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Abstrakt

Exo0z6m je proteinovy komplex pfitomny v jadie a cytoplazmé kvasinek podilejici se
na degradaci, Gpravach a nastaveni hladiny vzniku a zaniku RNA. Jeho jadro se sklada
z deviti katalyticky inaktivnich podjednotek, se kterymi fyzicky asociuje RNA nukledza
Rrp44.

Funkce exozOému je zéavislA na mnoha kofaktorech, respektive fakultativné
asociovanych enzymech, coz zajiStuje jeho vysokou versatilitu. V riznych kompartmentech
bunky funguje odliSnym zpiisobem a hraje roli v odliSnych procesech. V jadie se podili
pfedev§im na upravach prekurzorii rtiznych specializovanych RNA, kdeZto v cytoplazmé
hlavné na degradaci nativnich mRNA. Jeho zékladni funkci je ale ve vSech téchto procesech
exonukleolytické §tépeni jednotetézcové RNA od 3' konce.

Exozém mé své homology napfi¢ organismy — rizné druhy nukledz v bakteriich,
archedlni exozoém, PM-Scl komplex (nebo také exozom) u clovéka, coz implikuje vysokou
konzervovanost této degradacni masinérie. Je tedy zfejmé, ze exozom u kvasinek neni jejich
evolu¢ni novinkou, spiSe naopak nckteré komponenty tohoto komplexu v pribéhu evoluce

ztratily svou ptivodni funkci.

Kli¢ova slova: exozém, degradace RNA, uprava RNA, RNA exonukledza, Rrp44,
Saccharomyces cerevisiae



Abstract

Exosome is a protein complex present in the yeast nucleus and cytoplasm, which
participates in RNA degradation, processing and turnover. The core of exosome consists of
nine catalytically inactive subunits, which physically associate with RNA nuclease Rrp44.

The function of exosome is dependent on many cofactors or facultatively associated
enzymes, and these associations provide high versatility of the complex. In different
compartments the complex works by other means and plays a role in distinct processes. In
nucleus, exosome acts mainly in pre-RNA processing, whereas in cytoplasm its major role is
to degrade native mRNA. Nevertheless, in all of these processes, its general role is the
3' exonucleolytic cleavage of single-stranded RNA.

Exosome has homologs in many various kinds of organisms — e. g. different types of
bacterial nucleases, archeal exosome, human PM-Scl complex (or exosome), which implicates
high conservation of this degradation machinery. Thus, it is very likely that some exosome
components lost their original function over the evolution, more than that the yeast exosome is

an evolutionary innovation.

Key words: exosome, RNA degradation, RNA processing, RNA exonuclease, Rrp44,

Saccharomyces cerevisiae
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Seznam pouzitych zkratek

NLS
Exo09

Exo010

Exol1

ITS

mRNA
NMD draha
ncRNA
NMP
snoRNA
snRNA
PH-kruh
pre-mRNA
pre-rRNA
pre-tRNA
PTC

RNP

rRNA
TRAMP komplex
tRNA
tRNAM
UTR

jaderny lokalizacni signél (nuclear localization signal)

jadro exozému obsahujici devét podjednotek (Rrp41, Rrp42, Rrp43,
Rrp45, Rrp46, Mtr3, Rrp4, Rrp40 a Csl4)

desetipodjednotkovy exozom (obsahujici Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45,
Rrp46, Mtr3, Rrp4, Rrp40, Csl4 a Rrp44)

jedenactipodjednotkovy exozom (obsahujici Rrp41, Rrp42, Rrp43,
Rrp45, Rrp46, Mtr3, Rrp4, Rrp40, Csl4, Rrp44 a Rrp6)

internal transcribed spacer

medidtorova RNA (messenger RNA)

draha degradujici nonsense mRNA (nonsensemediated mRNA decay)

nekodujici RNA (noncoding RNA)

nukleosid monofosfat

mald jadérkova RNA (small nucleolar RNA)

mald jaderna RNA (small nuclear RNA)

centralni heterohexamericky kruh exozomu (RNase PHlike ring)

prekurzor medidtorové RNA

prekurzor ribozomalni RNA

prekurzor transferové RNA

pfedcasny triplet terminujici translaci (premature termination codon)

ribonukleoprotein

ribozomalni RNA

Trf4/Air2/Mtr4 polyadenylacni komplex

transferovd RNA

.....

nepiekladana oblast (untranslated region)



1 Uvod

Ribonukleové kyselina mé v eukaryotické buiice mnoho funkei. Jednu z nich vykonava
messengerovd RNA, kterd slouzi jako mediadtor mezi informacni slozkou bunky (DNA) a
slozkou vykonnou (proteinem). mRNA vznika transkripci DNA pomoci DNA-dependentni
RNA polymerazy Il a v procesu translace se preklada do proteinu za pfispéni tRNA
v ribozémovych komplexech. rRNA je dulezitou soucasti téchto ribozomu.

Prekurzory rRNA a tRNA vznikaji transkripci z DNA pomoci DNA-dependentnich
RNA polymerdz I, respektive III, jsou upravovany na hotové rRNA a tRNA a poté
dopravovany na mista svého plisobeni.

K dilezitym druhiim RNA dale patii také snRNA pfitomné v jadre, které¢ se ucastni
sestithu pre-mRNA, a snoRNA v jadérku, které se podili na tvorbé rRNA a jejich modifikaci.

Vsechny tyto RNA podstupuji pied svou maturaci Upravy (sestfih, Stépeni apod.),
jejich kvalita a funk¢nost je pfisné kontrolovana, a taktéz jejich kvantita a Zivotnost je pfesné
regulovdna pomoci fizené degradace. Na vSech téchto procesech se vedle fady enzymi vcetné
riznych jinych nukledz podili také komplex nazyvajici se exozom podle své dominantné
exonukleazové funkce. Tento komplex je neobycejné dulezity diky svym mnohacetnym rolim,
z nichz v mnoha je nezastupitelny. Mnoho procest, pro né€z je nutny, je navic nezbytnych pro
zivot bunky.

Degradovany exozdémem nejsou pouze ,,staré* a nepotiebné RNA, ale také aberantni
RNA, které nevlastni vSechny nalezitosti potiebné pro vykonavani funkce, pro kterou byly
pfedurceny. Jsou to mimo jiné RNA bez stop kodonu, RNA vlastnici pfedCasny terminacni
kodoén (PTC), RNA transkribované z nekodujicich oblasti nebo Spatné sestfizené ¢i nespravné
modifikované RNA. A stejné jako degradace samotna 1 schopnost rozpoznani takovychto
RNA urcenych k destrukci je velmi dilezitou schopnosti buiiky. Toto rozpoznani zajist'uji
pravdépodobné vSechny mozné kofaktory s exozomem asociované, podili se na ném ale
mozna i samotny exozom.

Exonukleazova aktivita neni pouze destrukcéni silou, kterd ni¢i vSe nepotiebné, za
urcitych okolnosti se muze stat i silou tvofivou, jestlize tvofime z dlouhych prekurzora
Castecnym Stépenim krat$i produkty. I zde je exozém nezbytny, i kdyz je jeho funkc¢ni
repertoar pon¢kud omezeny jednosmérnou orientaci jeho asociovanych nukledz.

Ve vyse uvedenych ulohach hraje svou roli mnoho vzajemné propojenych hraci, casto

svazanych se zdanlivé velmi odlisSnymi procesy. Cilem této prace bylo predlozit alespoii jeden



zUhll pohledu, ktery nastini propojenost RNA metabolismu v bunice shrnutim téch
nejzakladngjSich funkci exozomu a jeho interakénich partnerd. Je nicméné vice nez

pravdépodobné, Ze mnoho tloh a kofaktorti tohoto komplexu jesté nezname.

2 Exo0zom a jeho komponenty

Ex0z6m byl poprvé popsan v kvasince Saccharomyces cerevisiae a nazvan exozomem
jakozto komplex mnoha asociovanych exoribonukledz (Mitchell et al., 1997), coz se pozdé&ji
ukazalo byt ponékud neptesné. Plivodné se totiz mélo za to, ze vSechny podjednotky jsou
enzymaticky aktivni. Jeho hlavni o¢ekdvana funkce byla uprava 3' konce mnoha riznych RNA
u eukaryot (Mitchell et al., 1997).

Nejdiive bylo objeveno pouze pét podjednotek exozdému (proteiny Rrp4, Rrp4l,
Rrp42, Rrp43 a nukledza Rrp44; Mitchell et al., 1997), brzy bylo identifikovano i1 zbylych pét
podjednotek exozomového jadra (Rrp40, Rrp45, Rrp46, Mtr3, Csl4) a jaderny kofaktor Rrp6
(Allmang et al., 1999b).

Ptedevsim po zjisténi, ze devét podjednotek exozoému je enzymaticky inaktivnich (Liu
et al., 2006), ziskalo na vyznamu studium nejriznéjSich kofaktor asociovanych s exozomem.
Katalyticky inaktivni ¢ast je v nov&jsi literatuie oznacovana jako jadro exozomu (diive bylo
jako jadro nazyvano deset zakladnich komponent povazovanych za aktivni nukledzy), zde ji
budeme zkracené nazyvat Exo9 (Liu et al., 2006). Zékladné vybaveny exozom o 398 kDa
(Wang et al., 2007), obsahujici krom¢ jadra jesté Rrp44, budeme dale znacit jako Exol0,
exozom s asociovanym Rrp6 jako Exoll (Liu et al., 2006).

V kvasinkach piisobi dvé zékladni formy exozému, jadernd a cytoplazmaticka, které se
kromé své lokalizace li§i svym sloZzenim a v zavislosti na tom i svou funkci. V obou téchto
formach se vyskytuje deset zédkladnich podjednotek — jadro (Ex09) a nukleaza Rrp44. Lisi se
svymi kofaktory (Allmang et al., 1999b; van Hoof ef al., 2000b) a nékteré jejich komponenty
jsou odlisné fosforylovany, coz by mohlo implikovat rozdily ve vazb¢ substratu nebo aktivité
komplexu (Synowsky et al., 2009).

Exozom je velmi konzervovany komplex (Mitchell et al., 1997), je homologni a
funkéné ekvivalentni lidskému komplexu PM-Scl taktéz nazyvanému exozém, oba komplexy
jsou i podobné svou velikosti (Allmang et al., 1999b).

Na modelu Saccharomyces cerevisiae byl exozoém velmi intenzivné zkouman,

v navaznosti na zvySujici se pocet znalosti ojeho roli se vSak centrum pozornosti



v nejrecentnéjSich ¢lancich presunuje spiSe na jeho lidsky homolog, coz je vzhledem k jeho

potencialnimu medicinskému vyznamu pochopitelné.

2.1 Jadro exozomu

Jadro exozému (Ex09), jehoz trojrozmérny model z bo¢niho pohledu je vyobrazen na
Obr. 1, ma asi 284 kDa a sklada se, jak uz bylo uvedeno vySe, z deviti proteinovych
podjednotek, které nejsou katalyticky aktivni. VSechny tyto proteiny jadra exozoému jsou vSak
esencialni pro jeho zZivotaschopnost. Lze predpokladat, ze tyto podjednotky v pribéhu evoluce
ztratily sva katalytickd mista, ponévadz jejich homology u prokaryot a archei vykazuji
enzymatickou aktivitu, ale v kvasinkdch tyto proteiny umoznuji hlavné interakci s mnoha
asociovanymi regula¢nimi ¢i enzymatickymi
faktory a substraty (Mitchell et al,, 1997;
Allmang et al, 1999b; Liu et al, 2006;
Dziembowski et al., 2007; Wang et al., 2007).

Sest podjednotek tvofi mezi sebou
heterodimery a spolecné vytvari centralni
heterohexamericky kruh exozomu (RNase

PH-like ring, dale jen PH-kruh), ktery je

Rrpd1
zobrazen na Obr. 2 vlevo. Tyto proteiny, Rrp41,
) Obrazek 1: Model jadra
Rrp42, Rrp43, Rrp4S, Rrpd6 a Mu3, jsou eukaryotického exozomu, pohled
homology bakteridlni (E. coli) RNazy PH .z boku®  (pfevzato a  upraveno

v Stefl, 2007).
(Mitchell ef al., 1997; Allmang ef al, 1999b;  ~ nacove @ sefl, 2007

Luz et al., 2007).

Zbylé tii podjednotky, Rrp4, Rrp40 a Csl4, tzv. cap proteiny, interaguji s komplexem
slabé&ji nez podjednotky PH-kruhu (Luz et al., 2007; Synowsky et al., 2009). Jejich vazba na
podjednotky PH-kruhu je nastinéna na Obr.2 vpravo. Maji sekvence homologni
k RNA-vazebnym doménam S1, coZ pravdépodobné znamend, Ze interaguji piimo se
substraitovymi RNA (Allmang et al, 1999b). Rrp40 dokonce prokazatelné¢ vaze
jednotetézcovou RNA in vitro bez sekvencni specifity (Luz et al., 2007).

Cap protein Csl4 obsahuje N-termindlni doménu, centradlni doménu S1 a C-terminalni
doménu, kterd je strukturné¢ podobna zinc ribbons (podskupina struktur zinkového prstu).

Z4adnd ztéchto domén neni esencidlni, nicméné¢ doména zinc ribbon je vyzadovéana pro



degradaci RNA Pohled zdola Pohled shora

zprostiedkovanou

cytoplazmatickym

CTD
Rrp40 ntD T Csl4

KH $1 NTD

exozomem. Protein Csl4
jako takovy esencialni pro
viabilitu je, narozdil od
ostatnich cap proteini ale
nezajistuje dilezita spojeni
podjednotek PH-kruhu, neni
tedy dulezity pro strukturu
exozéOmu. Jedna zjeho
hypotetickych funkci je, Ze

zajiStuje vazby na substraty

nebo esencialni kofaktory -

vice vazebnych mist Obrazek 2: Struktura jadra eukaryotického exozomu.

vproteinu by  vysvétlilo Podjednotky Rrp41 (purpurova), Rrp42 (Cervend), Mtr3
L (oranzova), Rrp43 (Zlutd), Rrp46 (zelena) a Rrp45 (modra)
postradatelnost kazde tvori PH-kruh, podjednotky Rrp40 (svétle rizova), Csl4
domény (Schaeffer et al., (azurova) a Rrp4 (Seda) tvori tzv. cap (prevzato a upraveno
z Lima a Januszyk, 2010).
2009).

Dalsi dva cap
proteiny, Rrp4 a Rrp40, obsahuji N-termindlni RPL27-/ike doménu, centradlni doménu S1 a
C-terminalni doménu KH. Tyto domény jsou esencialni (Schaeffer et al., 2009).
Jadro exozomu tedy pravdépodobné hraje roli ve vazb&é nebo vybéru substratu
(Dziembowski et al., 2007; Bonneau et al., 2009). Podjednotky Exo09 jsou také nutné pro

interakci kofaktorti Ski7 a Rrp6 s hlavni exozomovou nukleazou Rrp44 (Dziembowski ef al.,

2007).

2.2 Rrp44 (Dis3)

Protein Rrp44 je jedinou katalytickou podjednotkou Exol0 a je zodpovédny za jeho
veskerou exonukledzovou aktivitu in vitro 1 in vivo (Dziembowski et al., 2007), disponuje
vsak 1 endonukleazovou aktivitou (Lebreton et al., 2008; Schaeffer et al., 2009; Schneider et
al., 2009). Delece genu RRP44 je letalni (Mitchell et al., 1997), zatimco kvasinky s inaktivaci



pouze exonukledzového katalytického mista proteinu Rrp44 jsou zivotaschopné
(Dziembowski ef al., 2007).

Tento enzym je podobny lidskému hDis3 (Shiomi et al., 1998) a je homologem
bakteridlnich RNaz II, resp. RNazy R E. coli (Mitchell et al., 1997; Allmang et al., 1999b), ale
obsahuje N-terminalni doménu PIN, kterd chybi jak u RNéazy R, tak u RNazy II (Lorentzen et
al., 2008). Rrp44 tedy pravdépodobné vznikl v evoluci fuzi této domény PIN a bakterialni
RNazy II/R (Lebreton et al., 2008). Zastoupeni domén v nukledze Rrp44 je schematicky
zobrazeno na Obr. 3. Domény tohoto proteinu jsou funkéné oddélitelné, primarné zajiStuji

degradaci nebo vazbu substratu (Schneider et al., 2007).

0 o < o o
< Q) o N~ o o
s] a < < o -
CR3 | csp1 |[GSDE RNB | si
& AN J
N-terminalni usek oblast homologni k RNaze I

Obrazek 3: Schematicka reprezentace domén proteinu Rrp44 (prevzato a upraveno z Schaeffer
et al., 2009).

3'-5' exonukledzovd aktivita tohoto proteinu je procesivni a silné¢ preferuje
3" hydroxylovou skupinu na substratu, substrat hydrolyticky $tépi na nukleosid 5'-monofosfaty
(dale jen NMP) a je zavisld na submilimolarnich koncentracich hotecnatych kationt (Mitchell
et al., 1997; Liu et al., 2006; Dziembowski et al., 2007). Navzdory své procesivité degraduje
pouze ptiblizné jeden substrat za minutu. Faktorem limitujicim rychlost enzymu by mohla byt
konformac¢ni zména pted zapocetim hydrolyzy anebo pii uvolnéni produkti (Dziembowski et
al., 2007).

Nukledza Rrp44 ma asi padesatkrat vysSi afinitu k jednofetézcové RNA nez
k jednotetézcové DNA (Lorentzen et al., 2008) a rozhodnuti, zda Rrp44 vyuzije svou
endonukledzovou nebo exonukleazovou aktivitu, je zavislé na typu substratu (Schaeffer et al.,
2011).

Se zbytkem exozomu podjednotka Rrp44 interaguje tak, ze svou C-termindlni ¢asti se
vaze zespodu PH-kruhu k podjednotkdm exozémového jadra Rrp45 a Rrp43, s C-koncem
Rrp45 interaguje hydrofobnimi a polarnimi vazbami, zatimco jeho N-terminalni Cast je
navazana na podjednotku Rrp41 (Wang et al., 2007; Bonneau et al., 2009).

Protein Rrp44 je sam o sobé schopen rozplétat sekundarni struktury na substratovych



RNA, ptitomnost jadra exozoému piekvapiveé tuto schopnost snizuje. Rrp44 dokaze degradovat
substraty s minimalnim jednofetézcovym 3'koncovym piesahem 4 nukleotidy, na delSich
piesazich (alespon 9 nukleotidi) je ale mnohem ucinngjsi. Exozomovy komplex nicméné
potiebuje delsi jednotetézcové presahy (viz kapitola 3.1), to pravdépodobné znamena, ze jadro
exozoému degradaci kratSich presahi fyzicky ptekazi, coz by mohlo slouzit jako ochrana proti
nechténé degradaci stabilnich RNA (Liu et al., 2006; Wang et al., 2007; Lorentzen et al.,
2008).

Exonukleazova aktivita proteinu Rrp44 je in vitro potlatovana manganatymi kationty
(Schneider et al., 2009) a zvySovana hofe¢natymi kationty. Pro hotecnaté kationty jsou v
aktivnim misté¢ nejspi§ dvé, ale minimdln¢ jedno vazebné misto (Lorentzen et al., 2008).
Doména RNB, ktera tuto aktivitu zajistuje, fyzicky interaguje s doménou PIN, coz umoziuje
exonukleazové a endonukleazové doméné fungovat rovnéz v frans (Bonneau et al., 2009).
RNA se do katalytického mista domény RNB vaze svym 3'koncem pomoci interakce
fostatové kostry s aminokyselinovymi zbytky proteinu (Lorentzen et al., 2008; vice
v kapitole 3).

Doména CSD1 Rrp44 reguluje aktivitu domény PIN (Schaefter et al., 2009), interaguje
konzervovanymi elektrostatickymi interakcemi s Rrp45 (Bonneau et al., 2009) a podili se na

vazbe¢ substratu k RNB doméné (Lorentzen et al., 2008).

2.2.1 Doména PIN proteinu Rrp44

Doména PIN na N-konci proteinu Rrp44 ma endonukledzovou aktivitu, a to in vitro i
in vivo (Schneider et al., 2009), kterd je nezavisla na exonukledzové aktivit¢ domény RNB.
Nema in vivo zadny vliv na degradaci jednoietézcovych substratii, ale umoznuje degradaci
napf. cirkuldrnich RNA nebo RNA se sekundarni strukturou, zejména stabilnich RNA
s kratkymi 3' pfesahy, kde piispiva k jejich rozvijeni (Lorentzen et al., 2008; Lebreton et al.,
2008). Exonukledzova a endonukledzova aktivita spolu spolupracuji, endonukledzova aktivita
pravdépodobné poskytuje exonukledze nové 3' konce (Lebreton ef al., 2008).

Doména PIN je podstatn¢ aktivnéjs$i na substratech s 5' monofosfatem nez na téch
s 5' hydroxylem (Schaeffer et al., 2009). Je tedy mozné, ze endonukledzova aktivita Rrp44
vaze vétSinu primarnich substrath relativné neucinng, protoze obsahuji 5' hydroxyl, ale
pocatecni St€peni na produkty s 5' monofosfatem by mohlo afinitu Rrp44 k substratu zvySovat.

Tento proces mozna zajist'uje rychlé dokonceni degradace poté, co je jednou $tépeni zahdjeno



(Schaeffer et al., 2009).

Endonukledzova aktivita je in vitro stimulovdna manganatymi kationty, pfitomnost
téchto kationti umoznuje efektivné degradovat RNA 1 mutantnimu proteinu Rrp44
s inaktivovanou exonukledzovou aktivitou (naopak exonukledzové aktivita Rrp44 je témito
ionty inhibovana, viz vyse). Endonukleazovou aktivitu domény PIN lze navic in vitro zrusit
¢tyfmi bodovymi mutacemi v konzervovanych aminokyselinovych zbytcich pravdépodobné
vazajicich ionty kovu. Prestoze ale in vitro vyzaduje endonukledzova aktivita nefyziologickou
koncentraci manganatych kationtil, in vivo je tato aktivita dostacujici pro rychlou degradaci
mRNA. Je tedy pravdépodobné, ze in vivo je endonukledzova aktivita stimulovéna spise
kofaktory namisto kationtii, ponévadz kationtli by bylo potteba velké mnozstvi a navic mohou
inhibovat jiné enzymatické aktivity (Schneider ef al., 2009; Schaeffer et al., 2011).

Doména PIN ma také dilezitou strukturni funkci - ukdzala se byt vyznamna a
dostaCujici pro asociaci Rrp44 sjadrem exozému — Rrp44 bez domény PIN se k jadru
exozomu vaze podstatné slabgji (Schneider et al., 2009).

Inaktivace jen exonukledzové nebo jen endonukledzové aktivity je slucitelna
s viabilitou, ale inaktivace obou aktivit ma za nasledek nefunkéni exozoém, a tudiz je letalni.
Tato skute¢nost naznacuje urcitou vzajemné redundantni, nicméné spolecné esencialni funkci

obou aktivit (Schaeffer ef al., 2009; Schneider ef al., 2009).

3 Vstup substratu k aktivnimu mistu proteinu Rrp44

RNA urcend k exonukleolytické degradaci pomoci podjednotky Rrp44 muize
k aktivnimu mistu tohoto enzymu pfistupovat alespoit dvéma odliSnymi zpisoby, tedy
z raznych sméra. Tyto dva zpiisoby se lisi predev§im pozadavkem na délku jednotetézcového
konce a jsou pravdépodobné charakteristické pro urcité typy substratd (Wang et al., 2007).

Dvé moZznosti vedeni jednotetézcového vldkna zndzortiuje Obr. 4.

3.1 Cesta pies PH-kruh

Tento zpusob piistupu vyzaduje jednofetézcovy piesah substratu alespon 15-20
nukleotidi (Wang et al., 2007). Cely exozom ale vaze idedlné¢ asi 31-33 nukleotidi
jednofetézcového substratu, Rrp44 sam o sobé vaze asi 9-12 nukleotidd (pfi mutaci zbytkd

vazajicich kovy v doméné PIN vaze jen 8-9 nukleotidl, a to v pfitomnosti i nepfitomnosti



jadra exozomu). Zbylych ptiblizné 20 nukleotidl tudiz musi vazat jadro exozému (Bonneau et
al., 2009).

Centralni kanal tvofeny PH-kruhem ma pomérné konzervovanou strukturu, a diky
tomu se pfislo na to, ze pfivadi RNA k exoribonukledze Rrp44 a je hlavni cestou pro urcité
substraty. V kanalu je konzervované ,,vstupni misto* (entry site) pro substrat a taktéz jeho
,Vystupni misto* (exit site) a tato mista vazi RNA. Predpoklada se tedy, ze jednofetézcova
RNA kratsi nez 33 nukleotidli se vaze 3' koncem na exonukledzové misto Rrp44 a 5' koncem
na opacnou stranu kanalu (Bonneau ef al., 2009).

Exozém umi také sdm rozmotéavat jednoduché duplexy RNA, které maji 3' presahujici
konec dostatecné délky. Tento jednotetézcovy konec prochédzi skrz kandl a jakmile se RNA
zatne degradovat, diky zazenému vstupu do centralniho kanélu se sekundarni struktura RNA
pfi posouvani kanalem mechanicky rozrusi, a to bez pomoci helikaz a spotieby ATP (Bonneau
et al., 2009). Degradace vyzadujici jednofetézcové 3'presahy je vyhodnd, protoze tyto
piesahy mivaji aberantni RNA, které jsou Spatné slozené nebo neschopné vézat proteinové

partnery (Lorentzen et al., 2008).

Cesta pres PH-kruh Piima cesta

Rrp44

Obrazek 4: Moznosti vstupu substratu ke katalytickému mistu exozomu pri upravach RNA
(prevzato a upraveno z Wang et al., 2007).

3.2 Prima cesta

Endonukleolytické misto exozoému je pfistupné i z okolniho prostoru, jeho substraty
tedy nemusi prochdzet centralnim kandlem (Bonneau et al., 2009). Existence cesty, ktera

privadi RNA piimo z okoli k proteinu Rrp44, je pravdépodobnd, ponévadz centralnim



kandlem je k Rrp44 ptivadén substrat vzdy svym 3'koncem, ale Rrp44 je ziejmé schopen
interagovat se substratovym RNA i na 5'konci. Tuto skuteCnost naznaCuje fakt, ze
endonukledzova aktivita proteinu Rrp44 je stimulovana 5' monofosfatem (viz kapitola 2.2.1).
Vypada to tedy, Ze zatimco 3'exonukledzové aktivni misto Rrp44 interaguje s 3'koncem,
endonukledzové aktivni misto interaguje s 5' koncem RNA (Schaeffer et al., 2009).

Tuto cestu k Rrp44 ze spodni strany komplexu pravdépodobné také vyuzivaji urcité
substraty, které¢ nemaji tak dlouhé jednofetézcové piesahy, aby mohly byt vedeny skrz

PH-kruh (Wang et al., 2007).

4 Kofaktory jaderného exozomu

Zakladnim kofaktorem jaderného exozomu je protein Rrp6. Ponévadz je, stejné jako
Rrp44, funkéni nukledzou, zajiStuje mozna Sirsi spektrum pouziti exozomu v jadfe, nez je
tomu v cytoplazmé&. Jiné nukledzy totiz s exozOmem neasociuji. Navrh, jak jsou nukledzy

Rrp44 a Rrp6 s jddrem exozOému asociovangé, lze vidét na Obr. 5.

Rrp44 Rrp6

Obrazek 5: Schematické zndazornéni predpokladanych interakci
nukledz s jadrem exozomu. Vievo je zmdzornén Exol0), tedy
cytoplazmaticky exozom, vpravo Exoll, tedy jaderny exozom.
Hvézdicky znaci katalyticky aktivni mista (prevzato a upraveno
z Vanacova a Stefl, 2007).

Katalyticky inaktivnim interakénim partnerem Rrp6 je protein Rrp47. S exozémem
dale asociuje komplex TRAMP, ktery exozoém rekrutuje na defektni RNA. Ke vSem jadernym

exozomum se také vaze protein Mppb6, a dalsi, které jsou podrobnéji probrany v této kapitole.
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4.1 Rrpé6

Protein Rrp6 je 3'-5' exonukleaza, kterd je pfitomna pouze v jaderné formé exozomu.
K jadru exozomu se vaze svou C-terminalni doménou a vykazuje distributivni hydrolytickou
aktivitu (Allmang et al., 1999b; Burkard a Butler, 2000; Liu et al., 2006; Callahan a Butler,
2008). Tato nukledza je homologni RNaze D E. coli a lidskému jadernému autoantigenu
PM-Scl-100, jeji funkce je konzervovana napiic¢ organismy (Briggs et al., 1998). Hraje roli ve
vsech procesech vyuzivajicich jaderny exozém, tyto procesy jsou blize popsany v kapitole 6.1.
Jeji chybéni zpasobuje letalitu za zvysené teploty (Allmang et al., 1999b).

V literatuie lze nalézt udaj, Ze delece genu pro exonukleazu Rrp6 v kombinaci
s inaktivaci exonukleazové aktivity Rrp44 neni synteticky letalni (Schneider et al., 2009), ale
ma aditivni efekt pfi zpomaleni riistu, ale taktéz 0idaj, ze synteticky letalni je, a svou funkei se
tudiz s Rrp44 ¢astecné piekryva (Dziembowski et al., 2007). Delece genu pro Rrp6 ma vsak
o néco vetsi efekt na zpomaleni ristu nez inaktivace exonukledzové aktivity Rrp44 (Schneider
et al.,2009).

Narozdil od Rrp44 neni exonukledzova aktivita Rrp6 pfitomnosti exozomového
komplexu inhibovédna, v solubilni formé vykazuje stejnou aktivitu jako v komplexu
s exozomem, Rrp6 se vSak narozdil od Rrp44 nepodili na degradaci substrati se stabilni
sekundarni strukturou (Liu ef al., 2006). Nekteré své funkce je protein Rrp6 schopen provadét
in vivo 1 bez vazby na jadro exozému, a to naptiklad Gpravu 3' konce 5,8 S rRNA a snoRNA.
Degradace jinych substrati vSak vyzaduje jeho asociaci s exozémem. Jedna se predevsSim
o substraty, které jsou polyadenylovany pomoci komplexu TRAMP (viz kapitola 4.3) a
navadény k exozému. Rrp6 je v solubilni formé schopen tyto substraty deadenylovat, jejich
naslednd degradace je vSak poruSena, vyzaduje tedy pravdépodobné spolupraci Rrp6 se
zbytkem exozému. Pfi depleci Rrp44 u deletantl Rrp6 se synergisticky zvysila akumulace
takovychto substrati (Callahan a Butler, 2008).

4.2 Rrp47 (Lrpl)

Protein Rrp47 asociuje s Rrp6, je tedy soucasti jaderného exozémového komplexu,
nema ale katalytickou aktivitu. Rrp47 neni vyZadovéan pro expresi Rrp6 ani pro jeho asociaci
s exozémem, jeho role je ale s Rrp6 spjata. Je vyzadovan pro normalni Gpravu pre-rRNA (viz
kapitola 6.1.1.1), pro syntézu snoRNA (viz kapitola 6.1.1.2) a pro normalni syntézu U4 a U5
snRNA (viz kapitola 6.1.1.3), ale narozdil od Rrp6 delece jeho genu nezptsobuje letalitu za
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zvysené teploty. Rrp47 naopak neni vyzadovan pro degradaci defektni jaderné pre-mRNA
(které se Rrp6 ucastni), je tedy mozné, ze ma substratovou specifitu pouze pro stabilni RNA

(Mitchell et al., 2003).

4.3 Komplex TRAMP (Trf4/Air2/Mtr4 polyadenylation complex)

Komplex TRAMP se sklada z ATP-dependentni RNA helikazy Mtr4 (Dobl; de la Cruz
et al., 1998), poly(A) polymerazy Trf4 a RNA-vazebného proteinu Air2. Vyrazné stimuluje
degradaci strukturovanych RNA a RNA-proteinovych komplexi exozoémem. Je vyZadovan
pro procesy, kterych se ucastni jaderny exozom - hlavné pro polyadenylaci a naslednou
degradaci napf. rRNA, snRNA a snoRNA.

Dokéze také rozpoznat nespravné sloZzenou tRNA
(viz kapitola 6.1; LaCava et al., 2005; Vanacova
et al., 2005). Tvar a slozeni komplexu TRAMP

Mtr4
piiblizuje Obr. 6.
3'-5'helikaza ~ Mtr4, jedna  zjeho
komponent, mad RNA-dependentni ATPazovou Trfa
aktivitu, kterda je efektivn¢ stimulovdna
nekterymi substraty (napt. tRNA), ale poly(A)
Air2

substrat ji stimuluje jen slabé. Za pfitomnosti
ATP nebo dATP tedy dokaZe rozvijet duplexy Obrazek 6: Model komplexu TRAMP

vdzajiciho RNA. Air2 zprostiedkovava
nebo castecné duplexy substratové RNA ve interakci Trf4 a Mir4, zinc knuckle

motivy 2, 3 a 4 vazi substrat (prevzato

sméru 3'-5'. Helikdza Mtr4 preferuje vazbu
z Holub et al., 2012).

substratil s jednotetézcovym 3' koncem a nejlépe
s poly(A) sekvenci. Tyto substraty jsou podle
autord ur¢eny pro degradaci pravé proto, Ze je helikdza velmi siln€ vaze, ale tento Mtr4-RNA
komplex vykazuje pomalou dynamiku, helikaza je tedy v tzv. degrada¢nim mddu (Bernstein
et al., 2008). RNA-vazebnd doména helikdzy Mtr4 je esencidlni pro aktivaci exozému
komplexem TRAMP (Holub et al., 2012).

RNA-vazebny protein Air2 obsahuje né¢kolik motivli zinc knuckle, z nichz jeden je
esencialni pro polyadenylacni aktivitu komplexu TRAMP a nékteré z nich jsou RNA-vazebné.
Air2 navic zajist'uje spojeni mezi proteiny Trf4 a Mtr4 (Holub et al., 2012).

Funkce tohoto komplexu je vysvétlovana dvéma rtiznymi zptsoby:
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Nekteti autofi navrhuji, Ze protein Air2 substrat (RNA, ¢i protein v komplexu s RNA)
navaze a polymeraza Trf4 ptida jednotetézcovou poly(A) sekvenci na 3' konec substratu. Toto
prodlouZzeni umozZiluje exozému lepsi pfistup k substratu. Trf4 vykazuje distributivni
polymerdzovou aktivitu, piidavani poly(A) je tedy pomalé a exozdém substrat stihne
degradovat diiv, nez se poly(A) sekvence prodlouzi natolik, aby umoznila nasednuti
poly(A)-vazebnych proteinti a fungovala jako primer pro procesivni poly(A) polymerazu Papl
(ktera naopak slouzi ke stabilizaci mRNA). Tento typ polyadenylace tedy ziejmé slouzi pro
stimulaci degradace. Po odbourani poly(A) sekvence je pro pokraujici degradaci dulezita
helikdza Mtr4, kterd pravdépodobné rozplétd strukturované substraty na jednoietézcové a
umoznuje tak exozomu efektivni degradaci. Jak polyadenylaéni aktivita Trf4, tak helikdzova
aktivita Mtr4 jsou tudiZ esencialni pro aktivaci exozému (LaCava et al., 2005; Vanacova et al.,

2005). Obrazové schéma tohoto modelu je zndzornéno na Obr. 7.

Rozpoznani substratu Oligoadenylace: Rekrutace exozému
a vazba: Air2p Trfdp a aktivace

Deadenylace:
Exozém

Oligoadenylace

RNP substrat
intermediata?
Kompletni < -
degradace :
2 Degradace
> RNA
struktury:

Exozdm + Mtrd4p

Obrazek 7: Jeden z modelii role komplexu TRAMP v degradaci RNA: Motivy zinc knuckle
proteinu Air2 vazi RNA, protein Trf4 pak substrat polyadenyluje. Rekrutace a aktivace
exozomu potom vyzaduje kompletni komplex TRAMP. Aktivovany exozom poté rychle
deadenyluje RNA a pomoci helikazy Mtr4 miize penetrovat do oblasti stabilnich struktur
substratu (prevzato a upraveno z LaCava et al., 2005).
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Jini autofi pfedpokladaji, ze komplex TRAMP piimo stimuluje hydrolytickou
exonukledzovou aktivitu podjednotky Rrp6 a nikoliv exozoému, v némz Rrp6 neni pfitomen.
Tato stimulace neni zavisla na ATP ani na polyadenylaci, coz je v souladu s dalSim tvrzenim
autort, ze v urychlovani degradace pomoci komplexu TRAMP nehraje roli helikdzova aktivita
Mtr4 ani poly(A) polymerdzova aktivita Trf4. Navic autofi tvrdi, ze Trf4 sice substrat
polyadenyluje, ale exozom degraduje polyadenylovany substrat stejné UCinn€ jako ten
neadenylovany (Callahan a Butler, 2010).

Oba navrhy se vSak vzajemné nemusi vylu¢ovat. Rozdily v téchto tvrzenich by mohly
vychazet z pouziti odlisnych substrati. Komplex TRAMP by tedy na odliSnych substratech

mohl fungovat riznym zpiisobem.

4.4 Mpp6

Kofaktor Mpp6 je jedinym proteinem S. cerevisiae se dvéma motivy
charakteristickymi pro homology fosfoproteinu 6 ptlisobiciho béhem M-taze (Mphosph6).
Tento protein fyzicky pevné asociuje s kazdym jadernym exozdémem. /n vitro se siln¢€ vaze na
jednotetézcovou poly(U) RNA, in vivo ziejm¢ vybér vazebného mista ovliviuji dalsi
kofaktory. Delece genu MPP6 je synteticky letalni spolu s deleci genu RRP6 nebo RRP47,
sdeleci genu pro protein Airl, ale ne s deleci genu pro Air2. Pro ucinnou degradaci
non-coding (dale jen nc) RNA je zfejmé vyzadovana vzdjemné zastupitelnd aktivita Mpp6 a
dalSich kofaktorli, tyto proteiny se zfejmé¢ U€astni nasmérovani exozému (tedy Rrp44 nebo
Rrp6) k substratu, ktery je poté rychle degradovan (viz kapitola 6.1.3 a Obr. 10). Mpp6 stejné
tak hraje roli v kontrole jaderné pre-mRNA, kde pravdépodobné také pomaha k defektnim

pre-mRNA exozom nasmérovat (Milligan ef al., 2008).

4.5 Dalsi kofaktory

Sekvencné specificky RNA-vazebny protein Nrdl interaguje s jadernym exozémem
v komplexu s proteiny Nab3, Senl a cap-vazebnym komplexem. Tento protein se vaze na
RNA a pravdépodobné ovlivituje rozhodovani exozému, zda transkripty budou kompletné
degradovany nebo jenom upravovany na 3' konci. Ztejmé nejdiive zvySuje aktivitu exozému -

navadi ho k transkriptu, zde se ale vaze do urCitych mist RNA, kde vysild pro exozéom silny
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stop signal. Protoze tento protein interaguje také s RNA polymerdzou II, je tento proces
pravdépodobné 1 piimo spojen s transkripci. Studie deletanti naznacuji, ze se jednd
o degradaci n¢kterych 3' prodlouzenych, tzv. read-through transkriptt (Vasiljeva a
Buratowski, 2006). Utastni se také rozpoznani ncRNA (viz také kapitola 6.1.3 a Obr. 10;
Milligan et al., 2008).

Exozom se také objevuje v komplexu s jadernymi proteiny Nip7 a Nop8, které jsou
oba nezbytné pro upravu pre-RNA, ale jejich enzymatické aktivity jsou nezndmé (Zanchin et
al., 1997; Zanchin a Goldfarb, 1999).

Krom¢ vySe uvedenych komponent exozém asociuje také se Srpl a Kap95, coz jsou
proteiny, které spolecné tvoii heterodimer o/f importinu. Kap95 véaze exozom k jadernému
poru a usnadiiuje jeho translokaci do jadra za spotieby energie. Rrp6 ziejmé za timto tcelem
obsahuje sekvenci NLS (nuclear localization signal) na svém C-konci. Srpl a Kap95 se
ziejmée vazi na vsechny jaderné exozomy, importiny i v jadie zlstdvaji na exozom navazany,
coz milze naznacovat, Ze jaderny exozdm mozna stale osciluje mezi cytoplazmou a jadrem. Je
ale také mozné, Ze exozém je skladan v cytoplazmé a az poté se presunuje do jadra

(Synowsky et al., 2009).

5 Kofaktory cytoplazmatického exozomu

Raznorodost funkci cytoplazmatického exozému je oproti tomu jadernému znacné
omezena. Mozné pravé proto byly identifikovany pouze dva jeho zasadni cytoplazmatické

kofaktory, protein Ski7 a proteinovy komplex Ski, z nichZ zddny nema nukledzovou aktivitu.

5.1 Ski7 a komplex Ski

Protein Ski7 hraje roli v 3'-5'degradaci normalnich mRNA a mRNA s nespravné
ukoncenou translaci (viz kapitola 6.2). Vyskytuje se pouze v cytoplazmatickém exozému a
fyzicky s nim pevné asociuje pomoci své N-koncové domény. Jinou oblasti N-koncové
domény se také vaze na komplex Ski, ktery musi byt intaktni, aby byl schopen interakce.
Komplex Ski je tvofen RNA helikazou Ski2 a proteiny Ski3 a Ski8, a také se nachazi
v cytoplazmé. Interakce Ski7 s exozémem a komplexem Ski se vzajemné nevylucuji a obé

tyto interakce jsou nutné pro funkci proteinu Ski7 v degradaci mRNA (Widner a Wickner,
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1993; Brown et al., 2000; Araki et al., 2001; van Hoof et al., 2002; Mitchell a Tollervey,
2003).

6 Procesy, ve kterych se exozom uplatiiuje

Funkce exozomu je ve své podstaté jedind - a to degradace. Je-li vSak tato degradace
regulovana, muze slouzit mnoha ucelim. Muze byt degradovana defektni pre-RNA jesté
v jadie béhem transkripce, nebo mRNA jiz v cytoplazmé& béhem translace. Regulovanou
degradaci miize byt ovlivnéna i Zivotnost nativni maturované mRNA. Z téchto tii uvedenych
procest vyplyva, Ze exozom se Ucastni na nékolika Grovnich regulace genové exprese.

Uplné jinou trovni je nedokonéena degradace, ktera je vyuZivana k Gpravam rRNA,
snRNA a snoRNA, které jsou tvofeny z dlouhych prekurzorti. Je ale dilezité tuto degradaci
presné ovladat a ve spravném okamziku ji zastavit. Na stejném principu funguje i oprava
defektnich RNA. I zde je dilezité kromé rozpoznani takové RNA také zastaveni degradace

v tom spravném miste.

6.1 Jaderné upravy, kontrola kvality a degradace defektnich pre-RNA

Vétsiny procest, kterych se ucastni jaderny exozom, se pravdépodobné ucastni i
vSechny jeho vySe uvedené jaderné kofaktory, role ne vSech znich se vSak prokazaly.
U kazdého procesu budou v této praci tedy zvlast’ uvedeni prokazani aktéfi.

Obecné tyto procesy zahrnuji Upravu 3' konce prekurzori RNA, ale i defektnich
pre-mRNA, a dale degradaci defektnich pre-RNA od 3' konce. Ve vSech piipadech se jedna

o exoribonukleazové Stépeni.

6.1.1 Upravy 3' konce rRNA, snoRNA, snRNA

Upravam 3' konce téchto druhti RNA predchazi vzdy endonukledzové $tépeni nebo
sestfih, ze kterého vzniknou mista vstupu pro exonukledzy. Upravy zahrnuji alesponi dva
kroky, s intermediaty prodlouzenymi na 3'konci, a v kazdém kroku se uplatiiuje nékolik
komponent exozému, které maji odligné funkce (Allmang et al., 1999a). Uprav viech t&chto
RNA se ucastni helikdza Mtr4, a to jako soucast komplexu TRAMP (van Hoof ef al., 2000a;
LaCava et al., 2005).
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6.1.1.1 Upravy rRNA

Exozom je esencidlni pro upravy pre-rRNA (Allmang ef al., 2000). Na Obr. 8B je

znazornéna normalni uprava rRNA u Saccharomyces cerevisiae z dlouhého prekurzoru rRNA

(Obr. 8A).
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Obrazek 8: Upravy pre-rRNA u Saccharomyces cerevisiae
(A) struktura 35S pre-rRNA

(B) hlavni drdaha uprav pre-rRNA
(C), (D) Uprava a degradace pre-rRNA u exozémovych mutant. Inaktivace jakékoliv
komponenty Exoll zpiisobuje inhibici casného Stépeni pre-rRNA. Hlavni intermediaty

pozorované u exozomovych mutant jsou produkty:

(C) inhibice Stépiciho mista Ay-A:
(D) inhibice stépiciho mista A; v ITS1
Drahy v A a B se navzajem vylucuji (prevzato a upraveno z Allmang et al., 2000).

Jaderny exozém se uplatiuje v upravach pre-rRNA a degradaci aberantnich

meziprodukti uprav pre-rRNA spolu s RNA helikdzou Mtr4 (komponenta komplexu

TRAMP). Pro dilleZitost role exozému v upravach pre-RNA sveédci fakt, Ze deplece jakékoliv
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komponenty Exol1 (a také Rrp47) inhibuje $tépeni pre-rRNA v mistech Ao, A, A, (Obr. 8C) a
A; (Obr. 8D). V téchto buiikach tim padem kleséa hladina 32 S, 27 SA,, 27 SAs, 27 SB, 25 S,
20 S a 18 S pre-rRNA, a to presto, Ze tyto sestfihové kroky nevyzaduji 3'-5' exonukleazovou
aktivitu — G¢inek exozoému je moznd nepiimy (kontrola kvality, inhibice uprav), nebo se zde
uplatituje endonukledzova aktivita exozému. Pro degradacni aktivitu exozému pii upravach
pre-TRNA svéd¢i zase stabilizace urcitych meziprodukti (zkracené verze 23 S, 21 S a A»-C,
RNA) pii depleci nékterych z komponent Exol1 (Allmang et al., 2000, Mitchell et al., 2003).

K upravé 3' konce 7 S pre-rRNA na 5,8 S rRNA jsou také nutné vSechny komponenty
exozému (Exo10, ne Rrp6) spolu s RNA helikazou Mtr4 (tedy celym TRAMP komplexem).
Béhem téchto uprav se alesponi dvakrat zméni specifita exonukledzy — tzv. hand-over
(,,pfedani). Po vzniku intermediatu 5,8 S prodlouzeného o 30 nukleotidii sekvence ITS2
(internal transcribed spacer) na 3' konci je pro vznik 6 S (5,8 S + 8) pre-rRNA vyzadovan
pfedevsim protein Rrp6 spou s Rrp47. Nicméné tento 5,8 S + 30 prodlouzeny intermediat je
ale také v piipadé¢ delece genu RRP6 schopen se sestavovat do 60 S ribozoémovych
podjednotek. Konecné tupravy neboli ,zastfihavani“ opét zajisStuji ostatni komponenty
exozému (Mitchell et al., 1997; Briggs et al., 1998; Allmang et al., 1999a; Allmang et al.,
1999b; Mitchell et al., 2003).

6.1.1.2 Upravy snoRNA (small nucleolar RNA — malé jadérkové RNA)

Né&kterych krokl pii maturaci snoRNA, vystiihdvanych z dlouhych polycistronnich
prekurzori (U14 — dicistronni), z introni v mRNA (U18 a U24) nebo i samostatnych
transkripti se ucastni exozdém. Exozom nejdiive deadenyluje 3' konce polyadenylované
polymerdazou Trf4 v komplexu TRAMP. 1 zde je potieba helikaza Mtr4 pro umoZznéni
degradace samotné RNA exozomem. Pro finalni Gpravy je potom specialné¢ vyzadovan Rrp6
spolu s Rrp47 (Allmang et al., 1999a; van Hoof et al., 2000a; Mitchell et al., 2003). Schéma
syntézy jedné z takovych snoRNA je zakresleno na Obr. 9A.

6.1.1.3 Upravy snRNA (small nuclear RNA — malé jaderné RNA)

Exozém spolu s Rrp6 a Rrp47 se ucastni uprav pre-snRNA s prodlouzenym 3' koncem
na spliceosomalni U1, U4 a U5 snRNA ve spolupraci s endoribonukleazou Rntl a helikdzou

Mtr4, tedy s komplexem TRAMP. Exozom zde opét figuruje pifi deadenylaci, degradaci
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3'konce a finalnich upravéach (Allmang
et al., 1999a; van Hoof et al., 2000a;
Mitchell et al., 2003). Nékres uprav
snRNA je na Obr. 9B.

6.1.2 Degradace tRNA

Dilezitou roli vrozpoznani a
degradaci  defektni tRNAM
protein Rrp44. Rrp44 je jako jedina

hraje

komponenta exozomu schopna
rozpoznat hypomodifikovanou
(nemethylovanou) iniciacni tRNAM®,
poté  odstrafiuje  Ctyfi  presahujici

nestrukturované nukleotidy na jejim
3' CCA konci. K dalsi degradaci stabilni
struktury je nutny také komplex
TRAMP, ktery stimuluje aktivitu Rrp44.
Degradace je taktéz zéavisla na ATP a
poly(A) polymerazové aktivite Trf4. Je
mozné, ze Rrp44 a komplex TRAMP
nejsou schopny vézat spravné slozenou
a modifikovanou tRNA, ale jsou
schopny vazat Spatn¢ slozenou tRNA.
Po degradaci 3' pfesahujiciho konce
Rrp44

pravdépodobné

pomoci polymeraza  Trf4

piidava  k substratu
jednotetézcovou poly(A) sekvenci, ktera
umozni silné&jsi vazbu do
RNA-vazebného mista (Schneider et al.,
2007). Pravdépodobny model degradace

tRNA znézornuje Obr. 7.
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Obrazek 9: Drahy uprav snoRNA a snRNA:

(4) Upravy U24 snoRNA: Vystiizeni intronu
zmRNA - tvorba lariatové struktury, poté
linearizace (tzv. debranching) a upravy. BP
znaci branch point, misto spojeni lariatu, 5" a 3'
exony jsou zndzornény jako tmavé boxy,
konecna U24 snoRNA je znazornéna jako sveétly
box a zbyvajici cast intronu jako jednoduchda
Cdra.

(B) Upravy U4 snRNA: Rntlp odstiihne
3" koncovou strukturu, poté zde miize nasednout
exozom a degraduje RNA ve spoluprdci
s helikazou Mtr4, tedy s komplexem TRAMP.
Jednotlivé komponenty exozomu vsak nejsou
pro sestrih  téchto RNA esencidlni, coz
naznacuje, Ze v upravach 3'konce existuji i
zastupné  aktivity  (prevzato a  upraveno
z Allmang et al., 1999).
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6.1.3 Kontrola kvality mRNA pied exportem z jadra a degradace pre-RNA

Exo0zém rozpoznava v jddie mRNA s aberantnim 3' koncem, tedy hypoadenylovanou
nebo hyperadenylovanou mRNA, zadrzuje ji v misté transkripce a poté ji degraduje. Na tomto
rozpoznavani spolupracuji i podjednotka Rrp6 a komponenta komplexu TRAMP, helik4za
Mtr4 (Hilleren et al., 2001).

Exozom se také UucCastni eliminace dlouhych 3'prodlouzenych pre-mRNA, tzv.
read-through transkripti. Exozém spolu se svymi jadernymi kofaktory, piredev§im proteiny
Rrp6 a Mtr4 (tedy komplexem TRAMP) tyto aberantni pre-mRNA odbourava od 3' konce.
Rrp6 se i zde Gcastni hlavné odbourani n¢kolika poslednich nukleotidi. Exozémovy komplex
se po odbourani prodlouzeného konce zastavi v blizkosti mista (ve 3'sméru), kde se
u normalnich pre-mRNA zahajuje polyadenylace. V tomto zastaveni mozna hraji roli proteiny
vazané na RNA (Torchet et al., 2002). V kapitole 4.5 bylo jiz uvedeno, ze jednim z takovych
protein by mohl byt Nrdl (Vasiljeva a Buratowski, 2006). O tom, co se bude dit dal,
rozhoduje jakysi ,,dohlizeci® (surveillance) komplex, ktery je citlivy na zdroj uhliku v médiu.
Jestlize je v médiu glukéza, surveillance komplex je aktivovan a fidi exozom k uplné
degradaci transkriptu. Pro tuto degradaci je specidlné vyzadovan protein Rrp6. Jestlize je
v médiu jiny zdroj uhliku, surveillance komplex se neaktivuje, exozoém uz dale nedegraduje a
pre-mRNA je polyadenylovédna a vznikéd funkéni mRNA pfipravena pro translaci. Glukéza je
totiz bohaty zdroj uhliku, a jestlize je tohoto zdroje dostatek, miize si bunika dovolit ,,plytvat™
a Spatné RNA degradovat. Naopak, je-li k dispozici méné vhodny zdroj uhliku, buiika pro
zménu ,,Setfi” a snazi se aberantni RNA ,,opravit® a jest¢ vyuzit (Torchet et al., 2002).

Stejné tak exozom kontroluje 1 pre-mRNA s defekty sestfihu. Exol0 se zde tentokrat
uplatnuje stejnym zpiisobem jako Rrp6, 1 kdyz ve vétsi mife nez Rrp6 (Bousquet-Antonelli et
al., 2000; Torchet et al., 2002). Pfi inhibici této degrada¢ni drdhy se zvySuje pocet
sestiizenych mRNA a naopak pfi inhibici sestfihu se zvySuje degradacni aktivita, coz
pravdépodobné znamena, ze degradace nesesttizenych pre-mRNA kompetuje se sestithem a je
mozna predméetem metabolické kontroly. Degradace je také stimulovéana ptitomnosti glukézy
v médiu. K této 3'-5' degradacni draze existuje i alternativni drdha ve sméru 3'-5' pomoci
jaderné exoribonukleazy Ratl (Johnson, 1997; Bousquet-Antonelli et al., 2000), tato draha je
vSak minoritni (Bousquet-Antonelli ef al., 2000).

Rychla degradace mRNA obsahujicich AU bohat¢ tseky je rovnéz zavisla na exozému.
Jak pouze zékladné vybaveny exozom (Exo010), tak exozém obsahujici jeste Rrp6 (Exoll)

preferuje substraty s 3' koncovymi useky bohatymi na AU (AU-rich elements, ARE) uvnitf
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sekvenci 3' UTR (untranslated region). Exoll tyto substraty ale degraduje podstatné rychleji
nez Exo10. Pro degradaci poly(A) substratu uz je potiebny nejméné Exol1 (Liu ef al., 2006).
Degradace ncRNA, tedy RNA transkribovanych z intergenovych oblasti, je velmi
redundantni proces, Uc€astni se ho alespon Ctyfi kofaktory — Mmp6, Rrp47, heterodimer
Nrd1-Nab3 a komplex TRAMP, které¢ sméruji ncRNA alespon ke dvéma nukleazdm — Rrp6 a
Rrp44. Ztejmée se zde uplatiiuje kompetice téchto kofaktori o substrat (Milligan et al., 2008).

N¢kolik modelt rekrutace exozému k ncRNA a nasledné degradace je vyobrazeno na Obr. 10.

Exozém
Exozém ncRNA

ncRNA TRAMP ;
Exbzoii Exozom
UCluyg
. Pol Il .
.——-—-\ — e

Obrazek 10: K nekodujicim RNA je exozom navdden kotranskripcné mnoha kofaktory, coz
prispiva krychlé degradaci. Navadeni exozomu k témto substratum je pravdépodobné
redundantni proces, ponévadz muze byt zajistovan kofaktorem Mmp6, heterodimerem
Nrdl-Nab3, komplexem TRAMP nebo Rrp47. Stejné tak pri degradaci maji vzdjemné
zastupnou funkci exonukleazy Rrp44 a Rrp6 (prevzato a upraveno z Milligan et al., 2008).

6.2 Cytoplazmaticka degradace normalnich i defektnich mRNA

Cytoplazmaticky exozém predevSim reguluje zivotnost maturovanych mRNA a
degraduje RNA s chybami v translaci. Tfi majoritni drahy zprostfedkované exozémem jsou
uvedeny nize.

Cytoplazmaticky exozém ale rychle degraduje i ribozymem (endonukleolyticky)
Stépenou neadenylovanou RNA po translaci. Podjednotka Rrp44 je nezbytna pro rychlou
degradaci takovéto ribozymem Stépené mRNA, obé nukledzové aktivity Rrp44 jsou tyto
transkripty schopny samy degradovat (Meaux a Van Hoof, 2006; Schaeffer et al., 2011). Tuto
drahu pro zvlastni druh aberantni RNA nelze jednozna¢né zatradit do Zadné z nize uvedenych

kategorii.
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6.2.1 3'-5' degradace normalnich mRNA (exosome-mediated normal mRNA decay)

Cytoplazmatickym exozémem zprostfedkovana degradace normalnich mRNA
predstavuje alternativni cestu k 5'-3' mRNA degradacni draze (Anderson a Parker, 1998; Araki
et al., 2001). Zruseni jen jedné z téchto dvou drah nevede k nezivotaschopnosti, ptfestoze
degradace mRNA je esencialni pro viabilitu. Tyto drahy jsou tedy navzijem zastupitelné, a
predstavuji zakladni mechanismus degradace mRNA pro bunku, ponévadz pieruseni obou
z nich je letalni. V 3'-5' mRNA degradac¢ni draze jsou také vyzadovany proteiny komplexu Ski
Ski2, Ski3 a Ski8 (Anderson a Parker, 1998; van Hoof et al., 2000b). Navic je nutna
N-koncova ¢ast Ski7, ktera interaguje s exozémem a komplexem Ski (viz kapitola 5.1),
zatimco jeho C-koncova ¢ast v tomto typu degradace nehraje roli (Araki et al., 2001; van
Hoof et al., 2002).

Do této drahy se zfejm& nezapojuje endonukledzova aktivita Rrp44. Delece genu pro
neesencialni 5'-3' exonukledzu Xrnl, kterd v cytoplazmé degraduje normalni mRNA (Larimer
a Stevens, 1990), totiz neni v kombinaci s inaktivaci endonukledzové aktivity Rrp44
synteticky letdlni. Naproti tomu delece genu pro Xrnl v kombinaci s inaktivaci
3' exonukledzové aktivity Rrp44 synteticky letdlni je, exonukledzova aktivita Rrp44 se tedy
této drahy ucastni (Schneider et al., 2009). Navic i s mutaci jiné komponenty 5'-3' mRNA
degradacni drédhy, Dcpl (podjednotka Dcpl-Dcp2 decapping enzymu, ktery odstraiiuje
5' CepiCku z mRNA pred degradaci; Beelman et al., 1996), je inaktivace exonukleazové

aktivity Rrp44 synteticky letalni (Schaeffer et al., 2011).

6.2.2 3'-NMD draha (nonsense-mediated decay)

Exozom se ucastni 1 degradace mRNA s pied¢asnym termina¢nim kodéonem (PTC -
premature termination codon). Tato 3'-NMD dréha je alternativni cestou ke klasické 5'-NMD
draze. Schéma obou téchto alternativnich drah NMD je zndzornéno na Obr. 11. 3'-NMD draha
je narozdil od 5'-NMD nezavisla na funkci decapping enzymu Dcpl. VyZaduje ale helikazu
Upfl (neboli Nam7, ktera je soucasti komplexu targetujiciho transkripty, tzv. surveillance
komplexu; Sheth a Parker, 2006). Nutnou soucasti 3'-NMD drahy je distributivni deadenylace,
ktera deadenyluje substrat na oligoadenylovanou formu. Poté je mRNA procesivné
degradovana. Pro rychlou procesivni 3'-5'degradaci v 3'-NMD draze jsou vyzadovany
cytoplazmaticky exozom a komplex Ski (obsahujici RNA helikdzu Ski2) spolu s proteinem
Ski7 (Mitchell a Tollervey, 2003).
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Obrazek 11: Schéma kvasinkové drahy NMD

Rozpoznani predcasnych terminacnich kodonu zahrnuje interakce mezi ribozomem
a ,,dohlizecim* komplexem (SC - surveillance complex). Nespravna terminace
spousti drahu NMD. V 5'-NMD draze je rychle odstranéna cepicka, coz odhall
mRNA pro 5'-3' degradaci pomoci Xrnl. V 3'-NMD draze je mRNA nejdrive
deadenylovana na oligoadenylovany intermediat se 7-20 nukleotidi dlouhym
poly(A) koncem. Nasleduje procesivni  3'-5' degradace cytoplazmatickym
exozomem za pomoci komplexu Ski. Deadenylace a degradace v draze NMD je
rychlejsi nez u divokého typu mRNA (prevzato a upraveno z Mitchell a Tollervey,
2003).

Tyto poznatky ukazuji, ze ve 3'-NMD draze a v obecném 3' obratu RNA (3' turnover)
funguje stejny enzymaticky aparat, ale jeho aktivita je vyrazné zesilena na transkriptech
obsahujicich PTC (Mitchell a Tollervey, 2003).

3'-NMD draha (narozdil od obecného 3'obratu) je blokovéana inhibici translace,

z ¢ehoz vyplyva, Ze k degradaci transkript obsahujicich PTC je vyzadovéana probihajici
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translace. SpiSe nez pocatecni kontrola mRNA zde tedy pravdépodobné funguje nepfetrzita

kontrola kompetence substratu pro 3'-NMD drahu (Mitchell a Tollervey, 2003).

6.2.3 Degradace nonstop mRNA (nonstop decay)

Nonstop mRNA (mRNA bez stop kodonu) jsou cytoplazmatickym exozoémem rychle
degradovany ve sméru 3'-5', tedy od poly(A) konce. Tato degradace vyzaduje kofaktory -
C-koncovou GTPazovou doménu Ski7 a komplex Ski obsahujici Ski2, Ski3 a Ski8 (van Hoof
et al., 2002). Této drahy se naopak neucastni enzymy jinych cytoplazmatickych degrada¢nich
drah, napfiklad exonukledza Xrnl, helikdza Upfl nebo odstraiova¢ cepicky Dcpl
(Frischmeyer et al., 2002).

Pro tuto degradaci je také vyzadovana probihajici translace. Obecné substraty pro
nonstop drdhu vznikaji jako dusledek sniZeni pfesnosti translace a nespravného piecteni
terminacnich tripletti ribozémem (read-through, tzv. ,,procteni* ribozomu). Degradace téchto
transkripti je velmi pravdépodobné regulovdna, podobné jako degradace read-through
transkripta v jadie, viz kapitola 6.1.3. Pro nonstop drahu jsou substratem mnohé fyziologické
transkripty, které jsou predcasné polyadenylovany (Frischmeyer et al., 2002).

Nonstop mRNA efektivné degraduji exonukleazova i endonukledzova aktivita Rrp44,
ani jedna z nich ale pro degradaci nonstop mRNA sama o sob& neni nezbytnd — inaktivace
jedné znich stabilitu nonstop mRNA neovlivni, alesponi jedna z nich je vSak k degradaci
nonstop mRNA vyzadovéana. Ob& aktivity pusobi ve stejném kroku nonstop drdhy. Mizeme
tedy nonstop drdhu zafadit k endonukledzou zprostiedkovanym drahdm (Schaeffer et al.,

2011).
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7 Zavér

interakéni partnery a dale shrnout dosavadni poznatky o nejvyznamnéjSich rolich tohoto
komplexu v burice.

Jaderny exozém se ucastni Uprav rRNA, snoRNA a snRNA, déale degraduje rtizné
defektni tRNA, rozpoznava a Stépi 1 defektni pre-RNA, a to RNA s aberantnim 3' koncem,
3' prodlouzené RNA, RNA s defekty sestfihu, RNA bohaté na A a U useky a nekodujici RNA.

Cytoplazmaticky exozom potom degraduje mRNA, které tvoii nespravné dlouhé
proteiny, tedy RNA bez stop kodonu nebo s pfedCasné se vyskytujicim stop kodénem. Dale
také degraduje normalni mRNA, které¢ uz splnily svou funkci, a ribozymem St€épené mRNA.

Exozém se tedy ucastni regulace hladiny jednotlivych RNA - kontroluje jejich
zpasobilost k preduréenym funkcim, reguluje jejich Zivotnost. Uastni se i maturace nékterych
z nich. Je tedy i dillezitym néstrojem genové exprese.

Komplex je stejné jako vSechny jeho zékladni ¢asti nezbytny pro Zivot a riist buiiky, a
proto se mu vénuje poslednich patnact let, tedy od jeho objevu, ve vyzkumu velkd pozornost.
Ve chvili, kdy byl objeven, se ziejmé nepocitalo s tim, ze bude zastavat tolik rozmanitych

zivotn¢ dulezitych funkci, a to jak v jadfe, tak v cytoplazmé. Je to bezpochyby jedna

vvvvvvvvvv
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