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1. Sesth

Eukaryotni mRNA je syntetizovana v podgtrekurzoru (pre-mRNA), kteryitve nez je
transportovan z jadra podléhackolika posttranskripnim Gpravam: pdani cepicky,
polyadenylaci a sastu.

Sestih pre-mRNA je katalyzovan ve spliceosomu, kteryskda z snRNAs, t¥enych
Ul, U2, U4, U5 a U6 snRNA a k nim vazanych praigia volr¢ asociujicich proteinovych

faktoni. Sestih je vysoce koordinovany proces, jehoZ schéredgiavuje obr. 1.

Obr. 1 Sestihovy cyklus Saccharomyces cerevisiae (Grainger a Beggs, 2005)

Vystavba spliceosomu &ima gipojenim Ul snRNP k 5 sd#tovému mistu (5’ ss)
intronu pre-mRNA. Po odstrani proteinu vaziciho se do mistétweni (BBP) dojde k navazani
U2 snRNP do oblasti mist&tveni (branch point). Tento krok vyZzaduje ATP atpio Prp5. U5
snRNP obsahujici Prp8p stipgwji k U4/U6 di-snRNP a spaiaé¢ vytvori U4/U6U5 tri-snRNP.
Po navazani U4/U65 tri-snRNP k U2 snRNP, dojde pomoci proteinu Brg2 gitomnosti



ATP k destabilizaci vazby Ul snRNP, ktera nastedpousti komplex. Pomoci DExD/H box
proteinu Brr2, ktery fisobi @i kritickém preuspdadani vazeb jednotlivych RNA, dojde k
pieruseni U4/U6 a vytweni U2/U6 di-snRNP (obr. 2). U4 snRNP odstupujesaieceosomu a
spliceosom se stava aktivnim.
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Obr. 2 Preruseni U4/U6 a vytvéeni vazby U2/U6 (Staley a Guthrie, 1998)

Vlastni sesih probiha ve dvou krocich. V prvnim kroku, je pn®®NA S€pena v 5’ ss a
vznikaji exonl a lariat-exon2. Ve druhém kroku diitk Sépeni 3’ ss. Dojde k uvodmi lariatu
a spojeni exonul a exonuZ2i Rchto krocich je pdebatada proteifi. Nagiklad v prvnim
kroku pisobi Prp2p, RNA-z&visla NTPaza a datdnRNA helikaza, kterdipchodr interaguje
se spliceosomem a aktivuje ho (Staley a Guthri®8L9%Ve druhém kroku je to Prpl6p, dalSi
RNA-zavisla NTPaza.

Funkce Prpl6p a Prpl7p vyZadujggmnost ATP, funkce Slu7p sté&jmak jako Prpl8p
je na gitomnosti ATP nezavisla (obr. 3; Jones et al., 1995

PRP16 ESSENTIAL

Obr. 3 Genetické interakce mezi segthovymi faktory 2. kroku. Linie mezi faktory znazoriuje synteticky
letalni interakci, zatimco Sipka znazotiuje skuteénost, Ze mutovand alela genu kémuz snméfuje Sipka mize

byt potla¢ena velmi silnou expresi genu odé&noz vychazi Sipka (Jones et al., 1995).



Protein Slu7 se vaze do spliceosomu jiz obsahajiPiip16p (obr. 4). Nasleduje uvein
Prpl6p ze spliceosomu, zatimco Sluiiptane se spliceosomem spojen. Déle se do spliceosom
piipoji dalSi dva proteiny Prpl8 a Prp22. Prp22pAd P-zavislé reakci uvolni ze spliceosomu
maturovanou mRNA. Dale se uvolni ze #sbsivého komplexu, obsahujiciho lariat-intron,
proteiny Slu7, Prpl8 a Prp22. V tomto stadiu ddjdeavazani Prp43p, RNA-zavislé ATPazy,
do zbyvajiciho komplexu. Prp43p uvolni lariat-imrZhang et al., 1997). Po ukani sesihu

je mRNA transportovana do cytoplasmy.
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Obr. 4 Posloupnost vstupu segthovych faktori do sesfihového komplexu (James et al., 2002): 16- Prp16p,
7- Slu7p, 18- Prp18p, 22- Prp22p a 43- Prp43p



2. Slu7p

Protein Slu7 se vyskytuje u vSech eukaryotnich miggai. Vzdjemnou podobnosteni

rodiny dokumentuje obr. 5. Protein Sli&accharomyces cerevisiae je velmi divergovanym

¢lenem této rodiny protein
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Obr. 5: Alignment Slu7p proteini rodiny eukaryotnich organismi (Homo sapiens, Oryza sativa, Dictyostelium
discoideum, Saccharomyces cerevisiae): * shoda, : mista vyskytu aminokyselinovych zbytl stejného
charakteru, - vysokd podobnost,éervené oramovani — zinc knuckle motiv, zelené oram@ni - prpl8-
interakéni oblast (Saccharomyces cerevisiae), modré ordmovani — oblast bohat4 na lyzinHomo sapiens),
podtrzeno rizowé - jaderny lokalizaéni signal (Homo sapiens), podtrzeno oranzow — zbytky leucinu resp.
isoleucinu v sekvenci lidského homologa.

Gen SLU7 byl nalezeniphledani_gnergicky ktalnich mutaci v B snRNA a podle toho
byl také pojmenovan (Frank et al., 1992). U kvagiS&accharomyces cerevisiae je lokalizovan
na chromozomu IV v Useku od 618493 do 619641 bp. @b Slu7p je esenciélni (Frank a
Guthrie, 1992) a je vyZzadovan ve druhém krokui#esin vitro (Ansari a Schwer, 1995).
Pomoci dvouhybridniho testovani byly nalezeny fygimterakce proteinu Slu7 s proteiny Brr2,
Prpl8 a Prp22 (Nues a Beggs, 2001).
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Obr. 6: Lokus genu SLU7 na chromozomu IVSaccharomyces cerevisiae

Protein Slu7 je slozen z 382 aminokyselin a obsallya funkni motivy: tzv. zinc
knuckle motiv a Prpl8-interaki oblast (obr. 7). Prpl8-inter&k oblast obsahuje ¢kolik
alanimi a pispivd k funkci Slu7pin vivo (James et al., 2002). Zinc knuckle je vysoce
konzervovanym motivem, vyskytuje se u retrovirovyey proteif, ale je znamy i u eukaryot,
kde se Gastni genové regulace. U vSech se vyskytuje v pod®¥,CXsHX4C. Ackoliv je
vysoce konzervovany, mufa studie genu SLU7 ukazaly, Ze neni esencialnirfsb buiky
(Frank a Guthrie, 1992; Zhang a Schwer, 1997; GhRaed, 1999).
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Obr. 7: Schéma struktury proteinu Slu7



Studiu funkni struktury proteinu Slu7 se dlouhodokénuje laboratd dr. Schwer,
Cornell University, NY. Nejprve testovali jaky vlima na funkci proteinu Slu7 odstiguh
n¢kterych Usek aminokyselin. Odstranili 39 a 80 aminokyselinovydbytki od N-konce a
zZjistili, Ze odstranni téchto usek neovlivnilo rist burgk pii kultivacni teplog 17, 25, 30, 32 ani
pii 37°C. Poté co odstranili z proteinu 124, 162, B399 N-koncovych aminokyselinovych
zbytka, buiky byly na teplotu citlivé. Po odstrami 221 aminokyselinovych zbyikbuiky
nerostly. Poté se zatfili na odstragni aminokyselinovych zbytk od C-konce a zjistili, Ze
odstragnim vice nez 47 aminokyselin itky ztratily schopnostiist. Ugili tak minimalni
esencialni oblast proteinu Slu7, kter4 byla v U361 aminokyselin.

Pomoci vySe uvedenych deletantili Usek Slu7p, ktery je vyzadovan pro interakci s
Prpl8pin vivo (200-224). Déle zjistili, Zze pokud je Slu7gitomen v nadbytku, Prp18p neni
striktn¢ vyZadovan ve druném kroku s@sti in vitro (Zhang a Schwer, 1997).

Testovanim se8hovych aktivit deletarit A80, A124,A162,A183,A199 aA221 proteinu
Slu7 in vitro, zjistili, Ze v nepitomnosti Prp18p se vyti#amRNA pouze u divoké varianty
Slu7p. V gitomnosti Prp18p vyti@li mRNA vSichni deletanti krotnA221. Dale si vytviili
mutanty proteinu Slu7, ve kterych ve vytipovanycbtivech cileg zanenili aminokyselinove
zbytky, a otestovali jejich funken vitro ain vivo. Zjistili, Ze zinc knuckle motiv je zapojen ve
vazle Slu7p do spliceosomu a Ze je esencialni pro fuSkerpin vitro v negitomnosti Prp18p
(James et al., 2002).

Brys a dr. Schwer testovali jaky vliv ma hgpmnost Slu7p na ségt aktinové pre-
MRNA a pre-U3 RNA. Zjistili, Ze sesh U3 prekurzorové RNA nebyl zavisly naifomnosti
Slu7p, na rozdil od aktinové pre-mRNA. Aktinova-pn&NA ma vzdalenost branchpointu a 3’
ss 38 nt, pre-U3 RNA je tato vzdalenost 7 nt. Ausd proto vytvdili varianty aktinové pre-
MRNA, ve kterych bylatizna vzdalenost bodwtweni a 3’ ss (od 7 do 15 nt). Experimen#aln
zZjistili, Ze u aktinové pre-mRNA, u které byla visldost branchpointu a 3’ ss rovna &#sv 12
nt, byl sestih zavisly na pitomnosti Slu7p, kratSi varianty byly séseny. Aby ofili, Ze tato
zavislost plati obeen vytvarili pre-U3 RNA se vzdalenosti branchpointu a 3185st. U této U3
prekurzorové RNA seish probshl pouze v pitomnosti Slu7p (Brys a Schwer, 1996).

Déle se v laborato dr. Schwer zabyvali moznosti, Zze Prpl8p a Slu@pv ssegihu
funkené zastupuji. Pouzili oft aktinové pre-mRNA stiznou vzdalenosti branchpointu a 3’ ss a
zjistili, Ze sedtih pre-mRNA v nefitomnosti proteii Prpl8 a Slu7 nepréhne ani je-li u
nejkratSi varianty se vzdalenosti branchpointu a3'rovhou 7 nt. Z toho usoudili, Ze oba

proteiny Prpl8 i Slu7, jsou vyZzadovany k sbst pre-mRNA, ve které je vzdalenost



branchpointu a 3’ s& 12 nukleotid, ale nejsou pdeba, kdyz je tato vzdalenost9 nukleotidi,
ve sve funkci se v3ak nezastupuji (Zhang a ScHg87).

N-koncova zkracena varianta (Prpli®), ktera je zcela aktivni v s&bu kvasinekin
vitro, byla usgsre krystalizovana. Z krystalické struktury je patrii@, jedna strana PrpA89
interaguje se Slu7p (obiBB- zelend oblast8C- cervend oblast), zatimco vice evoid
konzervované aminokyseliny vytkiqorotjsi stranu (Jiang et al., 2000).

Jadro struktury PrpX879 se sklada z&h a-helixt, oznaenychal - a5. Tyto helixy jsou
sbaleny do ucelené globuléarni struktury. Hetid je spojeny k fidanému malému N-
koncovému helixw0. al aa2 jsou antiparalerni a jsou sbalenyiibfpzné 50° Uhlu ke svazku

téi helixi a3, a4 aa5 (Jiang et al., 2000).

Obr. 8 Prp18A79 (A, B a C) (Jiang et al., 2000)
A. Celkova struktura Prp18A79 znézoiiujici al - a5.

B. Povrch struktury Prp18A79. Pozitivni niboje jsou zndzoréiny modie a negativni ndbojetervené. Zeleny
kruh identifikuje navrzenou Slu7-interak &ni oblast.

C. Zbytky zapletené v interakci se Slu7p pomoci dudybridni metody jsou zbarvenyéervené. Konzervované
zbytky jsou znazorrény modie, konzervované zbytky, které lezi uvnit Slu7-interakéni oblasti jsou zbarveny
fialové a vSechny dalSi jsou zbarveny azurav

V laboratdi dr. Reed izolovali cDNA kéduijici lidského homolbgvasinkového proteinu
Slu7 (Chua a Reed, 1999a). Tato cDNA o délce 1fb&duovala 586 aminokyselin dlouhy
protein s pedpokladanou molekulovou hmotnosti 68 kD. hSlu7akeo 204 aminokyselin delSi
nez kvasinkovy Slu7p. Porovnanim kvasinkového skktho proteinu Slu7 se aminokyselinové

sekvence proteinshoduji z 24 %, nejvysSi podobnost je v tzv. Ximackle motivu.



Lidsky protein hSlu7 obsahujgi ttunkéni motivy, které maji odliSné role v btimé
lokalizaci: jaderné lokalizani signély (NLS), zinc knuckle a lysin bohatou aljdaké obsahuje
¢tyii jaderné exportni signaly (NES), které jsou chteagtické ikolika useky leucit (obr. 9;
Shomron et al., 2004).

Lysin bohatd oblast je spojovana skolika buréénymi funkcemi nafiklad vazba
nukleovych kyselin, usnadje interakci mezi ddma proteiny, jaderné translokace (Shomron et
al., 2004).

Zingc knk Leu d
| NN | SR |
NLS Leut Leu 2 Leu 4 Lys rich

Obr. 9: Schématické znazorgni hSlu7p motivia (Shomron et al., 2004): Zinc knuckle -€¢erna plocha, NLS —
plocha s diagonalnim Srafovanim, Lys rich (lysin bbata oblast) - plocha s t&ami, Leu (leucinova oblast) —

Seda plocha

Zinc knuckle motiv lidskeho proteinu hSlu7 je ulogev NLS a vytvéi tak ojedirglou
funkéni strukturu, kterd neni vyZzadovana pro vstup h®ldé jadra, ale k udrZeni tohoto
proteinu uvnik jadra. NLS motiv tedy @uje burécnou lokalizaci proteinu hSlu7i@s jaderno-
cytoplasmatickou rovnovahu (Shomron et al., 2004).

Stejre jako kvasinkovy Slu7p je hSlu7p séisbvym faktorem, ktery secastni druhého
kroku sestihu po Prpl16p/hPrpl6p a Prpl7p/hPrpl7p. Je zapeenylEru spravného AG 3’ ss
intronu (Chua a Reed, 1999b).

TitéZz autdi dale za pouziti pre-mRNA génAdML a o-TM zjistovali, kdy se hSlu7p
spoji se spliceosomem. Zjistili, Ze vipadt AdML pre-mRNA se produkty kroku | vytidy a
hSlu7p se Ppojil ke spliceosomu po 25 minutach. Po 35 minbtae vytvdgila mRNA a hSlu7p
se nahromadil v j&@. V pipact a-TM pre-mRNA se hSlu7pipojil ke spliceosomu a vytid
se lariat-exon2 po 45 minutach. Po 60 minutachadké8lzwtSeni mnozstvi hSlu7p v j&& ale
stale nedoSlo k vytweni mRNA. Autdi tak ukazali, Ze hSlu7p se spoji se spliceosomem p
realizaci prvého kroku sé#tu (Chua a Reed, 1999a).

V nepitomnosti hSlu7p v jaderném extraki’khSlu7) dojde po 45 minutach k hrondad
spliceosomového komplexu tzv gz komplexu. Pokud je fidan hSlu7p do depletovaného
extraktu dojde po 45 minutach k vytemi C komplexu. Autié proto predpokladaji, Zze Gswur
komplex niZze reprezentovat stadia ¥epghodu mezi kroky | a Il (Chua a Reed, 1999a).
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Zajimaveé je zji&ni, Ze stres #mi buré¢nou distribuci proteinu hSlu7 a Ze také oilije
alternativni segih. Autori zjistili, Ze UV-C a teplotni Sok (42°C, 1 hodinaja rozdil od
peroxidazy, sorbitolu, cis-platiny a neocarzindstat ovliviiuji burg¢nou lokalizaci proteinu
hSlu7 (obr. 10 a 11; Shomron et al., 2005).

A.

Obr. 10: Teplotni Sok a hromadni proteinu hSlu7 v cytoplazné HelLa bunék (Shomron et al., 2005): A.
barveno DAPI, B. barveno DAPI a antibody hSlu7p ervena oblast — hSlu7p, modra oblast — jaderna DNA)

A.

Obr. 11: UV-C (0,9 J/cnf) a hromadéni proteinu hSlu7 v cytoplazné HeLa bunék (Shomron et al., 2005): A.
barveno DAPI, B. barveno DAPI a antibody hSlu7p ervena oblast — hSlu7p, modra oblast — jaderna DNA)

Sestihovy faktor hSlu7p hraje tdezitou roli ve vykru 3’ ss Bhem druhého kroku
sestihu in vitro a ovliviiuje alternativni sesh in vivo (Shomron et al., 2005). Stres stimuluje
vyvolané zngny v alternativnim seshu a hSlu7p ma nagnvelky vliv.

Alternativni segth je proces, kterym identické pre-mRNA molekulypussestzeny
riznym zpisobem, coZ zajisti vytw¥eni proteinové trznorodosti v komplexu organigm
Alternativni sedih byl nalezen ve spojitosti s|adou onemocmmi, které zahrnuje Cystickou
fibrézu, Frasieltv syndrom, Parkinsonovo onemeai svalovou dystrofii, onemoéni sitnice
(retinis pigmentosa) a rakovinu. Tytorildady zahrnuji u alternativniho s&bu pouZiti
alternativnich sesihovych mist, alternativnich exéra alternativnich intrain(Venables, 2004).
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3. Pouzité zkratky

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

RNA — Ribonukleovéa kyselina

hnRNA — heterogenni jaderna RNA

pre-mRNA — prekurzorova RNA

pre-U3 RNA — U3 prekurzorovd RNA

snRNP — mala jadernéa ribonukleoprotein¢aatice
cDNA — komplementarni DNA

ATP — Adenosintrifosfat

ADP — Adenosindifosféat

BBP — z anglickéhofigkladu_lvpanch point inding protein (protein vazici se do mistétweni)
Leu — Leucin

NLS — Jaderny lokalizai signal

NES — Jaderny exportni signal

UV-C — ultrafialové z&eni typu C

Slu7p — gnteticky lethalni s B snRNA

Prp — z anglickéhorp-mRNA processing (Prp8p, Prpl6p, Prpl7p, Prpl8p, Prp2pd.3p,
Prp44p)

Brr2p — alias Prp44p

nt — nukleotidy

bp — pary bazi

ss — segthové misto

AdML — z anglického pekladu adenovirus major late

a-TM — a-Tropomyosin
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