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Abstrakt

Pre-mRNA prech&dza zloZitou cestou od jejézymaZ po vytvorenie finalneho proteinu.
Aby sa z nej stala dobre translatovate mMRNA, musi by zostrihana, m@a capicku na
5’konci a polyadenylovany 3’koniec.

Polyadenylacia je vyznamny proces, pri ktoreemna 3’koniec mRNA pridava priblizne
200 — 300 adenozinovych zvySkov. Na procese saelf@odid’ké mnozstvo proteinovych
faktorov, ktoré satasto zdashuju aj ostatnych Uprav pre-mRNA. Dolezita sekvermia
polyadenylaciu je AAUAAA, na ktoru sa viaze fakt@PSF. CPSF spolu s CstF nastiepi
RNA a moZe nastgpolyadenylacia sprostredkovana PAP polymerazou.

Polyadenylacia hrd vyznamna uUlohu pri expari®NA z jadra do cytoplazmy, pri
stabilizacii a degradacii mRNA, ma vplyv na efektivtranskripcie a iniciaciu translacie.
Porucha v tvorbe poly(A) konca mdzZetimeegativne nasledky na zdravie organizmu.

Okrem jadrovej polyadenylacie pozndme aj adgnylaciu cytoplazmaticku, ktord sa
odohrava v cytoplazme pas zrania oocytov mechanizmom podobnym tej jadrovej

Specialnym typom je alternativna polyadenigla&tora vyuziva rézne polyadenyta
miesta, a vedie tak k r6znym 3'UTR oblastiam traipgkyv a v niektorych pripadoch k zmene

kodujucich oblasti protinov.

Kracové slova: cytoplazmaticka polyadenylacia, alternativna pdérylacia, mRNA

metabolizmus, translacia, stabilita mRNA, transpoRNA
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Abstract

Pre-mRNA is modified in several tightly regulatatianterconnected steps during a pathway
from its synthesis to the formation of final pratefor efficient translation, mMRNA has to be
spliced, retrieves a {6 -cap on its 5’end and poly(A) tail on its 3’end.

Polyadenylation is an important process, Imctv about 200 — 300 adenosine residues are
added to the nascent 3'end of mMRNA. There are npamoyein factors participating in
polyadenylation as well as in other pre-mRNA madifions. The key sequence for
polyadenylation is AAUAAA, which is recognized by @eavage/Polyadenylation factor
(CPSF). CPSF cleaves RNA and forms an actual teéenfida polyadenylation in cooperation
with Cleavage Specificity factor (CstF).

Polyadenylation plays an important role in M#Rexport from nucleus to cytoplasm, in
MRNA stabilization and, on the other hand, in mRNé&gradation. Last but at least, it
influences efficiency of transcription and ratetr@inslation initiation. A defect in poly(A) tail
formation can elicit negative consequences on tharesm’s health.

Apart from nuclear polyadenylation, cytopladim polyadenylation is known as well. It
takes place in cytoplasm during maturation of oesyty mechanism similar to that seen in
nucleus.

Finally, an alternative polyadenylation w#ds different polyadenylation sites which lead
to the formation of alternative 3'UTRs and in someses to changes in protein coding

sequence.

Key words:cytoplasmatic polyadenylation, alternative polyagdation, mMRNA methabolism,
translation, MRNA stability, mRNA transport
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1. Uvod

Jednym z najdélezitejSich krokov v génovej expresii transkripcii s Upravy mRNA,
medzi ktoré patri pridanie capapicky) na 5’koniec mRNA a vytvorenie poly(A)tt@zca na
3’konci. Prave vytvorenie poly(A) konca je vyznampée ukorenie transkripcie, pre
stabilitu mRNA a pre transport mRNA z jadra.

Defekt v tvorbe poly(A) konca mé désledok rmeotaschopnas bunky, jej rast a vyvoj.
Formovanie 3’konca mRNA jeI'kéovym regulgénym krokom génovej expresie ajeho
nefunknog’ alebo porucha funkcie vedu k zavaznym problémoniloeka je to napriklad
thalasémia (Higgst al., 1983) alebo amyotrofick& lateralna skler6za (tial., 1998).

Posledné roky priniesli mnoho poznatkowatom mechanizmu tvorby poly(A) konca,
jeho regulacie a interakcie s inymi procesmi v lmurikoli tiez identifikované nové sekvencie
— polyadenylané signaly a ztastnené proteiny.

Vo svojej praci sa zameriavam na polyadenylacivysSich eukaryot a jej zapojenie do
regulacie génovej expresie, s dbérazom na bunkyvoiza okrajovo, pre porovnanie,

spomeniem aj mechanizmus u nizSich eukaryot, kom&iévasiniek.

2. Proces polyadenylacie

2.1 RNA sekvencie Specifikujuce miesto pre polyadglaciu

U buniek cicavcov su typické tri elementy dejiice jadro polyadenytaého signalu, a to
AAUAAA motif, U-bohatd (USE - upstream specificigiement), U/GU-bohata (DSE -
downstream specificity element) okllassamotné polyadenyia€ miesto.

AAUAAA motif je jeden z najkonzervovanejSielementov vSeobecne (Proudfoot, 1991),
nachadza sa 10 az 30 nukleotidov proti smeru trgpe& (upstream) od polyadenytaho
miesta. NajastejSie vyskytujuca sa varianta je AUUAAA, jej igkt je porovnaténa so
sekvenciou pévodnou. Roézne varianty, ako aj Uplb&emacia tohto motifu, hrd ulohu
v alternativnej polyadenylacii (Challoneiral., 1989).

Elementy po smeru transkripcie (downstreathpolyadenyl&aného miesta su uz menej
konzervované, rozliSuju sa dva hlavné typy — U-l®hablasti a GU-bohaté oblasti.
Polyadenylany signal méZe obsahavaiba jednu z oblasti, ale iobe, ktoré pracuju
synergisticky (Gil, Proudfoot, 1987).

Selekcia polyadenylaého miesta je dana hlavne vzdialgimos medzi AAUAAA

sekvenciou a elementmi downstream (Chieal., 1995). Sekvencie okolo poly(A) miesta sice
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nie su konzervované, ale u 70% mRNA stavovcov ekoli nachadza adenozin (Sheets
al., 1990).

U rastlin je zndma potreba troch miest — Blimpstream element NUE (near-upstream
element), vzdialeny upstream element FUE (far-epstr element) a samotné polyadetiyéa
miesto (Rothnie, 1996).

Animals | 10-30 nt <30 nt I
<>
UsSE AAUAAA Poly(A) site DSE
U-rich Highly conserved CA U/GU-rich
5. cerevisiae 10-30 nt
€ >
EE PE Poly({A) site
UAUAUA AAUAAA Py{Al,
and related sequences AAAAAA

and related sequences

Plants . 10-30nt i
L F

FUE NUE Poly(A) site

U-rich AAUAAA PyA
and related sequences

Obr. 1: Schematické znazornenie polyadetngah miest (Rothnie, 1996).

2.2 Faktory zU¢astnené na polyadenylacii

Pred samotnou polyadenylaciou prebieha Stiepemee kipré su dolezité faktory CPSF
(cleavage/polyadenylation specifity factor), Cstleévage-stimulatory factor), faktory Ck |
a CF I, (cleavage factors), RNA polymerédza Il a PAP (poly@lymeraza). Aj k& pre
samotny proces polyadenylacie &thydrolyzova jednu fosfodiesterovu vazbu, @&stneny
komplex je enormnej VY&osti (Proudfoot, 2004). Naztaje to jeho reguknu funkciu na
inych bunénych pochodoch ako je zostrih, pridavatapicky, transport (Calvo, Manley,
2003).

Stiepenie a polyadenylacia vyZzaduju faktor EP8ory sa viaZe na sekvenciu AAUAAA
nezavisle na sekundarnej Strukture. Tento faktaskézda zo Styroch podjednotiek — CPSF-
160, CPSF-100, CPSF-73 a CPSF-30 (Bienrtral., 1991). Je zname, Ze transkripcia



a polyadenylacia su uzko prepojene, dokazuje takaj Ze mnoho CPSF byva asociovanych
s transkrignym faktorom TFIID. Podjednotka CPSF-160 sa viadeAAUAAA a interaguje

s PAP aCstf-77, atym formuje stabilné komplexy peekurzoroch mRNA (Keller,
Minvielle-Sebastia, 1997). CPSF-73 je zodpovedny Sti@penie pred polyadenylaciou
(Dominski et al., 2005). CPSF-30 viaze RNA polymeéry s poly(U) etdani, kooperuje

s CPSF-160 pri rozpoznani RNA substratov a pomaoterakcie s PAB |l stabilizuje
polyadenylany komplex (Chert al., 1999).

CstF je nutny pre Stiepenie, nie vSak pre polyaldeny. Sklada sa z troch polypeptidov s
hmotnosou 77, 64 a 50 kDa (Gilmartin, Nevins, 1991). C&#priamo interaguje s CPSF-
160, ¢im podporuje vzdjomnu stabilizaciu komplexu CPSH-ERNA, a premoduje zvysSné
dve podjednotky (Takagaki, Manley, 1994). CstF-@®sahuje RNA-viazicu doménu (N-
terminélnu) a viaze sa k U-bohatym a GU-bohatym stowam elementom (DSE). CstF-50
obsahuje motif, ktory méze sprostredkoyaotein-protein interakciu (Takagakial.; 1992).

Faktory CF a CF I, su taktiez vyZzadované len pre Stiepenie. & Bad sklada zo Styroch
polypeptidov o hmotnosti 25, 59, 68 a 72 kDa (&igggekt al., 1998). Podjednotky CF.J-

68 a CF }-25 viazu RNA. CF ) tiez stabilizuje komplex CPSF-RNA0 umo#uje
pritiahnutie d’alSich faktorov (Ruegsegger al., 1996). O CF | je toho zati& stale malo
znameho.

RNA polymeréza Il je délezitd hlavne kvoli $2j0CTD doméne, ktora z nej rodialSi
Stiepiaci faktor. Ukazalo sa, Ze vyznamnu ulohu ridavani capicky, zostrihu
a polyadenylacii hra prave tato C-koncova domék&ada sa z heptapeptidovych sekvencii
a jej ulohou je vratna fosforylacia serinov. Zajne je pre Stiepenie dolezita pritomhéd P,
ktory sa nasledne obnovuje cez kreatinfosfat. Bdlak dokazané, ze pritomtio€TD
samotného bez ATP a kreatinfosfatu (CP) vediedpéhiu (Hirose, Manley, 1998). CSPF
a CTD nahradzuju CP v Stiepiacej reakcii. Interak€@TD s CPSF a CstF mdZze pripadne
stabilizova’ Stiepiaci komplex.

CF 1L,

Obr. 2: Model Stiepiaceho komplexu (Wabhle, KUheQ2).



Pre samotnu tvorbu poly(A) konca je délezithgmnos poly(A) polymerazy. Pre jej
Uspesnu lokalizaciu do jadra su nutné NLS-1 a NLj&d2ové lokalizané signaly (Dingwall,
Laskey, 1991). Obsahuje aj ohldateragujucu s CPSF-160, ktoratjatuje polymerazu do
komplexu. Priblizne dve tretiny Struktiry PAP (vtéminalnej oblasti) su konzervované
v eukaryotach, tato ca¥” obsahuje  katalyticki  doménu  homoldgnu rodine
nukleotidyltransferdz (do ktorej patria mnohé DNARIA polymerazy). V katalytickom
jadre sa nachadza triada aspartatovych zvyskove leid esencialne pre jej aktivitu (Martin,
Keller, 1996). V C-terminalnej oblasti sa nachadb&ag’ bohata na serin a threonin, ktorych
viacnasobna fosforylacia reguluje aktivitu PAP (@0l et al., 1996). Poslednych 20
aminokyselin sa podia na prepojeni zostrihu (splicingu) a polyadenylaeia autoregulacii
U1A transkriptov (uil’. kapitola 4.2) (Gundersaat al., 1994).

Fosforylacia PAP v titej casti bunéného cyklu vedie k jej inaktivacii (Mizrahi, Moore,
2000) a je tiez dolezita pre interakciu umojficu lokalizaciu PAP do cytoplazmy (Kiet
al., 2003), nevie sa vSakij sa tento mechanizmus &@stiuje regulacie polyadenylacia
ViVO.

VTudskych mitochondriach boli objavené enzymy hmtPARIman mitochondrial
poly(A)-specific polymerase zodpovedna za polyatlriy) a hmtPNPaza (human
mitochondrial polynucleotide phosphorylase zodpovdedza deadenylaciu). Uloha
polyadenylacie v mitochondriach nie je eSte Uplnénza, predpoklada sa v3ak, Zze nema
vplyv na stabilitu mRNA. PNPazy boli objavené v medembranovom priestore, kde
nedochadza k styku s transkriptardg méze nazrgmva' pripadnd funkciu v metabolizme
mitochondrialnej mMRNA a zarotienj v udrzovani mitochondridlnej homeostazy (Ckeal .,
2007).

Na poly(A) koniec sa viazu proteiny ozo@ané ako PABP (poly(A)-binding proteins). Je
to skupina proteinov bez katalytickej aktivity pritna len u eukaryot. U jednobunkovych
eukaryot je PABP kddovany jednym génontlaveka existuje pagénov pre PABP (jeden
jadrovy, Styri cytoplazmatické) a Arabidopsis osem. V bunke zastavaju mnoho funkcii.
Jadrové PABP proteiny slizia ako faktoryashujuce sa na polyadenylacii —cuju jej
dizku naviazanim sa na RNA. Svoju Ulohu hraju ajamsporte mRNA zjadra do
cytoplazmy. Wahiuju vytvorenie uzavrete] stuy mRNP partikuli, ktora je dbélezita pre
translaciu. Medzi’alSie nemenej vyznamné funkcie patri recyklaciazdmov a udrZzovanie
stability mRNA.

CPSF a PAP su dostglice pre priebeh polyadenylacie, pre jej rychlgtpp a kontrolu
dizky je vSak potrebny aj dodatwy faktor poly(A)-vézbovy protein Il. (Bienrotht al.,
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1993). 33kDa vaziaci PAB Il obsahujelwa kyslu N-terminalnu doménu aRrai bazickua C-
terminalnu doménu, uprostred je RNP doména. Tenbbeim sa viaze hlavne k poly(A)
a poly(G) usekom a tvori oligoméry (Nemethal., 1995). Pripaja sa k CPSF-30 (Cletil .,
1999).

Ako scaffold protein sluzi symplekin, ktora sryskytuje v jadrovych komplexoch
obsahujucich CPSF a iné faktory. V bunkach stave\jeolokalizovany hlavne v jadre, ale
v epitelidlnych bunkach sa moéze vyskytoa na tesnych spojoch (Hofmaenal., 2002).
Zlcashuje sa taktiez polyadenyliaej masinérie u buniek cicavcov a formovania 3’konc

histonovej mMRNA (Kolev, Steitz, 2005).

CPSF
30
70
160
§* AALLAAA A :
=/ 33 papit

100

[ - = I |

PAP

Obr. 3: Model polyadenytmeho komplexu (Wahle, Kihn, 1997).
2. 3 Mechanizmus polyadenylacie

CstF a CPSF cestuju na konci RNA polymerazys@dopravené k polyadengteemu
miestu na RNA molekule. Podjednotky CPSF su asacié\s transkrigmym faktorom TFIID
(z&kashuje sa iniciacie transkripcie). Pravecps iniciacie sa z TFIID oddelia a pridaju sa ku
koncu RNA polymerazy.

Prvym krokom je vazba CPSF k AAUAAA prostrédiom CPSF-160 podjednotky za
pomoci CPSF-30 a pravdepodobne aj CPSF-100. Cktérfsa viaze downstream od miesta
Stiepenia na DSE cez podjednotku CstF-64. Jedgotfiterakcie medzi CPSF a CstF su
obecne slabé, ale su stabilizované hlavne intavakoiedzi CPSF-160 a CstF-77 (Hirose,
Manley, 1998). Interakcie CPSF s CstEuji oblag, kde leZi miesto Stiepenia. Rozpoznanie
polyadenyléného signalu pomocou CPSF a CstF je asistovanértaktCF },. K vytvoreniu
uplného Stiepiaceho komplexu je potrebné pripojé&tell, a PAP, ktora interaguje s CPSF-
160.

Najskor je RNA Stiepené (rozstiepenim vnigpfosfodiesterovej vazby) v spolupraci so
Stiepiacimi faktormi. CPSF-160 pahuje PAP na substrat. PAP pridava priblizne 200
A nukleotidov na 3’koniec vytvoreny Stiepenim. Rredorom je ATP, priddva sa rovnakym



typom vazby (v smere od 5’ k 3’) ako u klasickeptzy RNA. Na rozdiel od klasickej RNA
polymerazy, PAP polymeraza nevyZaduje templat papanie adenozinu, pretoze poly(A)
koniec je nie kddovany v genome.

Paas syntézy poly(A) sa ku koncu pridavaju polyA-vieg proteiny a zafianeznamym
mechanizmom tak @uji kone&nG dzku poly(A) konca. PAB Il sa naviaze na par
adenozinovych zvySkov (minimalne 11-12 adenozinbvybytkov), ktoré tam poly(A)
polymeraza pridala distributivhou syntézou (prisyiatije kisok, odpadne, znova sa naviaze
a op& sa to opakuje), PAP sa touto stimulaciou PABpb(s s CPSF) prepne na kontinualnu
(procesivnu) syntézu, gom PAB Il na seba viaze adenoziny a dodava ich AAPBto je
pridavanie adenozinovych zvySkov &@bku pomalé, az kym sa pripoji 11 nukleotidov
a vytvori sa vézbové miesto pre PAB Il.&poly(A) koniec dosiahneizku 250 adenozinov,
polyadenylacia sa spomali az zastavi Zasti PAB Il proteinu (Wahle, 1995). Samotna
poly(A) polymeraza je schopna syntetizowal'mi dlhé poly(A) réazce, fyzicka pritomndgs
PAB Il jej v tom v3ak brani a doVaje ich nasyntetizovalen do fyziologickej éky cca 250
adenozinov. Jeden PAB Il sa viaZe jedenkrat zdijmi 15-20 adenozinovych zvySkov. Po
nasyntetizovani spravnejzky poly(A) konca sa polymeréaza prepne naspé distributivnu
syntézu.

Poly(A)-viaZzuce proteiny zostanu naviazané@jsyntéze poly(A) konca pas cesty
MRNA z jadra do cytoplazmy a neskoér séaghuju na syntéze proteinu na ribozome.

Zaujimavoou je, Ze po rozstiepeni 3'’konca, RNA polymerazarawije v transkripcii (v
niektorych pripadoch az stovky nukleotidov za nuestStiepenia). AZasom sa zastavi
a kiusok RNA downstream od miesta Stiepenia je diegana v jadre. Predpoklada sa, ze
prenos faktorov z RNA polymerazy na RNA spdsobif@onaini zmenu, ktora nasledne
uvolni polymerazu od substratu; svoju tlohu tu hrajieapninatory transkripcie.

Formovanie 3'’konca mRNA a faktory m@m zlastnené ovplyuju aj iné procesy.
CPSF sa stabilne asociuje s faktorom TFIID, ktopstavuje preinicieny komplex na
promotore (Dantonekt al., 1997). TFIID prahuje CPSF k promotoru adas iniciacie
transkripcie je CPSF premiestneny na RNA polymetéZlerminacia transkripcie nastava za
polyadenyléanym miestom, aby vznikol furkly transkript a zarovesa obmedzilo vzniku
zbytatne dlhych transkriptov. ¥aka CTD doméne RNA polymerazy Il kindzy a fosfatazy
hraju vyznamnua ulohu v regulacii senzitivity polyéey k danému termigaému miestu
(Hirose, Manley, 1998). Délezité je aj zastaveniymerazy za polyadenylaym miestom
a pripadne néasledné uwvmnie polymerazy od templatdp je spbdsobené termigraymi

faktormi.
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Je tiez zname, Ze transkripcia ovglye polyadenylaciu (McCracken, 1997).
Predpokladalo sa, Ze vplyv na to ma CTD doména RNimerazy; dnes sa vSak priké
k nazoru, Zze za to modze skér RNA, ktord prinesiktofy Stiepenia CPSF a CstF, a
tym pomaha zostaveniu Stiepiaceho komplexu.

Faktory zostrihu (splicingu) mézu polyademyéstimulova alebo inhibové Aktivacia
polyadenylacie prebieha cez posledny termindlnynekéory z&ina 3'zostrihovym miestom
a korti poly(A) miestom. Tento exdn spojuje zostrihovpodyadenyl@né faktory. Zahtuje
to Gag faktorov ako U2AF rozpoznavajucich 3'zostrihovéesto. Bola vSak dokazana aj
pritomnos Ul snRNP, ktoré rozpoznavaju 5'zostrihnové mie®erg@et, 1995). U1 snRNP
vSak v&Sinou spoésobuje inhibiciu naviazanim upstream otyapenyl&ného miesta.
Inhibicia moéze tiez nagsta naviazanim zostrihovych faktorov downstream od
polyadenyléného miesta. Oba pripady sa vSak vyskytuju najnénskriptov virusov.
U cicavcov nastava inhibicia pomocou dvoch Ul1A @irmdv, ktoré blokuju poly(A)

polymerazu (Gundersaat al., 1994).

3. Cytoplazmaticka polyadenylacia

Mnoho modifikacii mRNA prebieha §inou v jadre — napriklad zostrih, pridanie
capicky, Stiepenie pred polyadenylaciou. Polyadenyl&zavSsak mdze vyskytritaj mimo
jadra — v cytoplazme.

P@as ranného vyvoja mnohych Zzdiénych druhov je pridanie poly(A) konca
prebiehajuce v cytoplazme vyznamnym kontrolnym raectmom translacie Specifickych
materskych mRNA. Niektoré sa pridanim poly(A) kongtanu aktivne, niektoré naopak
poly(A) koniec stratia a stanu sa tragska menej aktivne.

Typickym prikladom cytoplazmatickej polyad&wgie su zrejuce oocyty, v ktorych je
potlatend degradacia mRNA a bunka si tak vytvori obrowgsoby mRNA a znova vstapi
do meiotického delenia v priprave na oplodneni€aParania sa degraduje obal bunkového
jadra, takZze cytoplazmaticky a jadrovy material m&eSa. Polyadenylacia gas zrania
vyZaduje dve sekvencie: klasicky AAUAAA motif atiu U-bohatu oblas(Paris, Richter,
1990). Kel'Ze U-bohatu obla'sa AAUAAA je mozné najs prakticky na kazdej mRNA, za
Specifitu je zodpovedny element CPE (cytoplasnatigadenylation element).

Mnohé mRNA su skladované iba s10 az 30 adano na konci ako transiae
neaktivne. K& su v nejakefgasti vyvoja potrebné proteiny kdédované tymito mRKAymto

10 - 30 adenozinom sa pridajalSie,co stimuluje iniciaciu translacie. Stale je vSakzoci
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samotné pridanie adenozinov je dostaépre spustenie translacie a nie je Uplne znékae, a
moéze rozdiel v ke poly(A) konca spdsobotéaké dramatické zmeny v trangtej aktivite,
pravdepodobne je potrebn&ad d’alSich sekvetnych elementov.

Jadrova polyadenylacia prebieha konstitutevipeidava cca 200-300 adenozinov ku skoro
kazdej mRNA,; zatii¢o cytoplazmaticka polyadenylacia je striktne regalwa, nepridava sa
konstantny peet adenozinov, ale kazda mRNA ziskava poly(A) koniéznej dky, a to
vrozlicny ¢as p@&as vyvoja. Pred jadrovou polyadenylaciou prebiemaloaukleotické
Stiepenie, pred cytoplazmatickou nie.

Niektoré mRNA, ktoré uz podstupili polyadé&moiu v jadre, mézu kypolyadenylované
aj vcytoplazme. Po opusteni jadra su skratenézetassubstraty pre cytoplazmaticku
polyadenylaciu uz obsahuju kratky poly(A) konieca tktory cytoplazmatické faktory
pridavajud’alSie adenoziny.

Pre tento typ polyadenylacie je délezitagmimos CPSF a PAP, podobne ako jadrova,
ale vyZaduje aj pritomn6<CPE. CPSF sa, podobne ako u jadrovej polyademylpodida na
sekverinej Specifite polyadenylacie a jeho aktivitat@e ranného vyvoja vedie k aktivacii
cytoplazmatickej polyadenylacie.

Ukazalo sa, Zze CPE je vyznamny faktor deadderey v cytoplazme oocytov kvoli
uchovaniu mRNA do meiotického delenia.

Pritomny je aj faktor zodpovedny za SpeciftlRNA (CPEB) a deadenyldza (PARN —
poly(A) Specificka ribonukleaza). Ukazalo sa, Ze EBP indukovana polyadenylacia
a nasledna translacia sa objavuju nieledapazrania oocytu, ale aj s vyvoja embrya
a jeho bunéného cyklu (Groismaret al., 2002) a pdas stimulacie neuronalnych synapsii
(Du, Richter, 2005).

Fosforylacia CPEB stimuluje cytoplazmatickolyadenylaciu tym, Ze po svojom
naviazani na Specifickl sekvenciu pritiahne polyamerk tejto RNA (Groismast al., 2002).

Okrem inych vstupuju do hry aj symplekiniastneny na polyadenylacii, a Gld2, ktory
predstavuje  netypickl  cytoplazmaticki  poly(A) pobmazu zrodiny DNA
nukleotidyltransferaz (Kwakt al., 2004).

Cytoplazmatickad polyadenylacia hra ulohu wkmvom cykle, v starnuti bunky avo

vytvarani pamati cestou synaptickej plasticity (Rer, 2000).
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Obr. 4: Aktivacia cytoplazmatickej polyadenylaciénezralych oocytoch su uz pripravené
vSetky faktory vratane deadenylazy PARN.¢&0 zrania dochadza k fosforylacii CPEB,
preusporiadaniu komplexu, odpojeniu deadenylazydazenzgéat’ polyadenylacia — poly(A)
polymerazou Gld-2 (Radforet al., 2008).

4 Specialne RNA
4.1 Histbnova mRNA

Histony su malé bazické proteiny, ktoré poméahzaleniu DNA do chromozdémov. Na
rozdiel od ostatnych mRNA v bunke, prekurzory histéej mRNA v&Sinou neobsahuju
introny a vé&Sina mRNA nie je polyadenylovana u vysSich eukarybstavovcov vSak boli
objavené aj histbnové mRNA polyadenylované (Schutpi®88).

Nepolyadenylované histony maju gény usponadazhlukoch, su to replikae-zavislé
histony syntetizované v S faze bunkového cyklu.&dak’ mRNA je polyadenylovana, mézu
sa vyskytova introny a gény nie su usporiadané v zhlukoch, gesk o replikéne-nezavislé
histény. Tato skupina obsahuje rézne histony dfdegdie remodeléciu a opravu chromatinu
(Ausio, 2006).

3’koniec histonovej MRNA je formovany endoredickym Stiepenim prekurzoru. RNA
element pozostava z dvoéhsti. Prvou je 6 parov baz diha stem-loop (vlaseakstruktura
(RNA sa obrati naspaa vytvori kratky double helix) a Stvornukleotidogéxka. Druhou
cag’'ou je sekvencia priblizne desiatich nukleotidov dt@hna puriny. Endonukleotické
Stiepenie prebieha medzi tymigag’ami, priblizne po Stvrtom alebo piatom nukleotide je

vatSinou adenozin.
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Mnozstvo je regulované v priebehu btm&ho cyklu, najviac je v S fazéo sa pripisuje
zvySeniu translacie astability. Tato stabilitu twpuje vldsenkova  Struktdra
a Stvornukleotidovéa sttka spolu s enzymom SLBP (stem-loop binding proteif@sovanie
translacie histonovej mRNA je unikatne spojené gotézou DNA a chromatinu, preto
prebieha iba v S faze, ovpljuje to zmena mnoZzstva prave SLBP enzymu.

Na tvorbe maturovaného konca s&aztuju malé jadrové ribonukleoproteinové partikule
U7 snRNP, ktoré sa viazu na purin bohatl abdagredstavuju tak orierttay bod pre miesto
Stiepeniadalej v teple labilny faktor (zatwjuci tvorbu histonov hlavne v S faze, pretoze je
lahko inaktivovatény teplom) a protein viazuci sa k vlasenkovej dtitk na 3’konci,

o ktorom sa predpoklada, Ze s&ashuje Stiepenia, ale jeho pritommasemusi by nutna.

Samotné Stiepenie ma na starosti faktor CPEH<tory sa podia aj na Stiepeni pri
polyadenylacii.Dal$im spolénym proteinom je symplekin, ktory tvori proteindedenie

polyadenylacie.

~ Mature 3 end
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Obr. 5: Model komplexu ziastneného na Stiepeni histbnovej mRNA (Mowry, 3tdi988).

Predpoklada sa, Ze vlasenkova StruktUrarsepaaviazany enzym SLBP sa pdd@digl na
mnohych bunkovych procesoch, ako je export z jadraslacia a degradacia histonov.

V sitasnosti sa vie, Ze polyadenylovana je histonova MmRINnizSich eukaryot.
Predpokladad sa, Ze tato polyadenylacia je evaluvémi stara a mbéze siatiaaz do

odvetvovania eukaryotického fylogenetického stromu.

14



4.2 Malé jadrové RNA

SnRNA gény maju definované konce transkripcieepotrebuji poly(A) konce. Stiepenie
nastava kratko za maturovanym 3’koncom, ktory jelal@j upravovany postupnym
orezavanim exozomom (3’exonukleazova aktivita) rmskrigne je pridavana Sapicka.

Na CPSF sa moZe vi@adl snRNP (jefag’ U1A), konkrétne na CPSF-160 podjednotku,
¢o stabilizuje vazbu CPSF k AAUAAA a zvySujeéitnog’ procesu (Lutzt al., 1996). U1A
taktiez interaguje s poly(A)polymerazatim ju inhibuje (Gundersodt al., 1998).

Zaujimavoou je, Ze protein U1lA, sas” Ul snRNP, ktory rozpoznava ¢&s zostrihu
5'zostrihové miesto (Tang, Rosbash, 1996), smgfiuje aj autoregulacie samého seba tym,
Ze reguluje polyadenylaciu svojej pre-mRNA (Boelehsal., 1993). V pripade nadbytku
alebo v pripade, Ze nie je potreba U1lA, inhibujéy@9 polymerazu naviazanim dvoch
svojich molekul na pre-mRNA (Gundersetral., 1994).

5. Uloha polyadenylacie v bunke

5.1 Stabilizacia 3’konca, ochrana mRNA proti degradcii

vasina mRNA molekul v bakterialnej bunke mé ¢ad Zivota okolo 3 minutgo
umoziuje baktérii rychle prispdsobenie sa podmienkamstpedia. V eukaryotickych
bunkach je mRNA omnoho stabilnejSia, niektoré mRNArzia viac ako 10 hodin. ¥aina
ma vSak palas Zivota okolo 30 minut. Medzi molekuly s kratkyulcasom Zivota patria
transkripty kodujuce faktory zashujuce sa bunkového cyklu, regéte proteiny,
protoonkogény, cytokiny a pod. Naopak mRNA s dihgoftasom Zivota kdduju proteiny,
ktoré su produkované vo Kkeom mnozstve korime diferenciovanymi bunkami (Russetl
al., 1997). Jedna sa napriklad o mRNA kédujuce giplkalagény, imunoglobuliny a iné.

Vyznamnou Ulohou polyadenylacie je stabiliaac3’konca pred pritomnymi
exonukledzami, ktoré by inak na mRNA Hheadtgili. DiZka poly(A) konca teda tuwje aj
polcas Zivota mRNA,¢im je dlhSi, tym je mRNA stabilnejSia aviac chnd&epred
degradaciou.

Existuji dve hlavné cesty degradacie mRNAjbbinejSie je postupné skracovanie
poly(A) konca v cytosole. K& sa docieli kritickej &#ky (zvyajne 30 zostavajlcich
adenozinov), odburava sspikka na 5'konci a mRNA je rychlo degradovana. V tejto
kritickej dizke sa odputaju molekuly PABP proteinu, ktory siatwal koniec, a teda moze

doéjs’ k odburavaniu. Mnohé mRNA nesu na 3'UTR sekven@iguce faktory uryckujuce
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alebo spomijuce degradaciu, napriklad opakované sekvencie (AU- rich element)
znamenaju rychlejSiu degradaciu. Stabilné mRNA a&apaju v 3'UTR polypyrimidinovy
C-bohaty motif, na ktory sa viaZze rodina poly(C3&dcich proteinov (Makeyev, Liebhaber,
2002). Naviazanie poly(C)-Specifického proteinunmolnosti 40 kDa vedie k vyznamnej
stabilizacii poly(A) konca. Mutécia v tomto proteivedie k rychlemu skracovaniu poly(A)
retazca a nasledne k rychlej degradacii mRNA (Holcigbhaber, 1997).

Druha cesta degradacie &pa vijednom kroku, kedy Specifickd endonukleaza
jednoducho odstiepi cely poly(A) koniec od zvySkiRNA, ktora je potom degradovana.
Op& to zavisi na sekvenciach v 3'UTR oblasti. Priskumiestam citlivym na Stiepenie
endonukleazami je kontrolovany sek¥ra-Specifickymi RNA-viaZzucimi proteinmi, ktorych
mnozstvo a schopntsvazby zavisi na stimuloch z prostredia. Tento tiggradécie sa
vyuziva napriklad pri Zelezom-regulovanom odburaveansferinového receptorlR@uault,
Klausner, 1997).

Specifickym typom degradacie mRNA je degriacsmere 3° — 5, na ktorej sa
podid’aju exozémy. Tento exozém obsahuje okolo 10 proteimedzi nimi napriklad ré6zne
helikazy a RNazy (Houseley al., 2006). Produktom exozomov su zvysky mRN&apickou
na 5’ konci, ktora je neskor odbaravana nukleazami.

Vyskytuje sa aj NMD degradacia (nonsense-nedialecay) vyuzivana na selektivnu
degradaciu transkriptov obsahujucich giazhé termingné kodony, zabraije sa tak vzniku
nespravnych proteinov. Za tento typ degradaciecslpavedné ,,exon-junction” komplexy
(EJC), ktoré sa vyskytuja na pre-mRNAgas splincingu. Ké je terminalny koddn na alebo
v blizkosti koncového exénu, tak je EJC odstranghgzémom (rozpoznava CBC — cap
binding complex) p&as prvého kola translacie. Ak je terming kodon viac ako 50
nukleotidov upstream od findlneho exonu, je tatdNARozoznavana ako chybna aiaa jej
degradacia (Nagy, Maquat, 1998).

Okrem toho existuje aj non-stop decay (NSE)r& degraduje mRNA bez stop koddnu,
a u kvasiniek nedavno objavena no-go decay degeddistréaujica mRNA, na ktorej je
pozastaveny pohyb ribozémui uz z doévodu pritomnosti sekundarnych Struktdr na
transkripte alebo prostym zastavenim alebo sporimalefongacie (Doma, Parker, 2006).

Zaujimavoou je, Ze u niektorych typoch RNA — tRNA, rRNA &3wA, vedie pridanie
poly(A) konca pomocou TRAMP (TNFR-associated membraprotein) a pritomnés
poly(A)-polymerazového komplexu k rychlej degrad&akychto RNA (Anderson, 2005).

Poda dzky poly(A) konca sa da usudzavaj na ,,vek* mRNA, novovzniknuté mRNA

maju dlhsi koniec na rozdiel od starSich mRNA, &0 maju odStiepenias’ adenozinov.
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Vzitadom na to, Ze u baktérii poly(A) koniec pomahariéxmukleazam v degradacii,
zatid ¢o u eukaryot v stabilizacii mRNA, predpoklada se, poly(A) koniec z&al by
vyZzadovany, aZz ki sa eukaryota odvetvili (Lundberg, von Gabain, 2001

5.2 Transport mRNA z jadra do cytoplazmy

U eukaryotickych buniek iba malag’ z celkovych vytvorenych pre-mRNA molekdl, tzv.
maturovana mRNA, sa v bunk&alej vyuziva. ZvySok — introny, zlomené alebo ch§bn
RNA, nespravne zostrihnuté RNA — je nepotrebnyrawvgla rychlo degradovany. Sposob,
akym bunka rozpoznava, ktoré mRNA mdze pu# transport spravnych mRNA z jadra do
cytoplazmy pref'alSie vyuzitie - translaciu na proteiny.

Transport prebieha cez komplex jadrového p@tary rozpoznava a transportuje iba
kompletn mRNA. Jadrovy pér je Struktira na jadjomeembrane, ktord sa sklada
z proteinov nukleoporinov, ktoré tvoria centralndrul&tru poéru, jadrovy koSik
a cytoplazmatické fibrily. Transport cez tato Stk je umozneny pomocou Specifickych
receptorov, ktoré interaguju jednak s ,,nadkladomenym na transport, jednak s jadrovym
porom. Molekuly RNA byvaju transportované ako ribkleoproteinové komplexy.

Receptormi pre export mRNA su TAP/P15 zé&asti transkripného exportného
komplexu TREX, ktorych Struktdry su konzervované lhsiniek az poludskd bunku
(Masudaet al., 2005). TREX komplex obsahuje Aly a UAP56, ktsteclenmi DEAD box
helikaz, ktoré rozvijaju mRNA a ruSia interakcie RN proteinmi (Strassett al., 2002). Aj
d’alSi ¢clen DEAD box rodiny je stag’ou exportnej masinérie — protein DBP5, ktory sa
asociuje s cytoplazmatickymi fibrilami jadrovéhorpdTREX komplex je v pripade buniek
cicavcovtahany zostrihovou masinériou (Masatal., 2005).

Transportné proteiny a faktory st k mRNA gvidné behom alebo kratko po syntéze a
umo#iuju jej interakciu s jadrovymi pormi.

Aby bola mRNA transportovana, musi pfepgidanim ¢apicky, zostrihom intrénov
a polyadenylaciou. Kazdy ztychto krokov ma svojasthy mechanizmus a enzymy,
predpoklada sa vSak, Ze jednotlivé mechanizmy sjpgpené cez interakcie jednotlivych
proteinov na docielenie vysSegidnosti celého procesu exportu; plus vSetky fazy su
prepojené s transkripciow;o zaisuje vytvorenie funénej messengerovej ribonukleovej
partikule (MRNP). VzPFadom na dolezita's kotranskrignych procesov, musia existava
kontroly, Ze mRNA uZz preSlo jednotlivymi UpravarRieto na export je dblezita pritomros

komplexu viazuceho sa riapicku (CBP — cap binding protein), naopak pritomhssRNP
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zWastnenych na zostrihu je pre transport neziaducaRINA sa putaju aglalSie proteiny
nazngujuce kompletny zostrih. K&e jadrovy por vine prepug&a len molekuly do uitej
velkosti, tieto proteiny slUZia aj ako exportny sigpgd molekulu mRNA.

K mRNA sa na 5’konci pridav&apicka, na ktoru sa pripajaju proteiny tvoriace komplex
viazuci ¢apiku (CBC — cap binding complex). Zardvea viaZze na spliceozoOm a pridava sa
poly(A) koniec na 3'. Pritomndszostrihového aparatu pgahuje TREX komplex, ktory sa
viaZze na 5’koniec (Cheng al., 2006). Protein Aly sa viaZe na receptor TAP/RItastava
export v smere 5’ - 3.

Vd’aka tymto mechanizmom je syntéza RNA v jadre oddeta translacie v cytoplazme

a translatuju sa len maturované mRNA.

5.3 Vplyv na translaciu

Ukézalo sa, Ze vyznamnu uUlohu v translaca protein PTB (polypyrimidine-tract-
binding protein — efektor polyadenylacie). PTB mglyv na reguléciu translacie a jej
iniciaciu (Varcarcel, Gebauer, 1997). P6évodne bobjaveny ako protein zastneny
v zostrihu, postupne sa zistilo, Ze ma mndladsich funkcii v procesoch ako polyadenylacia,
stabilita mRNA a inicidcia translacie. Jeho funkaavisi na lokalizacii v bunke ana
interakcii s inymi proteinmi. Zistilo sa, Ze fungugko RNA chaperdon a dokaze prestava
Struktaru RNA, a tym ovplyviiivazbu k réznym faktorom (Auwetet al., 2007). Umo#uje
alternativnu formu iniciacie translacie modulovarsitruktury IRES (internal ribosome entry
site). IRES-sprostredkovand translécia sa vyuzipadmienkach, kedy je inhibovana tvorba
capicky, napriklad v strese bunky, apoptdéze alebo infelkxneprebieha talkéapickou-
sprostredkovana translacia (Spriggsal., 2008). Na infekcii sa dastnia aj virové IRES,
pretoZe viruscasto koduje proteazy Stiepiace tratsia iniciatny faktor elF4G, takze
translacia virovych proteinov musi prebighaa ¢apicke nezavislym spdésobom. PTB tu
funguje ako ITAF (IRES-transactivating factor),Romaha zaujatakl IRES Struktulru, ktora
sprostredkovava najefektivnejSiu iniciaciu tranglac (Mitchell et al., 2005). PTB sa
zWashuje aj na pritiahnuti ribozOmu. Dokéaze zamvveprostredkova vazbu medzi
ribozémom a IRES (Spriggs al., 2005).

Na iniciacii translacie sa potiieaj PABP protein, a to cirkularizovanim mRNA, kedy
interaguju cytoplazmatickycapicku-viazaci komplex s PABP proteinom. Vznik tejto
uzavretej sloky suvisi s interakciou inicéaého faktoru elF4G s PABP a interakciou elF4G

scapikou-viazucim proteinom elF4E. Tato spolupraca fedtovedie k zvySeniu afinity
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elF4E kcapike (Luoy, Goss, 2001), posije vazbu PABP k RNA (Lest al., 1997)
a zvySuje ATPazovlu a RNA helikdzovu aktivitu elF@i, Goss, 2000). Kombinacia tychto
efektov zarduje zvySenu translaciu mRNA obsahujucietpicku a poly(A) koniec.

Aktivita PABP je regulovana PABP-interagujaciproteinmi (Paip — PABP-interacting
proteins). Paip sa viaze k elF3, zamvelF3-Paipl stabilizuje interakcie medzi PABP
a elF4G, atym napomaha cirkularizacii mRNA. Dod#d tvorbe komplexov, ktoré cez
r6zne sprostredkovavané interakcie dostavaju mRNMRAdzomu. V sdasnosti sa ukazuje, ze
existuju dva spbsoby, ako je mMRNA prostrednictvoraly@®) konca rekrutované
k transl&nému aparatu, ato spojenie poly(A)-PABP-elF4G-e(fe3p. elF4G-elF4E-cap),
a nedavno u cicavcov objavené prepojenie poly(ApRalF3 (Martineauet al., 2008).

Nezastupifaa Glohu v inicidcii translacie teda hra faktor &IFktory u cicavcov
pozostava az z 13 neidentickych podjednotiek (eH&F3m). Organizuje interakcie medzi
mnohymi faktormi translacie a ich zoskupenie na go&jednotke ribozoOmu. Spolupothkesa
na rozpoznavani iniciaého koddnu. Svojim umiestnenim na 40S podjednjekeid’om
regul@&nych faktorov, napr. proteinkinazy mTOR (HinnebyscR006). Z liadiska
polyadenylacie je ddéleziteé, Ze jeho podjednotka3elBa viaze k faktoru elF4G, ktory sa,
okrem iného, pripaja k PABP (LeFeb\ateal., 2006).

V molekuldch mRNA, kde poly(A) sekvencia gregha inicigny kodon,¢i uz prirodzene
alebo je umelo vloZena do 5’'UTR, bolo pozorovaméniciacia translacie je len malo zavisla
na pritomnosticapickove) Struktary a podrobnejSim vyskumom sa zistiig v tychto
pripadoch nie je potreba ini¢i@ho —¢apicku-viazuceho faktoru elF4F (Shirokikh, Spirin,
2008). Id’alSie pokusy tejto pracovnej skupiny ukazali, Zze NARbez ¢apicky sa horSie
translatuje v prvom kole iniciacie, aled@lSich, kedy sa vlastne na transkript&izaju
formova® polyzomy, je efektivita prekladu uz zrovniiéd s variantou nesucotapicku
(Alekhina et al., 2007). Tieto informacie naz&igju nezastupitd ulohu poly(A) konca
v iniciacii translacie, pri tvorbe polyzomalnych rkplexov a pri zahgjeni prekladu mRNA
nesucich IRES element.

Cytoplazmatickad polyadenylacia vedie k aktivdranslacie tym, Ze poly(A) koniec
pritahuje inicigné faktory pomocou ich vazby k PABP (polyA-bindipgotein). Zarova
dochadza k uvtmeniu mRNA z represnych komplexov ddwymenou ¢apicku-viazuceho
komplexu za elF4E / elF4G, alebo vytiahnutim mRNR-body podobnych RNP komplexov
(Brengueset al., 2005).

Dizka poly(A) konca tiez ovplywije translatovatmos™ mRNA. ZniZzenie znamena

V&Sinou represiu translacie, zdtigo zvySenie jej aktivaciu.

19



Terminacia translacie je stimulovana faktoreRF1, ktory je aktivovany GTPazou eRF3
(Kisselevet al., 2003). eRF3 interaguje s C-terminalnou doménaoptazmatického PABP,
a tym posihuje rozpad transt@ého aparatu a recyklaciu ribozomu (Hostehal., 1999).

Obr. 6: Model polyadenylaciou-indukovanej aktivadranslacie. P&s zrania oocytu je
CPEB fosforylovany na Ser-17do zvysSuje jeho afinitu k CPSF. To vedie k cytoplaticke]
polyadenylacii. Narastajuci poly(A) koniec fahuje PABP, ktory interaguje s elF4G. Tym
zvySuje afinitu elF4G k elF4E a vedie k cirkuladzdnRNA (Barnardet al., 2004).

U kvasiniek existuje vyuZzitie nsmpicke nezavislej translacie, fas stresu spésobeného
napriklad limitaciou Zivin. Tento mechanizmus jéeddy pre fyziologickl adaptaciu na stres,
vo svojom désledku vedie k indukcii hyfalneho rast@accharomyces cerevisiae. Gény
dolezité pre tento tzv. invazivny rast kvasiniekatiuju dlhé 5’neprekladané oblasti (5’UTR),
ktoré obsahuju zlozité sekundarne Struktibalej vSak nest A-bohaty element, ktory
sprostredkovava vnuatornu iniciaciu translacie tgmpriahuje Pabl protein do 5’UTR. IRES
pre svoju transknd aktivitu vtomto pripade vyZaduje ini¢iey faktor elF4G, jeho
odstranenie sposobilo pokles translacie na 25% ghisjoaktivity. Predpoklada sa teda, Ze
Pabl sa viaze na 5’UTR prostrednictvom A-bohatyltvencii imitujucich poly(A) koniec,
a tym nahradzuje funkcitapicky a elF4E v pitiahovani faktoru elF4G (Gilbegt al., 2007).

Iné Stadie na kvasinkach ukazuju, Ze mRNAn€ge pripojové k ribozomu i nezavisle
na pritomnosti elF4G (a tym pravdepodobne nezawialénterakcii elFAE &apickou), a to
bud priamou vazbou na elF3, alebo podobnym mechanizrsprostredkovanym Pabl
a poly(A) koncom. Deplécia elF4G vtrangia kompetentnom lyzate totiz vedie
k akumul&cii 48S prediniataych komplexov namiesto ich Ubytku (Jivotovskastaal.,
2006).
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5.4 Regulacia génovej expresie

V eukaryotickych mRNA existuje viacero miasioznej polyadenylacie, preto vyber
jedného patri k mozZnostiam regulacie génovej ex@rediovori sa o alternativnej
polyadenylacii.

Priblizne polovicdudskych génov (54%) m4 alternativne miesta polygdeie (Tianet
al., 2005) veduce kvzniku rozdielnych 3'UTR sekvendheprekladané oblasti)
a v niektorych pripadoch az ku vzniku rozdielnyaloteinovych produktov. Okrem toho
k zvySovaniu diverzity mRNA prispievaju i mechanigralternativnej iniciacie transkripcie
a alternativneho splicingu. Existuju aj rozne pasi$l&né Upravy proteinov (napr.
fosforylacia), ako aj regulacia tvorby proteinévuz lokalizovanou translaciou RNA v bunke
alebo stabilitou RNA.

Existuju dve triedy alternativnej polyadermyga— odohravajuca sa nac¢8stiach exonov
a odohravajuca sa upstream od 3’exénov. Prva tjedasinou umiestnenena dowstream od
stop kodénu a vedie k vzniku roznych 3'UTR oblaBtiuha trieda je zwajne vystrihnuta,
apreto sa tieto polyadenylte miesta volaju intronové poly(A) miesta. Vedu nkene
v protein-kodujucej sekvencii.

Intronové poly(A) miesta mbézu Hylalej rozdelené na dve skupiny — miesta, ktoré
konvertuju vnatorny exon na terminalny exén, saajiolkombinované terminélne exény;
miesta, ktoré vedu Kk vyuzitiu terminalneho exénsuanasledne vystrihnuté, sa volaja
vynechané terminalne exony.

Poda najnovSich vyskumov, 48%udskych génov ma alternativne miesta ¥aStiach
exénov, 22% v intrénoch a 13% maju oba typy altévngch miest polyadenylacie (Lest
al., 2007).
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Obr. 7: Typy alternativnej polyadenylacie (Tianp2n

3 .mosh exon:

Co sa tyka regulacie, predpoklada sa, Ze jednotingsta polyadenylacie su vyberané
pod’a Urovne vyvoja organizmu a d@atasti bunéného cyklu (Zhangt al., 2005). Zalezi to
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na réznych faktoroch; napriklad hladina CstF-64lsgojena s alternativnou polyadenylaciou
imunoglobulinu M v imunitnych bunkéach; vyradenie 28Da podjednotky CF .}

s alternativnou polyadenylaciou mnohych génov; nadigkcia CstF-64 a CPSF-160
s alternativnou polyadenylaciou u saam pohlavnych buniek u mysi (Tian, 2008). Celkovo
je mozné poveda Ze mnozstvo jednotlivych faktorov polyadenylasa liSi v rdznych
tkanivach organizmu (Zhang al., 2005). Mnohé faktory taktieZ podliehaju modifiiém,
ktoré upravuju ich funkciu v rdmci regulacie polgaglacie (fosforylacia a defosforylacia
PAP a CF faktorov).

Castejsie vyuzivané spravidla byvaju konzervovarg(pd miesta (Araet al., 2006).

Alternativne miesta polyadenylacie sa vyvigakas celej evollcie, preto neprekvapi, ze
gény s dlhSou ,,histériou” maju aj viac miest pdigaylacie ako tie ,,kratSie Zijuce". Jednym
z moznych mechanizmov je aj vloZenie transpondwgth elementov (TE) do génovej
oblasti, ktory dava vznik novému polyaderfyl@mu miestu (Zhang, Chasin, 2006). Poly(A)
miesto mo6zZe kv ramci TE, pripadne v jeho blizkosticag’ polyadenyl&ného miesta lezi
na TE,éag’ na pévodnom géne.

Existuje Uzka spolupraca medzi zostrihom Iggoenylaciou, kéze véké mnoZzstvo
alternativnych miest polyadenylacie lezi v rdmdrGnov a zarove mnozstvo proteinov
podid’ajucich sa na zostrihu sacashuje aj na modulécii polyadenylacie. VyuZitie 5'nties
zostrihu méze inhibova polyadenylaciu, naopak vyuZzitie 3'zostrihovych stievedie

k polyadenylacii (Tian, 2008).

6. Reguléacia tvorby poly(A) konca

Regulacia tvorby poly(A) konca je jednym zmdsobov, ako wova’ mnozZstvo a typ
vytvorenych mRNA v bunke — na tejto Urovni sa radine, ¢i vobec transkript exportova
a kde umiestri 3'koniec. To mdze Ky samozrejme ovplyvnené podmienkami prostredia,
celkovym stavom bunky, fazou jej Zzivotného cyklupad. Transkript, ktory nie je
polyadenylovany, je zwajne degradovany alebo mengjinine transportovany z jadra do
cytoplazmy.

Regulovana moze tyaj &innog, s akou sa zoskupuje polyaderiyia komplex na
substrate. Polyadenyiaé miesta mozu yslabé, pretoZe signalne sekvencie slabéajtiju
komplex alebo st v nevhodnom okaoli.

DalSou mozna®u je regulacia priamo #astnenych enzymov posttransigmi

Upravami.
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Znamym regulatorom polyadenylacie je proté?iB (polypyrimidin-tract-binding
protein), o ktorom sa predpoklada, ze'ati s CstF o pyrimidin-bohaté downstream oblasti,
a tym padom brani Stiepeniu 3’konca nutnému prestemie polyadenylacie (Castelo-Branco
et al.,, 2004). PTB ovplyiuje aj vyber polyadenytmého miesta a vedie k vzniku mRNA

s variabilnymi 3’koncami, a teda k proteinom s ggmnC-koncami.

7. Defekty vo formovani poly(A) konca a ich vplyv a zdravie jedinca

Pre Stiepenie a naslednu polyadenylaciu jezid@ sekvencia AAUAAA, na ktord sa
viazu faktory popisané vysSie. Je preto zjavngatachy v tejto sekvencii vedu k zavaznym
problémom a chorobam.

Napriklad mutacia — delécia dvoch poslednyatkleotidov tejto sekvencie ma za
nasledok znizenie stability génu ptedsky a2 globin, zarovi interferuje - znizuje
transkripciu génu prel globin. Désledkom je zniZenie mnoZstdaaa?2 globinu,co vedie
k chorobe zvanej-thalasémia (Giordanet al., 1999).

Naopak, multiplikacia sekvencie moézet daznik viacerym alternativnym miestam
polyadenylacie a vedie tak k viacerym produktoradngho génu. Takéto mutacie mézu tvies
k r6znym porucham v zavislosti na mnozstve jedmpth izoforiem proteinu.

Existujd dve polyadenyiaé sekvencie v géne pre amyloidovy prekurzor, ktoré
produkuju dva typy 3'UTR. DIhSia forma obsahuje iaav258 nukleotidov, ktoré zvySuju
translaciu. Ukazalo sa vSak, Zecstaridanie 6smich nukleotidov ku kratkej forme aldivita
translacie je rovnakd ako udlhej. Dva guanozinavgsky na 3’konci tychto 6ésmich
nukleotidov funguju ako kontrola translacie. Natpfoy v mozgu sa viaze iba kratSia forma,
avSak viac translatovdiea je dlhSia forma (pretoze sa neviazu proteingrekby branili
translacii),co v kon€énom dosledku méze zapinit’ vznik amyloidnych plakov hromadenim
dlhej formy, a teda Alzheimerovej choroby (Mbedtaal., 2000).

Je zrejmé, Ze polyadenylacia ma svoju ulohupmj rakovine, napr. alternativnou
polyadenylaciou méze vznikdinespravny protein, ktory bunku poskozuje. Bolaataka
existencia dvoch foriem poly(A) polymerazy — jeddasicka zdastnena na polyadenylacii
v zdravych bunkéach a poly(A) polymeraza pritommé&dorovych bunkach. Enzym pritomny
v nadorovych bunkach je ofee viac fosforylovany,co spbésobuje obrovsky néarast jeho
aktivity (Rose, Jacob, 1979).

V bunkovom cykle sa nachadzaju kontrolné badkp BRCAL (breast cancer), p53 a iné,

ktoré maju dbélezity vyznam pri posSkodeni bunky, kedtivuju opravné mechanizmy alebo
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indukuju apoptozu. (Kastan, Lim, 2000). Ak je bunt@Skodena, BRCAL sa fosforyluje
a spolu s jej vazbovym protein BARD1 (BRCA1l-ass@uaRING domain protein), indukuju

odpovel bunky (Deng, Wang, 2003). Komponenta BARD1 saeviad podjednotku CstF-50,

¢im inhibuje polyadenylaciu (Kleiman, Manley, 2008)utacie v tomto géne boli spojené so
zvySenym vyskytom rakoviny prsnika a vajéov.

Kazdodenne sme vystavovani vplyvu nebé&zpeh latiek v prostredi, v strave alebo
cigaretovom dyme. Aromatické aminy vtychto IlatkacmbdZzu by acetylované
acetyltransferazami NAT1 a NAT2 (O- acetylaci&), méze vies k vzniku nebezpmych
karcinogénnych latok (Heigt al., 1993). Existuje rozsiahly polyadenitegy polymorfizmus
v tychto enzymoch, vyuZivaju sa r6zne polyadetndamiestago vedie k vzniku viacerych
variant. Niektoré varianty NAT1 su schopné rapidaegtylacie a vedu k zvySenému riziku
kolorektalneho karcinomu (Laregal., 1994).

Zvysene riziko systematickej lupus erythemasosa priklada molekule SNP, ktora ma
vplyv na alternativnu polyadenylaciu génu pre iiet@movy regulany faktor 5 (IRF5).

Medzi dalSie choroby, na ktoré maju poruchy v polyaderiylgmripadne alternativna
polyadenylacia vplyv patria aj trombofilia, imunsdigulacie, polyendokrinopatie,
enteropatie, X-viazané syndromy a Wiskott-Aldrighdrom (Cheret al., 2006).

8. Polyadenyléacia u nizsich eukaryot

Polyadenykné signaly u kvasiniek su menej konzervované akgsgich eukaryot a viac
komplikované. Minimalne tri elementy su vyZadovaaéo UA-bohaty elementinnosti (EE
— efficiency element - délezity pre aktivaciu pomho elementu), A-bohaty pony element
(PE - positioning element) a vlastné miesto polpgtieie (Guo, Sherman, 1996) {viObr.
1). Rozpoznanie polyadenyl@@ho miesta je zalozené nac$@m mnozstve slabych
interakcii, nie na jednej vysokoafinitnej interakci

Pre Stiepenie su nevyhnutné Stiepiace fak@Fy |, a CF I, ktoré nie su pribuzné
cicawim CF |, a CF Il,. Pre polyadenylaciu je dblezita pritomfi@3F |, polyadenylaného
faktoru | (PFI) a poly(A) polymerazy (Papl). Poifikovani komplexov sa vSak ukazalo, Ze
CF Il aPFI maju mnohé polypeptidovétagce spoltné, nie je eSte Uplne znama
zastupiténog’ tychto dvoch faktorov. Funkcia jednotlivych podjetiek danych faktorov tiez
nie je uplne objasnend,tak ako nie je objasnenéy kiblypeptid Stiepi RNA.

Regulaciu i¥ky poly(A) konca ma na starosti protein Pabl (kuas/y homoldg

cicakieho PAB I). Tento 70 kDa protein sa viaze na pdjykonce v jadre aj cytoplazme
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a (tastni sa iniciacie translacie (Tarwh al., 1997). Ozku poly(A) konca ovplyiuje
pritiahnutim PAN (poly(A)-specific nuclease) a olimenim pristupu Papl k RNA substratu
(Zhelkovsky et al.,1998). Kvasinky s defektom tohto proteinu, pripadvasinky s Uplnou
absenciou tohto proteinu maju prilis dihé poly(apke. Priemernéizka poly(A) konca je 70
adenozinov. Na rozdiel od vysSich eukaryot, kde PABepinal syntézu z distributivnej na
procesivnu, u kvasiniek sa na tom pravdepodobnéefmd faktory nepribuzné jadrovym
alebo cytoplazmatickym PABP; PABP ich iba nepriameguluje interakciou s RNA-
procesivnymi faktormi alebo nasadnutim na nascemRBIA. Ukazalo sa, Ze Pabl interaguje
s nukleoporinmi, a tak umadje transport MRNA z jadra do cytoplazmy (Alleral., 2001).
Pre kvasinky je pritomn@$?ABP esenciélna pre Zivot (Sachsl., 1987).

Pabl spolupracuje s poly(A)-Specifickymi reddami PAN (poly(a)-specific nuclease),
&im ovplyviiuje dzku poly(a) konca. PAN sa sklada z minimalne dvpetjednotiek — Pan2
(127 kDa) a Pan3 (76 kDa), obe su kdédované needawicii génami (Boecket al., 1996;
Brown et al., 1996). Podjednotky spolu navzajom interagujinZPiateraguje s Pabl a tvori
katalytické centrum nukleazy (patri do rodiny RNz 3'-5’ exoribonukledz) (Mian, 1997).
PAN tak udrzuje Eku poly(A) konca medzi 50 — 90 adenozinovych zeyskde o neustéale
nastavovanie syntézy a degradacie.

Co sa tyka proteinov 2astnenych regulacie polyadenylacie u kvasiniek, ained
najznamejSie patri Ref2 RNA-vazbovy protein, kisg/ podi€a na @&innom procesingu
slabych poly(A) miest (Russnakal., 1994).

Na rozdiel od vysSich eukaryot, kde€sida histonovych mRNA nie je polyadenylovana
(obsahuju sleku na 3’konci), u nizSich eukaryot polyadenylov@ma

Vé&sina génov u kvasiniek neobsahuje Ziadne intrérgtopTREX komplex, z&astneny
na exporte mMRNA zjadra, je pritiahnuty do procesz transkripni masinériu. Kéze
MRNA obsahuji&apikku a nanu sa viazuci CBC komplex, predpoklada sa, Ze ttaptije
TREX komplex. Ukazalo sa, Ze aj iné Specifické seloie a na ne sa viazuce komplexy sa
mozu zw@astni’ na exporte génov bez intrébnov, nevie sa v8ak, hra dlohu aj pritomnds
CBC/TREX komplexov (Huang, Steitz, 2001).

Exportné mechanizmy na kvasinkach st momeatgredmetom vyskumu, &ee
obsahuju faktory senzitivhe na teplo, predpokla&e su iné poziadavky na export mRNA

v r6znych teplotach (Takemuegal., 2004).
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9. Zaver

Polyadenylacia, rovnako ako aj ostatné mkddie mRNA typu zostrih a pridanie
capicky, patri medzi délezity a nevyhnutny proces ¢edSi osud vé&8iny mRNA. Utuje jej
export z jadra, wuje jej stabilitu, pripadne rychlbsdegradacie, ovplywuje transkripciu
a translaciu cez viaceré svoje faktory.

Preto je jasné, Ze akdkek chyba v polyadenylacii m6ze thdatalne nasledky pre
zdravie jedinca¢i uz sa kvoli nedostatmému alebo chybajucemu poly(A) koncu degraduje
potrebnd mRNA, alebo nespravna cytoplazmatickagutagylacia méze viék defektom vo
VyVvoji jedinca.

Vd’a faktorov a detailov diadom tohto zaujimavého a esencialneho procesunasie
Uplne znamych alebo presnych, preto si myslim, yesd malo ndialej pokr&ova’

v intenzivnom vyskume, aby sme sa dozvedeli vipcooese, ako aj o jeho vplyve na rézne
defekty a choroby. MoZno ndm prave tieto poznatky@zu ligit zavaznd'udské ochorenia

ako thalasémia, r6zne imunologické poruchigriaz aktuélnejSiu Alzheimerovu chorobu.
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