaci a umožňují pozdější vznik interakce mezi

U2 snRNP a BS (Chang et al., 2012; Rutz and Séraphin, 1999). Vazba U2 snRNP vytěsňuje

proteiny Msl5 (BBP) a Mud2 a dává vzniknout komplexu A (pre-spliceosomu). Mimoto ob-

last BS interakcí s U2 snRNP vytváří helix, z jehož střední části vyčnívá nepárující adenosin,

který se později podílí na prvním kroku sestřihové reakce (Query et al., 1994). Dále dochází

k připojení U4/U6•U5 tri-snRNP, tím vzniká komplex B. Následují rozsáhlé konformační

změny: uvolnění U1 snRNP, rozvolnění interakce mezi U4 a U6 snRNP a disociace U4

snRNP. Spliceosom tak přechází do aktivního stavu a je zahájen první krok sestřihu. Následu-

je spárování U2 a U6 snRNP, což má za následek přiblížení 5´SS a BP, a průběh první tran-

sesterifikační reakce a vznik komplexu C. U6 snRNP vytváří během reakce smyčku, která se

podílí na uvolnění U1 snRNP a pravděpodobně na katalýze sestřihu (McManus et al., 2007;

shrnuto v Will and Lührmann, 2011). Vše je zakončeno druhou transesterifikační reakcí,

tj. spojením obou exonů za vzniku mRNA, a rozpadem spliceosomu (Obr. 7).
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Obr. 7: Schématické znázornění cyklu výstavby a rozpadu spliceosomu a sestřihu

pre-mRNA. Znázorněna vazba a recyklace jednotlivých U snRNP a některých sestřihových fakto-

rů během sestřihu (převzato dle Will and Lührmann, 2011).

3.2 Kotranskripční sestřih

Jeden z prvních experimentů, který přinesl důkaz, že sestřih probíhá současně

s transkripcí, byl proveden na chorionových genech Drosophily melanogaster. Bylo zjištěno,

že dochází ke zkrácení transkriptu, zatímco ten je stále spojen s RNAP II. Autoři předpoklá-

dali, že sestřih probíhá alespoň z části kotranskripčně (Osheim et al., 1985). Další práce při-

nesla myšlenku, že komplex A (prespliceosom) je sestavován kotranskripčně, zatímco samot-

ný sestřih už tak často kotranskripčně neprobíhá (Beyer and Osheim, 1988). Dnes víme, že

sestřih pre-mRNA může probíhat kotranskripčně, ale i posttraskripčně. Zůstává otázkou, který

z těchto mechanismů převažuje u jednotlivých organismů.
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4. Vývoj názoru na problematiku kotranskripčního sestřihu u S. cerevisiae

 4.1 První zmínka o kotranskripčním sestřihu u S. cerevisiae

Jedna z prvních studií týkající se kotranskripčního sestřihu u S. cerevisiae dokládá

existenci dvou populací pre-mRNA testovaného genu RP51A, které mají rozdílnou kinetiku

sestřihu. Autoři se domnívali, že většina primárních transkriptů je sestřižena velice rychle –

dosahuje průměrné délky života ~ 2 s. Na základě odvozené elongační rychlosti předpokláda-

li, že sestřih probíhá bezprostředně po syntéze 3´SS, tedy kotranskripčně. U druhé populace

pre-mRNA buď nedochází k jejímu sestřihu, a je tedy následně degradována, nebo je sestřiže-

na velice pomalu (Elliott and Rosbash, 1996).

V roce 2000 se Lopez a Séraphin zabývali problematikou koordinace mezi sestřihem

a transkripcí. Autoři chtěli ověřit hypotézu, že rozeznání intronové sekvence a sestavení

spliceosomu nemusí být u S. cerevisiae úzce propojeno s transkripcí. Pro zkoumání vztahu

mezi transkripcí a sestřihem vytvořili řadu genových konstruktů s vloženým syntetickým in-

tronem do oblasti 5´SS. Vložený intron rozdělil sekvenci 5´SS původního intronu, a pro roze-

znání původního 5´SS komponentami spliceosomu bylo tudíž nezbytné, aby byl nejprve tento

uměle vložený intron odstraněn. Autoři očekávali, že pokud by opravdu bylo rozeznání intro-

nu zcela závislé na transkripci, došlo by během transkripce pouze k vystřižení uměle vložené-

ho intronu a původní by zůstal součástí transkriptu. Nicméně oba introny, jak původní, tak

uměle vložený, byly efektivně odstraněny z pre-mRNA. Tato skutečnost jednoznačně potvrdi-

la jejich hypotézu, že sekvence intronu může být efektivně rozeznána zcela nezávisle na tran-

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

4.2 Kotranskripční vyvazování U1 snRNP

Vědecká skupina pod vedením Karly Neugebauer se zabývala zejména kotranskripč-

ním vyvazováním U1 snRNP k primárnímu transkriptu (Kotovic et al., 2003). Partikule U1

snRNP rozeznává sekvenci 5´SS a je součástí komplexu A. Tato studie naznačuje, že se váže

na pre-mRNA během transkripce a místo její vazby koreluje s pozicí intronu. Přítomnost in-

tronu je tedy nezbytná pro kotranskripční vazbu U1 snRNP a určuje i samotnou vazebnou

oblast. Dále byl testován gen ADH1, který intron neobsahuje. U tohoto genu byla v celé jeho

délce detekována rovnoměrná asociace s U1 snRNP. Autoři proto nevylučovali možnost, že

se U1 snRNP nespecificky váže na některé vysoce transkribované geny, které neobsahují in-
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tron (Kotovic et al., 2003). V roce 2010 bylo na základě studie u vyšších eukaryot zjištěno, že

U1 snRNP kromě funkce při sestavování spliceosomu, s největší pravděpodobností také chrá-

ní primární transkript před předčasnou terminací transkripce. Tato její funkce vysvětluje nad-

bytek U1 snRNP oproti ostatním snRNP v lidských buňkách (Kaida et al., 2010). Mimoto

další studie ukázala, že U1 snRNP je jediná snRNP partikule, která interaguje i s transkripty,

v nichž se intron nenachází (Brody et al., 2011).

4.3 Důkazy kotranskripčního sestavování spliceosomu a sestřihu u vybraných genů

Řada autorů se zaměřila na mechanismus kotranskripčního sestavování spliceosomu

a na souslednost vyvazování snRNP. Jeden z možných mechanismů byl založen na hypotéze,

že snRNP nejprve vytvoří komplex penta-snRNP a poté se společně navážou na pre-mRNA

(Stevens et al., 2002).  Nicméně ve dvou zásadních studiích z roku 2005 od Karly

Neugebauer a Michaela Rosbasha byla tato hypotéza na základě dále popsaných výsledků

vyvrácena. Obě skupiny předpokládali, že u většiny genů S. cerevisiae probíhá vyvazování

jednotlivých snRNP postupně a kotranskripčně (Görnemann et al., 2005; Lacadie and

Rosbash, 2005). Sledovali sestavování spliceosomu u vybraných genů technikou ChIP. Spo-

lečným znakem testovaných genů byl poměrně dlouhý terminální exon, nicméně u obou auto-

rů se částečně lišily oblasti genů, při jejichž syntéze docházelo k akumulaci jednotlivých

komponent spliceosomu.

Výsledky získané v laboratoři Karly Neugebauer dokládají, že partikule U1 snRNP se

váže do oblasti 5´SS vznikajícího transkriptu po syntéze přibližně poloviny intronové sekven-

ce genu DBP2-GFP. Dále autoři detekovali maximum akumulace U2 snRNP po syntéze při-

bližně 200  bp  distálně od  3´SS.  U5  snRNP  se  stává  součástí  spliceosomu  ve  chvíli,  kdy  se

RNAP II nachází v exonu 2 přibližně 500 bp za 3´SS. Mezi detekcí maxima akumulace U1

a U5 snRNP tak RNAP II ve většině případů dokáže nasyntetizovat nejméně 1 kb transkriptu.

Vyvazování jednotlivých snRNP je tedy časově a pozičně oddělené (Obr. 8; Görnemann et

al., 2005).

V roce 2005 se také Michael Rosbash a jeho spolupracovníci zabývali sestavováním

spliceosomu na pre-RNA genu ACT1 rovněž  za  použití  techniky  ChIP.  Autoři  došli

k závěrům, že se U1 snRNP akumuluje bezprostředně po syntéze celého intronu, dále pak že

se vyvazování U2 a U5 snRNP vzájemně prolíná a jeho maximum je detekovatelné

v okamžiku, kdy se RNAP II vyskytuje přibližně 500 bp distálně od 3´SS. Autoři diskutují
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možnost, že vybrané geny v této studii nejsou pro testování zcela optimální, protože se čás-

tečně liší oblasti akumulace U1, U2 a U5 snRNP v porovnání s výsledky, které byly získány

v laboratoři Karly M. Neugebauer, jež se zabývala stejnou problematikou u jiných genů ve

stejném roce (Lacadie and Rosbash, 2005). Tyto rozdíly ve vazbě jednotlivých komponent

spliceosomu na pre-mRNA jsou zřetelné na obrázku 8.

Oba tyto články nicméně dokazují, že ve většině případů jsou jednotlivé komponenty

spliceosomu vyvazovány postupně a v průběhu transkripce. Jak již bylo poznamenáno, autoři

těchto dvou zásadních studií testovali geny, jejichž primární transkript obsahuje relativně

dlouhý terminální exon (˃1 kb; Görnemann et al., 2005; Lacadie and Rosbash, 2005). Tato

skutečnost se později ukázala jako poněkud problematická, protože nativní geny S. cerevisiae

obsahují nejčastěji exon 2 dlouhý 300 – 400 bp. O rok později skupina pod vedením Michaela

Rosbasha formulovala hypotézu, že takto krátký exon 2 poskytuje spliceosomu málo času na

kotranskripční sestavení a katalýzu sestřihu (Tardiff et al., 2006).

Obr. 8: Detekce postupné vazby jednotlivých komponent spliceosomu technikou ChIP. Srov-

nání dat, která byla získána ve dvou výše zmíněných studiích. (A) Gen DBP2-GFP; Z grafu ze stu-

die Karly M. Neugebauer je patrné, že vyvazování jednotlivých snRNP je časově a pozičně odděle-

né. (B) Gen ACT1; Na grafu, který byl publikován ve studii od Michaela Rosbasha, je znázorněno

oddělené vyvazování U1 a U2/U5 snRNP. Nicméně akumulace U2 a U5 snRNP se vzájemně

prolíná ve stejné oblasti transkripce (převzato a upraveno dle Görnemann et al., 2005; Lacadie and

Rosbash, 2005).
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Komplex NTC (komplex asociovaný s Prp19) je nezbytný pro sestavení a aktivaci

spliceosomu a stabilizuje vazbu U5 a U6 snRNP po uvolnění U4 snRNP (Chan et al., 2003).

Skupina pod vedením Karly Neugebauer detekovala mimo jiné akumulaci NTC ve chvíli, kdy

se polymeráza nacházela v exonu 2 přibližně 500 bp za 3´SS, což naznačuje, že katalýza

sestřihu by mohla také probíhat kotranskripčně. Autoři dále zjistili, že pro kotranskripční se-

stavení spliceosomu je nezbytný komplex vázající čepičku (CBC). Tento komplex váže m7G

čepičku na 5´-konec pre-mRNA krátce po iniciaci transkripce. Ukázalo se, že v některých

případech hraje roli při vazbě komponent spliceosomu na primární transkript. U většiny genů

se však tento komplex podílí na disociaci U1 snRNP z 5´SS, je tedy pravděpodobně nutný pro

funkční propojení sestřihu a transkripce (Görnemann et al., 2005).

O rok později detekovali v laboratoři Sebastiana Kadenera metodou ChIP frakci

sestřižené mRNA ve chvíli, kdy se RNAP II vyskytovala přibližně 1 kb distálně od 3´SS genu

HZ18. Navrhli tedy, že s největší pravděpodobností probíhá sestřih pre-mRNA u S. cerevisiae

kotranskripčně. Pro potvrzení tohoto závěru vložili do oblasti intronu genu HZ18 sekvenci

„hammerhead ribozyme“ (RZ sekvenci), která může katalyzovat štěpení primárního transkrip-

tu. Autoři dokázali, že kotranskripční sestavení spliceosomu, a to zejména vazba heterodime-

ru Msl5•Mud2 do oblasti větvení, efektivně inhibuje aktivitu ribozymu. Zjistili vznik funkční

nerozštěpené mRNA, což indikuje, že sekvence ribozymu byla společně s celým intronem

kotranskripčně odstraněna. Na základě této skutečnosti argumentují, že sestřih většiny

pre-mRNA S. cerevisiae probíhá již během transkripce (Lacadie et al., 2006).

4.4 Sestavování spliceosomu a sestřih probíhají převážně posttranskripčně

V roce 2006 byly publikovány experimenty, které přinesly překvapivé výsledky, které

ukázaly, že vazba U2 a U5 snRNP, stejně jako kotranskripční dokončení sestřihu, závisí na

délce exonu 2. Naopak vyvazování U1 snRNP je na délce terminálního exonu nezávislé

a pravděpodobně pouze optimalizuje efektivitu sestřihu (Tardiff et al., 2006).  Kvasinka

S. cerevisiae obsahuje geny s odlišnou délkou terminálního exonu, přičemž nejvíce genů

má exon 2 dlouhý 300 - 400 bp. Průměrná délka exonu 2 pak činí 434 bp. Většina genů tedy

nese mnohem kratší terminální exon oproti těm, které byly testovány v předchozích studiích.

Na základě této skutečnosti autoři tvrdí, že pouze pro malou část genů S. cerevisiae platí me-

chanismus sestavování spliceosomu popsaný v pracích Karly Neugebauer a Michaela

Rosbasha z roku 2005. Ke kompletnímu sestavení spliceosomu a sestřihu jednointronových
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pre-mRNA, totiž dochází až po transkripci celého intronu, což poskytuje pouze omezené

množství času (Tardiff et al., 2006). Sestřih začíná 600 bp po syntéze 3´SS a maxima dosahu-

je přibližně 1000 bp po syntéze 3´SS (Lacadie et al., 2006). Autoři tedy předpokládali, že ke

kotranskripčnímu sestavení spliceosomu a sestřihu dochází pouze u genů, jejichž exon 2 je

dlouhý alespoň 600 bp, neboť pouze u těchto genů poskytuje dlouhý terminální exon dostatek

času pro kotranskripční průběh. Na závěr autoři dodávají, že na základě jejich výsledků je

pravděpodobné, že u více než 90 % genů S. cerevisiae probíhá sestavení spliceosomu a sestřih

posttranskripčně (Tardiff et al., 2006).

4.5 Sestřih je kotranskripční v důsledku zpomalení RNAP II v oblasti exonu 2

Karla Neugebauer se spolupracovníky v práci z roku 2010 zpochybňuje předchozí vý-

sledky, když tvrdí, že kotranskripční sestřih je u genů S. cerevisiae normou (Oesterreich et al.,

2010). Tento závěr je v souladu s výsledky skupiny pod vedením Jean Beggsové (Alexander

et al., 2010). Obě skupiny prokazují, že sestřih probíhá kotranskripčně, a to v důsledku zpo-

malení RNAP II v oblasti terminálního exonu  (Obr. 9; Alexander et al., 2010; Oesterreich et

al., 2010).

První z výše zmíněných skupin testovala technikou „high-density tilling arrays“ 122

genů S. cerevisiae, z nichž každý obsahoval jeden intron. Podle získaných výsledků je intron

přibližně u 74 % testovaných genů odstraněn kontraskripčně (Oesterreich et al., 2010). Tato

hodnota byla překvapivě vysoká vzhledem k závěrům studie pod vedením Michaela Rosbasha

z roku 2006, a to i přes velký podíl testovaných genů s krátkým exonem 2. Autoři na základě

vlastních výsledků argumentují, že sestřiženou mRNA lze detekovat již ve chvíli, kdy se

RNAP II vyskytuje přibližně 250 bp „upstream“ od 3´-konce genu. V tomto okamžiku také

zjistili zvýšení hustoty RNAP II, což se dá nejlépe vysvětlit jejím zpomalením/pauzou

v tomto místě. Vyloučili tak obecnou představu, že transkripce exonu 2 probíhá stálou rych-

lostí (Oesterreich et al., 2010).  Mimoto  je  obecně přijímáno,  že  ke  zpomalení  RNAP II  do-

chází také při maturaci 3´-konce transkriptu (shrnuto v Venters and Pugh, 2009). Nicméně

podle autorů jsou výše popsané pauzy kvalitativně odlišné a pauza, ke které dochází přibližně

250 bp „upstream“ od 3´-konce genu, není ovlivněna akumulací RNAP II v oblasti 3´-konce

transkriptu (Oesterreich et al., 2010).
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Výzkumný tým pod vedením Jean Beggsové popisuje přechodné zpomalení RNAP II v úseku

přibližně 180 bp kolem 3´SS. V tomto úseku dochází k fosforylaci C-terminální domény na

Ser2 a Ser5 a k vazbě sestřihových faktorů. Stejně jak je popsáno v předchozím odstavci, auto-

ři detekovali sestřiženou mRNA ve chvíli, kdy se polymeráza dostane do této oblasti. Navrhu-

jí model regulace pohybu RNAP II, ve kterém je oblast kolem 3´SS jakýmsi transkripčním

kontrolním bodem. Model předpokládá, že zde dochází k akumulaci RNAP II díky její fosfo-

rylaci na Ser5; naopak fosforylace na Ser2 ve stejné oblasti genu je nejspíš spojená

s uvolněním z tohoto kontrolního bodu. Zpomalení RNAP II je závislé na přítomnosti intronu

a na produktivním sestřihu (Alexander et al., 2010). Snížením elongační rychlosti si

S. cerevisiae vytváří dostatek času pro katalýzu sestřihu před ukončením transkripce, a to

i tehdy, kdy je terminální exon krátký (Obr. 9). Specifické elementy nebo chromatinové modi-

fikace, které by se vyskytovaly pouze u genů s krátkým exonem, a vysvětlovaly tak pauzu

RNAP II, nebyly zatím identifikovány. V rámci těchto dvou studií pod vedením Karly M.

Neugebauer a Jean Beggsové byly testovány vysoce transkribované geny. Je tedy možné, že

pauza v oblasti exonu 2 je specifická pro geny, které jsou vysoce přepisovány (Alexander et

al., 2010; Oesterreich et al., 2010).

Obr. 9: Schematické znázornění oblasti zpomalení RNA polymerázy II a zpracování

pre-mRNA. K první pauze dochází v blízkosti promotoru, k poslední na 3´-konci transkriptu.  Tyto

pauzy jsou nezbytné pro maturaci konců pre-mRNA, vazbu m7G čepičky a polyA sekvence. U vět-

šiny genů S. cerevisiae dochází také k pauze v oblasti terminálního exonu, což poskytuje dostatek

času pro kotranskripční průběh sestřihu. Během transkripce dochází k vazbě řady faktorů na

C-terminální doménu RNAP II. Ty se podílejí na maturaci pre-mRNA a exportu mRNA ven z jádra

(převzato z Andersen and Jensen, 2010).
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4.6 Globální pohled na kinetiku sestřihu umělého konstruktu Ribo1 u S. cerevisiae

V roce 2011 navrhli Jean Beggsová a její spolupracovníci model pro S. cerevisiae, kte-

rý říká, že pokud pre-mRNA podstoupí první sestřihový krok během transkripce, je již zcela

sestřižena kotranskripčně (Obr. 10; Aitken et al., 2011). Tato představa sestřihu se liší od sav-

čího modelu, kde se předpokládá, že v takovém případě může být sestřih dokončen i po matu-

raci 3´-konce transkriptu (Rigo and Martinson, 2009). Autoři dále popírají obecnou představu,

že elongační fáze transkripce umělého konstruktu Ribo1 je jednoduchou, jednokrokovou re-

akcí. Jejich model sestřihu v kontextu transkripce je definován jako reakce, která zahrnuje 40

elongačních kroků, dva kroky sestřihu a úpravy 3´-konce transkriptu (Obr. 10; Aitken et al.,

2011).

Obr. 10: Schematické znázornění sestřihu v kontextu transkripce. Po iniciaci transkripce umě-

lého konstruktu Ribo1 začíná elongace v sekci e1. Na počátku exonu 2 může být aktivován kotran-

skripční sestřih (fi; tmavě zelená), nebo může pokračovat elongace bez aktivace sestřihu (ei, fialo-

vá). Transkripce je zastavena buď v sekci f40, poté co již proběhl první krok sestřihu (Ks1), nebo je

zakončena v sekci e40 bez aktivace sestřihové reakce. Pokud nedojde k aktivaci sestřihu během

transkripce, následuje štěpení a polyadenylace na 3´-konci pre-mRNA a vše je zakončeno dvěma

transesterifikačníma reakcema posttranskripčního sestřihu (Ps1 a Ps2, tmavě hnědá). V případě ko-

transkripčního sestřihu, v sekci f40, následuje druhá transesterifikační reakce (Ks2), a teprve poté

dochází k maturaci 3´-konce transkriptu (převzato a upraveno dle Aitken et al., 2011).
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Autoři exprimovali pre-mRNA Ribo1 z doxycyklinem ovládaného promotoru. Zavedli

bodovou mutaci do oblasti 3´SS umělého konstruktu Ribo1, čímž byl znemožněn druhý

sestřihový krok. Mutace v 3´SS měla za následek snížení pravděpodobnosti další iniciace

transkripce a pravděpodobnosti že první krok sestřihu proběhne kotranskripčně. Tato skuteč-

nost přináší další důkaz pro funkční propojení kotranskripčního sestřihu a transkripce (Aitken

et al., 2011).

Pokud autoři exprimovali pre-mRNA Ribo1 bez zavedené mutace, byl druhý krok

sestřihu prvních transkriptů dokončen až za 110 s, přičemž syntéza exonu 2 trvala přibližně

11 s; sestřih tedy musel probíhat posttranskripčně. Nicméně zhruba 10 min po indukci tran-

skripce byl čas potřebný pro druhý sestřihový krok redukován na 5,5 s; sestřih byl dokončen

již během transkripce. Autoři tedy předpokládali, že kotranskripční sestřih je „aktivován“ se

zpožděním. Tato skutečnost je s největší pravděpodobností způsobena tzv. „pozitivní zpětnou

vazbou“, která ovlivňuje rychlost druhého kroku sestřihu (Aitken et al., 2011). Podle autorů je

jedno z možných vysvětlení tohoto mechanismu recyklace jednotlivých snRNP, které se po

indukci sestřihu nacházejí v těsné blízkosti aktivního genu, a urychlují tak sestavení

spliceosomu na nově syntetizované pre-mRNA (Rino and Carmo-Fonseca, 2009). Mezi další

možná vysvětlení patří postupná koordinace vyvazování sestřihových faktorů, usnadnění

sestřihu zpomalením RNA polymerázy II (Alexander et al., 2010; Oesterreich et al., 2010)

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

V současnosti je obecně přijímáno, že sestřih většiny genů kvasinky S. cerevisiae pro-

bíhá kotranskripčně. V průběhu transkripce se RNAP II nepohybuje stálou rychlostí, ale do-

chází k jejímu zpomalení v konkrétních oblastech genu. Pro kotranskripční sestřih je význam-

né zejména zpomalení v oblasti terminálního exonu, které poskytuje spliceosomu dostatek

času pro jeho sestavení a pro katalýzu sestřihu před ukončením transkripce a maturací

3´-konce transkriptu  (Alexander et al., 2010; Oesterreich et al., 2010).

Dosud není zcela jasné, na základě jakého mechanismu k tomuto zpomalení RNAP II

dochází. U testovaných genů S. cerevisiae nebyly až dosud identifikovány žádné specifické

elementy nebo chromatinové modifikace, které by zpomalení způsobovaly. Nicméně geny

obsahující intron, tedy přibližně 5 % genů S. cerevisiae, jsou vysoce transkribovány a dávají

vzniknout přibližně 30 % celkové mRNA v buňce (Ares et al., 1999). Je tedy možné, že právě

vysoká transkripční aktivita je jednou ze skutečností, která se zpomalením RNAP II úzce sou-

visí (Andersen and Jensen, 2010).

Otázkou zůstává, v čem je pro S. cerevisiae výhodnější kotranskripční sestřih. Jednou

z výhod kotranskripčního sestřihu je jeho vyšší efektivita oproti posttranskripčnímu průběhu

(Aitken et al., 2011; Yu et al., 2010). Zvýšení efektivity sestřihu je pravděpodobně způsobeno

zpomalením RNAP II v oblasti exonu 2, což dokazuje také studie z letošního roku, která do-

kládá, že efektivita sestřihu roste se snižující se rychlostí elongace (Moehle et al., 2014).

Kromě toho může hrát významnou roli také urychlení exportu mRNA z jádra po kotran-

skripčním sestřihu (Andersen and Jensen, 2010). V průběhu sestřihu s největší pravděpodob-

ností dochází k přípravě pre-mRNA na export z jádra a k navázání exportních faktorů na

mRNA (EF; Luo and Reed, 1999; Reed, 2003).
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