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1. Uvod

RNA produkty u eukaryotnich bunék, které jsou vytvofeny pfi transkripci, podléhaji pred
vstupem z jadra do cytoplazmy nékolika upravam. Sestfih pre-mRNA pfedstavuje jednu
z kotranskripCnich a postranskripénich modifikaci. Zakladnim cilem sestfihu je vystfizeni
intrond a nasledné spojeni exonu za tvorby zralé mRNA. Tento proces probiha dvéma
transesterifikanimi  kroky za pfitomnosti ribonukleoproteinového spliceosomalniho
komplexu. Béhem sestfihu dochazi k mnoha dynamickym pfestavbam sekundarni struktury
RNA a tyto zmény jsou katalyzovany RNA helikazami.

U Saccharomyces cerevisiae bylo nalezeno celkem osm esencialnich RNA helikaz, které
patfi k DExD/H box proteinim a katalyzuji konformacni prestavby jednotlivych RNA-RNA
a RNA-proteinovych interakci v ramci spliceosomu. DExD/H box proteiny se déli na ffi
zakladni rodiny, DEAH, DEAD a DExH. Tato prace se zaméfila na vlastnosti a funkce RNA

helikaz z rodiny DEAH ucastnicich se sestfihu pre-mRNA.



2. Helikazy

Helikazy pfedstavuji rozsahlou rodinu enzymda, které dokazi od sebe oddélit jednotlivé
fetézce nukleovych kyselin. Tyto enzymy byly nalezeny u vSech organisml a ucastni se
mnoha dulezitych procesu probihajicich v burice. Jejich hlavni funkci je katalyzovat reakce,
pfi kterych je hydrolyza nukleosidtrifosfatu (obvykle ATP) spojena s odvijenim duplexi
nukleovych kyselin ve sméru 3°->5", 5°->3" nebo obéma sméry. Helikazova aktivita je Casto
vyzadovana u procesu, které se tykaji zejména metabolismu nukleovych kyselin v burice
véetné replikace chromosomu ¢&i plazmidd, dale pak pfi transkripci, translaci, tvorbé RNA
a také pfi rekombinaci a reparaci DNA (Schmid a Linder, 1992).

Odhaduje se, ze vice nez-li 2% genomu Saccharomyces cerevisiae predstavuji sekvence
kédujici helikazy &i helikazam pfibuzné proteiny (Shiratori et al., 1999). Vlastni helikazy
mohou byt tfidény mnoha zpusoby, jednim z nej¢astéji pouzivanych je déleni na zakladé
sekvenéni podobnosti. Timto zplsobem bylo vytvofeno pét hlavnich skupin (Gorbalenya
a Koonin, 1993). Mezi nejvétsi patfi superrodina 1 a 2 (SF1 a SF2), z nichz vétSina pusobi
pfi disociaci duplext ve sméru 3'->5". Pro tyto dvé hlavni skupiny je charakteristické, ze maji
helikazovou doménu obsahujici sedm motivll nazyvanych |, Ia, Il, lll, IV, V a VI (viz obr. 1).
Tato doména je u SF2 helikaz ze 75% konzervovana (Gorbalenya a Koonin, 1993). DalSi

motivy jsou méné konzervované a lisi se mezi SF1 a SF2 proteiny.
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Obr. 1. SF2 helikazy obsahuji sedm konzervovanych helikazovych domén. Aminokyselinové zbytky konzervované
minimalné z 80% jsou oznaCeny velkym pismenem a konzervované mezi 50-79% jsou pismenem
malym, x pfedstavuje jakykoliv aminokyselinovy zbytek (pfevzato podle Jankowsky a Jankowsky, 2000;

www.helicase.net/dexhd/about-p.htm).



Treti skupinou jsou helikazy oznacované SF3, nej¢astéji nalezené u DNA a RNA vir(l, které
obsahuji pouze tfi konzervované motivy |, Il a Ill. Ctvrtou odlinou skupinou jsou helikazy
podobné E. coli DnaB hexamerni helikaze (Dna B-like hexameric helicases) a pata velmi
mala skupina obsahuje enzymy zastoupené napf. bakterialnim transkripénim terminacnim
faktorem Rho (Bacterial transcription termination factor Rho-like helicases).

P¥i blizSi analyze sekvenci jednotlivych genomu u rdznych organismu bylo identifikovano
znacné mnozstvi otevienych C&tecich ramcu (ORF), které obsahuji nékteré &i vSechny
charakteristické helikazové motivy. U nékterych takto identifikovanych proteini byly dale
studovany biochemické vlastnosti in vitro a vy$lo najevo, Ze pouze nepatrna ¢ast skuteéné
vykazuje helikazovou aktivitu. Jednim z moznych vysvétleni je, Zze helikazy in vivo se stavaji
funkénimi pouze za predpokladu, ze tvofi soucast multiproteinového komplexu nebo mohou

vyzadovat pfedchozi aktivaci napf. fosforylaci (Singleton a Wigley, 2002, minireview).



3. Mechanismus pusobeni helikaz

Pfesné detaily helikazove aktivity nejsou doposud zcela znamy. Neni jisté, jestli odvijeni
duplexu je aktivni i pasivni s ohledem na hydrolyzu nukleosidtrifosfatt, a zda-li je volna
energie takto ziskana pouZzita pro posunuti a oddéleni duplexu ¢i pouze pro pouhé posunuti
helikdzy podél fetézce. Studie provedené v poslednich letech prokazaly, Ze minimalné
nékteré helikazy aktivné destabilizuji duplexy nukleovych kyselin v misté jedno
a dvouretézcového spojeni a volna energie ziskana z hydrolyzy nukleosidtrifosfatl pokryva
oba kroky, posun helikazy i odvijeni fetézcl (Soultanas et al., 2000). Volna energie ziskana
z hydrolyzy ATP za pfirozenych podminek, AG®, je pfiblizné -10kCal/mol a k disociaci AT
¢i GC paru je vpriméru potfeba +1,6 Kcal/mol, z ¢ehoz bylo odvozeno spojeni mezi
hydrolyzou ATP a posunutim helikazy o nékolik nukleotidii (Singleton a Wigley, 2002,
minireview).

Mechanismus, kterym helikdzy rozvolfiuji duplexy nukleovych kyselin, byl studovan
biochemickymi a strukturnimi metodami. Byly navrzeny celkem dva modely Active rolling
model a Inchworm model (Soultanas et al., 2000; Tanner a Linder, 2001, review). Active
rolling model je uréen pro helikazy tvofici dimerni molekuly a kazdy dimer se vyskytuje
ve dvou odlisnych konformaénich stavech. Prvni stav je charakterizovan vysokou afinitou
pro jednofetézcové formy RNA nebo DNA, druhy naopak vaze silngji nukleové kyseliny
ve dvoufetézcoveém uspofadani. Vzajemny pFfechod zjednoho konformaéniho stavu
do druhého je umoznén vazbou a hydrolyzou NTP. Helikazovy dimer tedy pusobi

mechanismem ,hand-over-hand®.

Active Rolling Model

Dimer

Obr.2. Active rolling model pasobeni helikaz (Tanner a Linder, 2001).

Inchworm model Ize aplikovat jak na monomerni tak také na oligomerni uspofadani
molekul, kdy helikdza podstupuje konformaéni zmény asociované s vazbou a hydrolyzou
NTP, které pfiblizuji nebo oddaluji urlité €asti proteinu, které jsou odpovédné za vazbu
k substratu. Helikaza naseda na 3" nebo 5°volny pfesahujici konec a postupné odstrariuje
navazané faktory. Mezi tyto faktory se fadi nejen druhy fetézec odvinovaného duplexu, ale

i rzné asociované proteiny. Mechanismu byl studovan hlavné na SF1 a SF2 enzymech,



protoze predstavuji monomerni zastupce helikaz, a prfedpoklada se, ze jeho modifikovana
verze je aplikovatelnd i na hexamerni uspofadani. V soucasnosti se timto modelem

vysvétluje nejCastéji mechanismus RNA helikazové aktivity.
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Obr.3. Inchworm model plUsobeni helikaz (Tanner a Linder, 2001).

Na zakladé krystalové struktury RNA helikdzy NS3 pochazejici z viru hepatitidy C
a patfici k SF2 helikazam (DExH helikaza), byl vytvofen strukturni model pusobeni RNA
helikaz. Celkem byly ziskany dva tyto strukturni modely zavislé na pfitomnosti nebo
nepfitomnosti jednofetézcového polynukleotidu (Kim et al.,1998). NS3 protein je tvofen

N-koncovou serin proteazovou ¢asti pokryvajici 181 aminokyselinovych zbytkl a C-koncova

¢ast dlouha 456 aminokyselinovych zbytk( predstavuje RNA helikazu. Bylo prokazano, ze
tyto dvé ¢asti mohou byt na sobé nezavisle exprimovany. Pfi tvorbé krystaloveé struktury byla
proto pouzita pouze ta oblast, ktera pokryva vlastni helikazovou aktivitu. Tato oblast sestava
ze ftfi globularnich domeén, jejichz tercialni struktura vytvafi tvar pismene Y. N-koncova
doména 1 obsahuje NTPazovy motiv | (APTGSGKS) a Il (DECH). Doména 2 rozeznava
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Obr. 4. Struktura NS3 RNA helikazy (HCV): pohled zepfedu a ze strany; doména 1(modre), flexibilni oblast
(oranzové), doména 2 (zelené), doména 3 (fialové) (pfevzato a upraveno podle Kim et al., 1998).



RNA a obsahuje motiv VI (QRRGRTGR). Postranni fetézce aminokyselin v motivech | a Il
koordinuji dvojmocny kation hoféiku Mg?* a vazi B fosfat ATP, zatimco argininy z motivu VI.

vazi a a y fosfaty ATP (viz obr.1 a 4). Doména 1 a doména 2 jsou spojeny prostiednictvim

flexibilni oblasti, ktera obsahuje motiv Il (TAT). Pfi uspofadani proteinu do tercialni struktury
se vytvofi mala Stérbina umisténa mezi témito dvéma doménami. Velikost Stérbiny umozriuje
helikaze vazat pouze jednofetézcovou formu nukleové kyseliny. Pfi vazbé ATP a nukleové
kyseliny dochazi ke konformacni zméné, ktera Stérbinu uzavie. Po hydrolyze ATP uvolnéna
energie zpUsobi jeji otevieni a nasledny posun proteinu o nékolik bazi podél polynukleotidu
ve sméru 3-> 5" (Kim et al.,1998).



4. DExD/H box proteiny tvori podskupinu SF2 helikaz

Obecné lze helikazy rozdélit do tfi skupin podle typu substratu, ktery stimuluje jejich
aktivitu, DNA helikazy, RNA helikazy a helikazy stimulované ob&ma typy nukleovych kyselin.

Molekuly RNA pfedstavuji skupinu nukleovych Kkyselin, které nesou informacni,
strukturalni a katalytickou funkci a maji schopnost tvorby intermolekularnich interakci, které
hraji vyznamnou ulohu pfi sestaveni napf. spliceosomu ¢i biogenezi ribosomu. Pfi téchto
procesech dochazi k tvorbé rdznych RNA-RNA interakci, pfiemz nékteré jiné RNA-RNA
interakce, které jsou nezbytné k dokon&eni dané reakce, jsou vzajemné vylu¢né s puvodné
vytvofenymi interakcemi. K tomu, aby mohlo dojit k pfeménam téchto jednotlivych vazeb,
slouzi v buice RNA helikazy. Nedavna studie odhalila, ze nékteré tyto helikazy mohou
slouZit i jako RNPasy, nebo-li enzymy schopné prerusit interakci mezi RNA a proteiny
(Jankowsky et al., 2001). Na rozdil od DNA helikaz, které jsou oznacované jako processive
DNA helicases, vétSina RNA helikaz dokaze rozvolnit pouze krat$i duplexni oblasti a k této
reakci je vyzadovana pritomnost vétsiho mnozstvi enzymu nez-li je substratu. Také samotny
mechanismus plsobeni RNA helikaz neni pfesné znam, proto se pouziva oznaceni putative
RNA helicases.

DExD/H box proteiny predstavuji helikazy, které se fadi do SF2 skupiny a hraji roli
v mnoha procesech probihajicich v burice (de la Cruz et al.,, 1999). PFfi bliz§im studiu
genomu Saccharomyces cerevisiae bylo zjisténo na zakladé sekvenéni homologie, Ze
minimalni po¢et DExD/H box helikaz se pohybuje kolem ¢tyficeti zastupcli. RNA helikazova
aktivita byla prokazana minimalné u dvacetiSesti ¢lenl. Tyto proteiny sdili vysoce
konzervovanou helikazovou doménu, ktera obsahuje motiv DExD/H (oznaceni aminokyselin
typickych pro tento motiv), na jehoz zakladé se tyto proteiny déli do jednotlivych rodin
oznacovanych DEAD, DEAH a DExH (Staley a Guthrie, 1998; Gorbalenya a Koonin, 1993).
Helikazova doména u DExD/H box proteini obsahuje nejCastéji sedm az devét
konzervovanych motivll, které jsou nezbytné pro vazbu a hydrolyzu ATP, vazbu k RNA
a kvlastni helikdazové aktivité. Charakteristické sekvenéni motivy jsou konzervované

od bakterii az po ¢lovéka (Schmid a Linder, 1992).

motiv
. l.a Il. Il. V. V. VI.
DEAH | GETGSGKT | TQPRRVAA DEAH SAT LXFXTG TNIAETSXT QRxGRAGR
DEAD TGTGKT PTRELA DEAD SAT VIF RGL HRXGRXGR
DExH TGXGKT PxxAL DExH SITAT FxxS T QRXGRXGR

Tab. 1. Charakteristické sekvenéni motivy DEAH, DEAD a DExH proteintd. Velkym pismem jsou oznaceny
identické aminokyselinové zbytky, x pfedstavuje rozdilné (pfevzato a upraveno podle Jankowsky a Jankowsky,
2000).



Mnoho DExD/H box proteini obsahuje mimo vlastni helikazové domény i nékteré jiné.
Témito dodateCnymi doménami interaguji s urcitymi proteiny, které maji pravdépodobné
regulacni roli a pfedstavuji kofaktory. Pfi studiu aktivity téchto helikaz in vitro byla nalezena
velmi mala substratova specifita pro odvijeni RNA duplext. Vzhledem k tomu, ze RNA
helikazy se ucastni mnoha bunécnych procesl, tyto proteinové kofaktory pravdépodobné
urcuji jejich specifitu k vhodnému komplexu a fidi jejich helikazovou aktivitu (Silverman et al.,
2003).

Jednotlivi zastupci DExD/H box proteinl hraji ur€itou roli v riznych stadiich metabolismu
RNA, napt. pfi transkripci, v kotranskripénich a posttranskrip&nich upravach pre-mRNA, RNA
editingu, pfi exportu z jadra do cytoplazmy, stabilité RNA, dale pak pfi translaci a biogenezi
ribozomu a také pfi RNA interferenci. RNA helikazy odvinuji kratké duplexy RNA, prerusuji
RNA-proteinové interakce nebo plsobi jako pomocné chaperony pfi uspofadavani RNA

do sekundarni struktury (viz obr. 5).
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Obr. 5. Bunééné procesy vyzadujici pfitomnost RNA helikaz

(pfevzato podle de la Cruz et al., 1999).
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5. Role DExD/H box proteinu pfi sestfihu pre-mRNA

5.1 Sestiih pre-mRNA (splicing)

Pfi transkripci pomoci RNA polymerazy Il vznika primarni transkript (neboli heterogenni
jaderna RNA, hnRNA). HhnRNA dale podstupuje nékolik Uprav, na jejichz zakladé vznika
funkéni mRNA. Tyto kotranskripCni a posttranskripcni upravy RNA (pre-mRNA processing)
probihdji vjadfe a sestavaji z pfidani CepiCky k 5konci (RNA capping), polyadenylaci
3’konce a odstranéni intronu sestfihem pre-mRNA (RNA splicing).

Zakladnim cilem sestfihu je vystfizeni intrond z primarniho transkriptu a nasledné
spojeni exonl. U Saccharomyces cerevisiae byly introny nalezeny u 235 genu z celkového
poctu priblizné 6000 genud. V nascentni pre-mRNA jsou intronové oblasti specifikovany
pomoci tfi kratkych konzervovanych sekvenci nachazejicich se v okoli 5 a 3’koncU intronu.
U kvasinek jsou tyto sekvence urCeny takto: 5°sestfihové misto R/IGUAUGU, branch site
s branchpointem UACUAAC a 3'sestfihové misto YAG. Tyto sekvence jsou rozpoznany
béhem sestaveni spliceosomu, ktery pfedstavuje ribonukleoproteinovy komplex skladajici se
z péti U snRNP (small nuclear ribonucleoprotein particles), U1, U2, U4/U6.U5 a nejméné
z dalSich 80 non snRNP proteind. U snRNP partikule jsou slozeny z Sesti az deseti proteind,
které obsahuiji rizné vazebné motivy, a U snRNA , které patfi do podrodiny snRNA bohatych

na uracil. Hlavni funkci téchto partikuli je pfiblizeni obou koncu intronu pfi sestfihu.

5.2 Transesterifikace

Jaderny sestiih pre-mRNA probiha dvéma naslednymi transesterifikanimi reakcemi
(Staley a Guthrie, 1998). Transesterifikace je proces, pfi kterém je v kazdé reakci jedna
fosfodiesterova vazba vyménéna za jinou, to znamena, Ze celkovy pocet vazeb zlstava
zachovan. Energie uvolnéna pfi rozstépeni vazby mezi nukleotidy je vyuzita k tvorbé jiné
vazby, tedy pro samotnou transesterifikaci neni vyZzadovano dodani energie z vnéjsku.
V prvnim  katalytickém kroku 2°volnéa hydroxylova skupina posledniho adenosinu
(branchpointu) v konzervované sekvenci (UACUAAC) nukleofiiné napada fosfodiesterovou
vazbu v 5’sestfihovém misté. Dochazi k tvorbé lasovité struktury spojené s 3’koncem
druhého exonu. V druhém katalytickém kroku 3’hydroxylova skupina 5’koncového prvniho
exonu opét nukleofiiné napadne fosfodiesterovou vazbu tentokrat v 3’sestfihovém misté
a dojde k spojeni dvou exonu (viz obr. 6). Lasovita struktura je pomoci debranching enzymu
linearizovana hydrolyzou 5°-2’fosfodiesterové vazby v branchpointu a takto vznikly linearni

intron je poté odstranén pomoci specifickych RNaz.
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5.3 Priibéh sestiihu

Pfed prvnim transesterifikacnim krokem se U1 snRNP vaze k 5’sestfihovému mistu

a specifita této vazby je zajisténa parovanim mezi sekvenci intronu v této oblasti a U1
SNRNA .

Exon1 Intron Exon2

Branchpoint
e [ T e
pre-mRNA Sub2p an y U2 sn
©GUAUGU
. Replacement of U1
kil ) ¥ (@ snRNA by U6 snRNA
(—/ Pr§28§
Unwinding of
first ® l U4/U6 snRNAs
ltransesterification ﬁ
>' - l Prp2p
oH®
GUAUGUN~ lariat l
C?AU c AU'> intermediate Prp16p Second

transesterification

Release 0 @
@ [3"exon | mRNA rpZZp% /
e— |
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transesterification

[5 exon |

4
+

YAG
@GUAUGU lariat Disassembly
—CAAUCAU intron

Obr. 6. Prabéh dvou transesterifikacnich kroku Obr. 7. Pribéh sestfihu pre-mRNA a RNA helikazy
pfi sestfihu pre-mRNA. Prvni transesterifikacni DEXxD/H box proteint a jejich role pfi jednotlivych fazich
krok je znazornén c&ervené, druhy zelené (pfevzato a upraveno podle de la Cruz, et al., 2003).

(pfevzato podle Staley a Guthrie, 1998).

Tato pocCateCni interakce je na ATP nezavisla, ale kazdy nasledujici krok je uz zcela
zavisly na hydrolyze ATP potiebné k pfestavbam uvnitf spliceosomu. Tyto prestavby
umoziuji vzajemny kontakt jednotlivych komponent nezbytnych pfi sestfihu. Oblast mezi
branchpointem a 3’sestfihovym mistem je rozeznana vazbou BBP (branchpoint binding
protein) a Mud2p, ktery pFedstavuje kvasinkovy ortholog sav€iho sestfihového faktoru
U2AF®® (Abovich et al.,1994). Vybér 3 sestfihového mista pro druhy transesterifikacni krok je
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Uzce spjat s pfedchozim rozpoznanim sekvence nachazejici se v okoli branchpointu. Jako
3’sestfihové misto je uréen prvni dinukleotid AG od branchpointu s optimalni vzdalenosti
osmnacti az dvacetidvou nukleotidd (Chen et al., 2000). Po vazbé U1 snRNP se vaze dalsi
partikule U2 snRNP k sekvenci v blizkosti branchpointu. Samotny adenosin je ztéto
interakce vynechan, nebot’ pozdéji pasobi pfi nukleofilnim napadeni 5 sestfihového mista.

Poté nasleduje vazba U4/U6.U5 tri snRNP a dochazi k rozsahlym konformacnim
zménam. Uvolni se U4 snRNP, ktera doposud slouzila k udrzeni U6 snRNA v neaktivnim
stavu, protoZe tato podjednotka tvofi viastni katalytické centrum spliceosomu. Nasleduje
parovani U2 s U6 snRNP (uvedeni U6 snRNA do aktivniho stavu), uvolnéni U1 snRNP
a interakce 5'sestfihového mista s U5 a U6 snRNP. Cisté proteinovy NTC komplex, ktery se
vaze k spliceosomu po uvolnéni U1 a U4 snRNP, umozni stabilni asociaci U5 a U6 snRNP
se spliceosomem (Chan et al., 2003). Tento esencialni NTC komplex (NineTeen Complex)
sestava minimalné z jedenacti proteind. Prvné byl popsan vroce 1994 a nazvan podle
kvasinkového sestfihového faktoru Prp19p (Tarn et al., 1994).

Béhem sestfihu jsou dynamické pfestavby sekundarni struktury RNA uvnitf spliceosomu
dllezité pro spravné rozpoznani intronu a pro vytvoreni katalytického jadra. Proteiny patfici
do DExD/H box rodiny hraji ddlezitou roli v fizeni téchto pfestaveb pomoci rozvolnéni RNA
duplext vytvofenych béhem sestfihu napf. mezi jednotlivymi snRNA &i mezi snRNA a pre-
mMRNA. Ackoliv vlastni sestfih nevyZaduje energii, k témto pfestavbam v ramci spliceosomu
je vyZzadovana energie ziskana hydrolyzou ATP, a proto se tyto proteiny oznacuji jako RNA-
zavislé NTPazy/RNA helikazy. U Saccharomyces cerevisiae bylo doposud nalezeno celkem
osm esencialnich proteind z DExD/H box rodiny (viz obr.7), které se Uc€astni této reakce:
Brr2p (znam také pod nazvy Snu246p, Rss1p a Slt22p), Prp2p, Prp5p, Prp16p, Prp22p,
Prp28p, Prp43p!, Sub2p (review Silverman et al., 2003). Hydrolyza ATP je vyzadovana pro
sestaveni spliceosomu, pro oba katalytické kroky a pro uvolnéni mRNA a nasledny rozpad

zbylého spliceosomalniho komplexu.

1 Zkratka Prp (pre-mRNA processing) oznaduje proteiny Ucastnici se sestfihu u Saccharomyces cerevisiae , které
se uplatiiuji pfi vazbé snRNP &astic k RNA nebo vykazuji helikdzovou aktivitu.
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6. RNA helikazy rodiny DEAH

DEAH rodina predstavuje helikazy naleZejici do DExD/H box proteinu a tvofi sesterskou
skupinu DEAD a DExH helikaz. Vlastni nazev vychazi z Il motivu (DEAH) v helikazové
domeéné, ktery oznaluje konzervované aminokyseliny zastoupené u v3ech helikaz z této
rodiny (Staley a Guthrie, 1998; Gorbalenya a Koonin, 1993).

Helikazy rodiny DEAH u Saccharomyces cerevisiae pfedstavuji skupinu sedmi ¢lenu (dle
Saccharomyces Genome Database) a ucast pfi sestfihu pre-mRNA byla potvrzena pro Ctyfi
jeji zastupce, Prp2p, Prp16p, Prp22p a Prp43p. Ostatni tfi, Ecm16p, Dhr2p a Mphlp, se
podili na jinych buné&nych procesech vyZadujicich pfitomnost téchto helikaz.

Ecm1p je esencialni ATP-zavisla RNA helikaza specificka pro U3 snoRNP, pfevazné
lokalizovana v jadérku a vyzadovana pro synthézu 18S rRNA (Shiratori et al., 1999). Dhr2p
je RNA-zavisla helikaza plsobici také pfi synthéze 18S rRNA (Colley et al.,2000). Mphlp je
DNA i RNA helikdza, ktera chrani genomovou DNA pfed spontanné a chemicky
indukovanym poskozenim (Scheller et al., 2000).

Ostani C&tyfi helikazy této rodiny se uc€astni raznych fazi sestfihu pre-mRNA. Prp2p
aktivuje spliceosom pred prvnim transesterifikacnim krokem (Kim et al., 1996), Prpl6p
plsobi pfed druhym transesterifikaénim krokem (Schwer a Guthrie, 1992), Prp22p hraje roli
pfi druhém transesterifikaénim kroku sestfihu a pfi uvolnéni mRNA ze spliceosomu
(Company et al.,, 1991; Schwer a Gross, 1998; Wagner et al., 1998) a Prp43p se podili
na rozvolnéni spliceosomu a uvolnéni lariatové struktury (Arenas a Abelson, 1997;Martin et
al., 2002).

Na RNA zavisla ATPasova aktivita byla zjisténa u Prp2p, Prp16p, Prp22p i u Prp43p,

ale pouze pro Prp16p a Prp22p byla prokazana spojitost mezi energii ziskanou pfi hydrolyze

damany:

7] H C T

51 motiv Lo La Il W W

mitivy

Obr. 8. Schematické znazornéni jednotlivych domén a motiv(, které se vyskytuji u RNA helikaz rodiny DEAH

Ucastnicich se sestfihu pre-mRNA (S1 motiv je pfitomen pouze u Prp22p a T doména neni u Prp2p).
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ATP a naslednym odvinutim duplext RNA in vitro (Schwer a Guthrie, 1991; Kim et al., 1992;
Schwer a Gross, 1998; Wagner et al., 1998; Wang et al., 1998, Martin et al., 2002).

VSechny tyto helikazy obsahuji tfi zakladni domény: N-konconou unikatni domeénu,
H-helikazovou/ATPazovou doménu, ktera sestava ze sedmi motivi a je vysoce
konzervovana u vSech DExD/H box proteint (Tab. 2), a C-koncovou doménu, pro niz je
typicka konzervovanost pravé uvnitf rodiny DEAH. U helikdz zastoupenych Prp16p, Prp22p

a Prp43p je za C-koncovou doménou pfitomna jesté T (tail) doména (viz obr. 8).

H-helikazova/ATPazova doména

motiv Prp2p Prpl6p Prp22p Prp43p

(876 aa) (1071 aa) (1145 aa) (767 aa)

I. (GETGSGKT) 246-253 373-380 506-513 116-123
l.a (TQPRRVAA) 276-283 403-410 534-541 146-153
Il. (DEAH) 346-349 473-476 603-606 215-218
Il. (SAT) 378-380 505-507 635-637 247-249
IV. (LXFXTG) 439-444 567-572 695-700 307-312
V. (TNIAETSXT) 501-509 638-646 757-765 376-384
VI. (QRXGRAGR) 548-555 685-692 804-811 423-430

Tab. 2. Struktura H-helikdzové/ATPazové domény sestfihovych RNA helikdz rodiny DEAH se sedmi
konzervovanymi motivy. Identické aminokyselinové zbytky jsou oznaCeny velkym pismenem, x pfedstavuje
jakykoliv aminokyselinovy zbytek (data ziskana ze sekvenci RNA helikdaz rodiny DEAH u Saccharomyces

cerevisiae z databaze www.pubmed.com a tyto sekvence byly srovnany za pomoci programu Multiple Sequence

Alignment by CLUSTALW, www.align.genome.jp ).
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6.1 Prp2p aktivuje spliceosom v prvnim kroku

Sestfihovy faktor Prp2p (100 KDa, 876 aa) je RNA dependentni ATPasa, ktera aktivuje
spliceosom pfed prvnim transesterifikacnim krokem (Kim et al., 1996). Gen PRP2 je
u Saccharomyces cerevisiae umistén na XIV. chromosomu. Po interakci Prp2p
se spliceosomem dochazi k vazbé a hydrolyze ATP a spliceosom podstupuje nékolik
strukturalnich zmén, které jsou katalyzovany pomoci této helikazy. Dochazi k aktivaci

spliceosomu a uvolnéni RNA helikazy.

Prp2 DEAH s

Obr. 9. Struktura Prp2p (876 aa). N-koncova doména (245 aa) je znazornéna barvou ¢ernou,
H-helikazova/ATPazova doména Cervenou a C-koncova doména (321 aa) je modfe, u Prp2p neni pfitomna

T-doména (pfevzato a upraveno podle Wang et al., 1998).

Prp2p hydrolyzuje vSechny bézné NTP a dNTP a tato schopnost byla prokazana i pro
pfibuzné DEAH helikazy Prp16p a Prp22p (Schwer a Guthrie, 1991; Kim et al., 1992; Schwer
a Gross, 1998; Wang et al., 1998; Schneider et al., 2004).

Bylo zjiSténo, ze Prp2p se vaze k spliceosomu prostfednictvim malého proteinu Spp2p
(23 KDa, 185 aa). Spp2p je zakladni sestfihovy faktor a plvodné byl isolovan jako geneticky
supresor prp2 (Last et al., 1987). Pomoci dvouhybridni analyzy s pouzitim Prp2p jako
navnady byla potvrzena interakce téchto dvou proteinl a tato vazba byla dale studovana jak
genetickymi tak i biochemickymi metodami (Roy et al, 1995). Pfi nasledném opakovani
tohoto pokusu s uzitim Spp2p jako navnady, byla zachycena C-koncova polovina Prp2p.
Vytvofené mutace v této €asti proteinu zapficinily defekt ve vazbé helikazy k spliceosomu
pravdépodobné v dlsledku prerusené interakce mezi Spp2p a Prp2p (Silverman et al.,
2004). Delec¢ni studie 42 C-koncovych aminokyselinovych zbytk( zplsobila neschopnost
interakce proteinu se spliceosomem in vitro i in vivo (Gilbert et al., 2004) a potvrdila
pfedchozi nalezy.

Spp2p obsahuje konzervovany motiv jedenacti aminokyselinovych zbytkl bohatych
hlavné na glycin (G patch motiv). Tento motiv byl nalezen u mnoha RNA vazebnych proteina.
Dale byla identifikovana pomoci zaménovych mutaci jedenactimerni oblast D84°C846-\\/855 856
v C-koncové Casti Prp2p, ktera je dulezita pro funkci proteinu in vivo. Z téchto pozorovani
vyplyva, Ze interakce mezi C-koncovou &asti Prp2p (DC-WL oblast) a Spp2p (G patch motiv)
je esencialni pro sestfih a tedy i zivotaschopnost burky. Vlastni DC dipeptid a k nému
pfilehajici aminokyselinové zbytky (845.-853.) se znacné liSi u jinych DEAH sestfihovych
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helikaz, ale v ramci kvasinkového rodu Saccharomyces u Prp2p proteinl je tato sekvence
vysoce konzervovana. Stejné tak i pfitomnost proteinu Spp2p, jehoz homolog nebyl doposud
identifikovan u jinych organisml. Spp2p tedy predstavuje urlity kofaktor pro Prp2p
Saccharomyces cerevisiae pro vazbu k spliceosomu. U ostatnich DEAH helikaz u€astnicich
se sestfihu je pfitomna jesté T (tail) doména za C-koncovou doménou, ktera je bohata
na pozitivné nabité aminokyseliny. Protoze protein Spp2p je také vysoce nabity, mlze
predstavovat pro Prp2p to, co pro ostatni helikdzy N a T-doména (Silverman et al., 2004).

Pfi deleCnich studiich byla prokazana esencialita C-koncové domeény (viz feCeno dfive).
Naproti tomu studium N-koncové casti odhalilo postradatelnost 206 aminokyselinovych
zbytk( in vitro i in vivo (kromé Useku mezi 83.-88. aminokyselinovym zbytkem, kdy tato ¢ast
je odpovédna za jadernou lokalizaci) (Gilbert et al., 2004).

K homolognim proteinim Prp2p nalezi HrpAp identifikovany u Escherichie coli (Moriya et
al., 1995) a lidsky homolog hDbp2p (Imamura et al., 1998).

Ceflp, Taf4p, Hsp82p, Prp6p, Lsm6p, Prp3p, Prp31p, Prp8p, Smelp,

ini _ 2
Affinity capture-MS Prp4p. Smx3p, Rrp12p, Spp2p

Two hybrid?® Cin2p, Brr2p, Spp2p
Dosage rescue* Sarlp, Reglp
Phenotypic
enhancement® Ski6p, Rrp6p, Ratlp, Kemlp
Synthetic growth
defect® Elp2p, Elp4p, Elp6p,

Synthetic lethality’ Snulldp

Synthetic rescue® Prsip, Prp3p, Prp4p

Tab. 3. Proteiny se kterymi Prp2p vstupuje do fyzické nebo genetické interakce (dle Saccharomyces Genome

Database, www.yeastgenome.org). Anglické oznaceni interakci je vysvétleno a uvedeno nize.

2 Protein-navnada je afinitné vytazen z bunééného extraktu pomoci polyklonalnich protilatek nebo za vyuziti
epitopového tagu. Asociované proteiny s proteinem-navnadou jsou poté identifikovany metodou MS.

3 Protein-navnada je fuzovany s DNA-vazebnou doménou, protein-kofist (nej¢astéji predstavuje knihovnu
protein(l) je fGzovany s DNA-aktivaéni doménou. Specificka nterakce mezi t&émito dvéma ¢astmi umozni aktivaci
transkripce urcitého selekéniho nebo detekéniho genu.

4 Protein suprimuje lethalni efekt delece genu, je-li nadprodukovan.

5 Mutace nebo nadprodukce urcitého genu zpUsobi zesileni fenotypu spojeného s mutaci nebo nadprodukci genu
jiného.

6 Mutace v oddélenych genech, kdy kazdy jimi produkovany protein sam o sobé zpusobuje minimalni fenotyp,
zapficini zavazny rustovy defekt pfi kombinaci obou téchto mutaci.

7 Je situace, kdy kombinace dvou mutaci je pro buriku lethdlni, pfestoZe samotny vyskyt kaZzdé z nich lethalitu
nezpusobi.

8 Mutace nebo delece jednoho genu zachrani buriku nesouci jinak lethalni mutaci nebo deleci genu jiného.
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6.2 Druhy krok pre-mRNA sestrihu a vztahy mezi jednotlivymi
faktory

Druhého kroku pre-mRNA sestfihu u Saccharomyces cerevisiae se ucastni nékolik
vyznamnych proteinQ, napf. Prp8p, Prp16p, Prp17p, Slu7p, Prp18p a Prp22p, kdy esencialni
jsou Prp8p, Prp16p a Prp22p (Schwer a Gross, 1998; Umen a Guthrie, 1995a). Pro Ctyfi
proteiny, Prp8p, Prp16p, Prp22p a Slu7p, byla prokazana interakce se 3 sestfihovym mistem
nebo v jeho tésné blizkosti (McPheeters et
al., 2000; Teigelkamp et al., 1995a a 1995b;

Umen a Guthrie, 1995b). Rozpoznani :

3’sestfihového mista pro druhy krok je e
uréeno U5 snRNA, Prp8p (U5 snRNP @+ o
. , . . «— |7
asociovany protein) a dalSimi faktory (Umen (‘%%__
a Guthrie, 1995b). Faktor Prp8p (29KDa, - )
—~ (s

2413 aa) plsobi béhem sestaveni

spliceosomu a pii transesterifikadnich 18, «— a2

krocich sestfihu. V druhém kroku stabilizuje =
slabou interakci mezi konzervovanou %ﬁ%‘g_

smyCkou v U5 snRNA a sekvenci

nasledného exonu, kdy tato vazba je 22
sekvenéné nespecificka (Teigelkamp et al., — i
— 22 ATP
5 5 2da > [ (l@)(\_)/l §ADP
1995a). Také se predpoklada, ze Prp8p

pomaha stabilizovat tercialni strukturu pfi ) i‘:_> .« @

vazbé U6 snRNA s 5 a 3’sestfihovym

= ——— — ATP
mistem (Collins a Guthrie, 1999). « SN
Za ucasti hydrolyzy ATP RNA helikaza
Prp16p katalyzuje konformaéni zmény Obr. 10. Model pusobeni jednotlivych faktor( pfi druhém
kroku sestfihu (pfevzato a upraveno podle James et al.,

tykajici se 3’sestfihového mista a tyto 2002).
zmény vedou Kk ochrané této Casti

pred plsobenim RNazy H. Tento proces se odehrava ve dvou fazich, kdy prvni je na ATP
zavisla a plsobi pfi ni Prp16p a Prp17p, zatimco druha faze je na ATP nezavisla a vztahuje
se na proteiny Prp18p, Slu7p a Prp22p (Schwer a Gross, 1998; Umen a Guthrie, 1995a).
Samotna ochrana 3’sestfihového mista pfed plsobenim RNazy H je dana prostfednictvim
vazby Prp22p s timto mistem a tato interakce je iniciovana Prp16p (McPheeters et al., 2000).
Proteiny Prp18p, Slu7p a Prp22p, vyzadované v ATP nezavislé fazi, jsou neesencialni in
vitro pfi kratSi vzdalenosti branchpointu a 3 sestfihového mista, protoze 3’sestfihové misto je

umisténo uvnitf spliceosomalniho komplexu a tim je chranéno pfed pasobenim RNazy H. P¥i
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vzdalenosti dvanacti a vice nukleotidi je nezbytna pfitomnost Slu7p a Prp18p, zatimco
Prp22p je vyzadovana az pfi vzdalenosti dvacetijedna a vice nukleotid. Pfedpoklada se, ze
tyto proteiny tvofi spojovaci most nebo stabilizuji vazbu jinych faktort k t€émto mistim (Brys
a Schwer, 1996; Schwer a Guthrie, 1992; Zhang a Schwer,1997). Vazba Prp22p je omezena
na poslednich osm nukleotid intronu a Prp16p se vaze k poslednim &tyfem nukleotidim
vintronu a minimalné k daldim tfinacti v nasledném exonu (McPheeters a Muhlenkamp,
2003).

Po prvnim kroku Prp16p interaguje s 3’sestfihovym mistem a Prp8p a Slu7p se vazi
slabéji. Hydrolyza ATP vyvola konformacni zménu, ktera snizi silu vazby Prp16p a ten se
nasledné uvolni, ale zvySi naopak vazbu Prp8p a Slu7p k spliceosomu. Tato silnéjsi
interakce vyzaduje pfitomnost dvou proteint Prp17p a Prp18p, které pomahaiji v stabilizaci
vazby Slu7p (Umen a Guthrie, 1995a). Dale nasleduje vazba Prp22p, kdy bylo za vyuziti
dvouhybridni analyzy zjiSténo, ze tato helikaza je pravdépodobné vazana k spliceosomu
za podpory Slu7p (van Nues a Beggs, 2001). Probéhne druhy transesterifikaéni krok
a Prp22p katalyzuje uvolnéni mRNA (Schwer a Gross, 1998; Wagner et al., 1998). Zaroven
s uvolnénim mRNA dochazi i kdisociaci Slu7p, Prpl8p a Prp22p. K zbyvajicimu
sestfihovému komplexu se vtento okamzik vaze Prp43p a katalyzuje uvolnéni lariatové
struktury a rozpad zbylého spliceosomalniho komplexu (Martin et al., 2002).

Slu7p (44KDa, 382 aa) byl identifikovan pfi hledani proteinl, které jsou synteticky
lethalni s U5 snRNA (Frank et al., 1992). Tento faktor obsahuje dva motivy, zinc knuckle
a PRP18 interakéni motiv (James et al., 2002). Prpl17p (52KDa, 455 aa) a Prp18p (29KDa,
251 aa) jsou neesencialni proteiny sestfihu, ale pfi nepfitomnosti obou dochazi k ¢astecné
blokaci druhého kroku (Horowitz a Abelson, 1993).
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6.3 Prp16p pusobi pred druhym transesterifikacnim krokem

Prpl6p (121 KDa, 1071aa) je esencialni RNA stimulovana ATPaza a na ATP zavisla
RNA helikdaza (Wang et al, 1998). Gen PRP16 se nachazi na Xl. chromosomu
Saccharomyces cerevisiae. Tato helikdza je vyZadovana pfi strukturalnich zménach
odehravajicich se pfed druhym katalytickym krokem pre-mRNA sestfihu (Schwer a Guthrie,
1991). Prp16p byl identifikovan pfi hledani faktoru, které dovoli sestfih pre-mRNA, ktera
obsahuje mutaci v branchpointu (Burgess et al., 1990). Pfi samotné reakci je nezbytna

pfitomnost 10-40krat vétsiho mnoZstvi enzymu nez-li substratu (Wang et al., 1998).

Prpl6 DEAH [

Obr. 11. Struktura Prpl6p (1071 aa). N-koncova doména (372 aa) je znazornéna barvou cernou,
H-helikazova/ATPazova doména cervenou, C-koncova doména je modfe a dodate¢na T-doména (C+T

dohromady 379 aa) je ¢erné (pfevzato a upraveno podle Wang et al., 1998).

Dle modelu, navrzenému Burgessem a Guthrie v roce 1993, je hydrolyza ATP pomoci
Prp16p kontrolnim krokem. Béhem doby, kdy je tento enzym asociovan se spliceosomem,
laridtovy intermediat podstupuje fadu zmén nezbytnych k pokradovani v druhém kroku.
V buiice musi byt zajistén kontrolni mechanismus, ktery zajisti vybér fadného 5 a 3’
sestfihového mista a branchpointu. Prp16p tedy slouzi ke kontrole spravné zvoleného
branchpointu. Lariatovy intermediat vznikly pfi prvnim kroku sestfihu mdaze podstoupit dva
rozdilné osudy, kdy jeden je produktivni a druhy nikoliv. Konformaéni pfeména lariatového
intermediatu zpUsobi nasledné uvolnéni Prp16p a pokracovani v druhém kroku. Dojde-li vSak
k hydrolyze ATP dfive, nez-li staci lariatovy intermediat podstoupit konformacni zménu, je
odstranén a degradovan (viz obr.12.). Prp16p tedy pUsobi jako ¢asovy regulator s pfesné
definovanou dobou, po kterou probihaji spontanni konformaéni zmény souvisejici
s nalezenim branchpointu. Tento model pfedpoklada, Ze jakékoliv nepfiznivé interakce mezi
mutovanym branchpointem a nékterymi sestfihovymi faktory pfekazi strukturalnim zménam.
Pfi pouziti prpl6p mutovaného v helikdzové doméneg, kdy tato mutace zpusobi snizeni
ATPazové aktivity, nedochazi k degradaci abnormalniho lariatového intermediatu. Vlivem
pomalého procesu hydrolyzy ATP se prodlouzi ¢as nezbytny k podstoupeni strukturalnich
zmén vedoucich ke konformaclni pfeménég, proto je mutovany substrat uchranén pied
degradaci.

V roce 2005 byla objevena interakce malého proteinu Isy1p (235 aa, 28 KDa) s Prpl6p
(Villa a Guthrie, 2005). Isylp (Interactor of Syf1p) je neesencialni protein, ktery tvofi
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komponentu NTC komplexu (NineTeen Complex) (Tarn et al., 1994). Pfesna role Isy1p pfi
sestfihu nebyla doposud uréena, ale pfedpoklada se jeho spoluprace s U6 snRNA pfi tvorbé
pfiznivé konformace pro prvni transesterifikacni krok. Pfi jeho deleci dochazi k redukci
pribéhu prvniho kroku a presnosti v rozpoznani 3’sestfihového mista. Proto Isy1p
pravdépodobné pulsobi i pfi konformacnich zménach katalyzovanych helikazou Prp16p
v pfechodu mezi prvnim a druhym krokem sestfihu (Villa a Guthrie, 2005). Funkce Isy1p
muze spocivat v stabilizaci lariatového intermediatu pred konformacéni zménou, nebo
destabilizaci lariatového intermediatu po prodélani této zmény, také vsak mlze predstavovat

negativni regulator pro Prp16p (Villa a Guthrie, 2005).
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L.P, Productive pathway

ADP
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Obr. 12. Model plsobeni Prp16p navrzeny Burgessem a Guthrie v roce 1993, upraveno.

S vyuZzitim dvouhybridni analyzy a koimmunoprecipitace byla potvrzena pfitomnost
pfimé ¢i nepfimé vazby DExH helikdzy Brr2p (U5 snRNA asociované) a Prp16p
u Saccharomyces cerevisiae. Lze usuzovat, ze vazba helikazy Prp16p k spliceosomu je
v kvasinkach zprostfedkovana interakci s Brr2p (van Nues a Beggs, 2001). U lidského
homologa, hPrp16p, byl nalezen v N-koncové &asti proteinu RS motiv (arginin a serin bohata
oblast), ktery je charakteristicky pro nékteré sestfihové faktory, napf. ¢leny SR proteinové
rodiny. Stejny motiv je pfitomen i u lidského homologa RNA helikazy hPrp22p (Ono et al.,
1994; Zhou a Reed, 1998). Skrze tento motiv dochazi pravdépodobné k interakci s SR

proteiny, které obsahuji RNA vazebny motiv. Neni zcela jisté, jestli tento motiv sam o sobé je
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schopen umoznit vazbu k spliceosomu skrze interakci s SR proteiny, nebo vazbu
k spliceosomu pouze reguluje prostfednictvim fosforylace/ defosforylace tohoto motivu. Byla
provedena studie s pouZitim lidského hPrp16p v kvasince deletované v genu PRP16. Plna
délka lidského homologu nebyla schopna nahradit funkci nepfitomného Prp16p, ale
chimericky protein s N-koncovou doménou kvasinkového Prp16p a H, C a T doménou
hPrp16p tuto funkci obnovil (Zhou a Reed, 1998). Katalyticka schopnost je u tohoto enzymu
konzervovana od kvasinek az po ¢lovéka, ale specifita interakce k spliceosomu je odliSna.

Pfi studiu minimalni esencialni délky proteinu bylo zjiSténo, Zze 204 aminokyselinovych
N-koncovych a 100 aminokyselinovych C-koncovych zbytkl je neesencialnich pro funkci in
vivo (Hotz a Schwer, 1998). Pro plnou Zivotaschopnost buriky je zbyvajici ¢ast N-koncové
domény potfebna a je vyzadovana pro jadernou lokalizaci (Wang a Guthrie, 1998). Ca T
domény hraji roli v stabilizaci vazby mezi N-koncovou ¢asti a spliceosomem. N-koncova
a zbyvajici ¢ast proteinu mohou fungovat i pfi expresi v trans, kdy tyto dvé oblasti tvofi dva
strukturné oddélené moduly, které spolu fyzicky interaguji a jsou funkéné svazané (Hotz a
Schwer, 1998).

Affinity capture-MS | Pillp, Nop13p, Brr2p

Two hybrid Brr2p, Prpl6p

Dosage rescue Cdc40p , Slu7p

Synthetic growth
defect Cliip

Synthetic lethality Cdc40p, Nip7p, Noplp, Secl5p, Slt2p, Prp8p, Slu7p, Ecm2p

Synthetic rescue Gstlp, Prp8p

Tab. 4. Proteiny se kterymi Prp16p vstupuje do fyzické nebo genetické interakce (dle Saccharomyces Genome

Database, www.yeastgenome.org).
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6.4 Prp22p ma dvé funkce pri sestrihu

Protein Prp22p (130 KDa, 1145 aa) je dulezity sestfihovy faktor druhého
transesterifikacniho kroku. Gen PRP22 je umistén na V. chromosomu Saccharomyces
cerevisiae. Prp22p je RNA stimulovana ATPaza a na ATP zavisla helikaza (Schwer a Gross,
1998; Wagner et al., 1998). Pavodné byla izolovan pfi hledani ts® mutaci gend, jejichz
produkty se ucastni pre-mRNA sestfihu (Vijayraghavan et al., 1989).

Prp2? DEAH s

Obr. 13. Struktura Prp22p (1145 aa). N-koncova doména (505 aa) je znazornéna barvou ¢ernou (pfitomen S1
motiv), H-helikdzova/ATPazova doména Eervenou, C-koncova doména je modfe a dodate¢na T-doména (C+T

dohromady 334aa) je Cerné (pfevzato a upraveno podle Wang et al., 1998).

Pro odvijeni duplext je vyzadovan 3° RNA pfesah, zatimco komplementarni fetézec
mlze byt jak RNA tak i DNA (Tanaka a Schwer, 2005). U helikazy Prp16p je také
upfednostriovan 3’pfesahujici konec substratu, ale dokaze odvinout s nizSi uc€innosti
i substraty s 5'pfesahem (Wang et al., 1998). Sila vazby mezi Prp22p a jednofetézcovou
RNA je dvacetinasobné vétsi, nez-li je tomu v pfitomnosti jednoretézcové DNA nebo duplexu
nukleovych kyselin. Interakce je také ovlivnéna vlastni délkou RNA duplexu, kdy optimum je
mezi dvaceti a ftficeti nukleotidy (Tanaka a Schwer, 2005). Zavislost délkova mize mit
souvislost s Sir§im vazebnym mistem pro Prp22p, nebo potfebou asociace dalSich proteinu
esencialnich pro funkci Prp22p. Pfitomnosti RNA dochazi k zvy3eni helikdzové aktivity 2,5-
4krat, ale ve srovnani s Prp2p a Prp16p je tato hodnota velice nizka (Wagner et al., 1998).

Prp22p ma dvé funkce pfi pre-mRNA sestfihu. Prvni se tykd druhého
transesterifikaéniho kroku, je nezavisla na ATP a neesencialni pfi vzdalenosti branchpointu
a 3'sestfihového mista kratSi nez dvacet nukleotidd. Druha role je esencialni, zavisla
na ATPazové a helikdazové aktivité, nebot Prp22p uvoliuje sestfizenou mMRNA
ze spliceosomu. Po hydrolyze ATP dochazi k oslabeni vazby a nasledné disociaci Prp22p
(Schwer a Gross, 1998; Wagner et al., 1998).

Prp22p uziva energii ziskanou z hydrolyzy ATP k pferuSeni vazeb mezi sestfizenou
mRNA a nékterymi komponenty spliceosomu, tyto vazby mohou predstavovat RNA-RNA
nebo RNA-proteinové interakce. Pfi hledani extragenovych supresord mutace prp22
pusobici defekt v helikdzové aktivité byla objevena mutovana forma prp8p, ktera nedokaze

efektivné stabilizovat sekveniné nespecifickou interakci mezi U5 snRNA a sekvenci

9 ts proteiny jsou proteiny, které jsou pii vy$si teploté nefunkéni.
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nasledného exonu. V tomto pfipadé mize dojit k uvolnéni mRNA ze spliceosomu, protoze
interakce U5 snRNA se sekvenci nasledného exonu neni dostateCné stabilizovana
mutovanou formou prp8p a proto neni ani vyzadovana helikazova aktivita mutovaného
prp22p (Schwer a Meszaros, 2000; Schneider et al., 2002; Schneider et al., 2004).

U Prp22p je pfitomen S1 motiv v N-koncové Casti proteinu (pozice aminokyselinovych
zbytkd 177.-256.), ktery je postradatelny pro funkci in vivo i in vitro (Schneider a Schwer,
2001). S1 motiv je pfitomen u mnoha rozdilnych proteini asociovanych s RNA a byl nalezen
u ribosomalniho S1 proteinu a polynukleotidové fosforylaze u Escherichia coli. Bylo
potvrzeno, Ze S1 motiv u Prp22p tvoii RNA vazebnou doménu a je pfitomen i u homolognich
proteind u S. pombe, C. elegans a H. sapiens (Company, 1991).

Pomoci dele¢nich mutant byla studovana délka esencialni €asti proteinu (Schneider
a Schwer, 2001). Byla ur€ena minimalni funkéni ¢ast pokryvajici oblast aminokyselinovych
zbytkd 262.-1145. od N konce, ktera je dostatecna pro aktivitu in vivo i in vitro. Pfi deleci 350
aminokyselinovych zbytkl (protein sestava z 351.-1145. aminokyselinového zbytku) je bunka
schopna zit pouze za produkce vétSiho mnozstvi této zkracené formy. Lze tedy
predpokladat, Zze usek od 262.-350. aminokyselinovy zbytek je zodpovédny za sméfovani
proteinu k spliceosomu. PFi dalSi deleci, kdy protein sestdva pouze z 466.-1145.
aminokyselinového zbytku, jiz nedochazi k rastu buriky, ale samotna zkracena forma je
schopna hydrolyzovat ATP, vazat RNA, odvinovat duplexy in vitro a pomoci GFP znaceni in
vivo byla také zjisténa jeji lokalizace v jadfe. U této zkracené formy byla prokazana vyssi
aktivita oproti nezkracené verzi, proto deletovany Usek 465 aminokyselinovych zbytk(
pravdépodobné slouzi k regulaci aktivity Prp22p. PFi koexpresi useku 1.-480.
aminokyselinového zbytku s usekem 466.-1145. aminokyselinového zbytku v trans dochazi
k obnoveni plné funkce proteinu in vivo v rozmezi teplot 25-34°C. Studie, ktera by objasnila
minimalni esencialni C-koncovou €ast, nebyla prozatim dokoncéena.

Byl nalezen lidsky homologni zastupce kvasinkového PRP22 genu DHX8/hPRP22/HRH1
(human RNA helicase 1) (Ono et al., 1994). Vzajemna shoda v sekvencich v helikazové
a C-koncové doméné mezi lidskou a kvasinkovou verzi je 69 a 50%. Pfi expresi hPrp22p
v kvasinkovém kmeni vykazujicim ts fenotyp zplsobeny mutovanou formou prp22p, dochazi
k CasteCnému obnoveni rastu pfi zvySeni teploty z 29 na 32°C (Ono et al.,, 1994). Lidska
forma v8ak obsahuje navic v N-koncové doméné RS motiv, ktery je charakteristicky
pro nékteré sestfihové faktory, napf. ¢leny SR proteinové rodiny (vice viz kap. 6.3). Pomoci
dvouhybridni analyzy v kvasinkach byla prokazana interakce HRH1 s SR proteiny
prostfednictvim RS motivu. RS motiv u HRH1 slouzi i jako jaderny lokaliza¢ni signal (Ohno
a Shimura, 1996).

PFfi hledani esencialnich genl nezbytnych pro bunécné déleni byl pomoci metody
esiRNA (endoribonuclease-prepared si RNA) nalezen i lidsky homolog hPrp22/HRH1/DHXS,
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pfi jehoz uml&eni dochazi k porucham bunééného déleni (Kittler et al, 2004). Buiky vstoupi
do mitézy, ale po urCité dobé z této faze bunétného déleni opét vystoupi bez jakékoliv
znamky rozdéleni jadra. Dochazi k ztraté viditelnosti jadérka a tvorbé bunék cCastecné
zbavenych chromatinu. Souvislost mezi zastavenim sestfihu, vlivem nedostate¢ného
mnozstvi esencialni hPrp22p helikazy a z toho plynouci nedostateénou tvorbou protein(
vyZadovanych pro bunééné déleni, se nepfedpoklada. Naopak se dnes vice podporuje
hypotéza uc€asti nékterych sestfihovych faktort v bunééném déleni (Kittler et al, 2004). AvSak

Z2adna dalsi spojitost této helikazy s délenim bunék nebyla prozatim publikovana.

Affinity capture-MS | Ceflp, Cdc5p, Prp19p, Ubplp, Sok2p

Two hybrid Prpl16p, Clflp, Slu7p, Prp45p, Pmi40p, Dbp7p, MsI5p
Synthetic growth
defect Clfilp

Synthetic lethality | Cdc40p, Snull4p,

Synthetic rescue Prp8p

Tab. 5. Proteiny se kterymi Prp22p vstupuje do fyzické nebo genetické interakce (dle Saccharomyces Genome
Database, www.yeastgenome.org).
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6.5 Prp43p pomaha pri rozvolnéni spliceosomu

Protein oznaovany Prp43p (88 KDa, 767 aa) je RNA dependentni ATPazou a tato
ATPazova aktivita je nezbytna pro funkci in vivo (Martin et al., 2002). Gen kodujici Prp43p je
umistén na VIl. chromosomu Saccharomyces cerevisiae. V roce 1991 byli identifikovani dva
dodate¢ni Clenové DEAH rodiny helikaz, ktefi byli oznaceni JA1 a JA2 (Company et al.,
1991). Poté byla analyzovana jejich funkce a v roce 1997 bylo zjisténo, ze protein JA1 hraje
roli pfi sestfihu pre-mRNA a byl pfejmenovan na PRP43 (Arenas a Abelson, 1997). V roce
2005 byla objevena ucast tohoto proteinu také pfi biogenezi ribozomu. Z tohoto zjisténi Ize
usuzovat, ze sestfih pre-mRNA a biogeneze ribozomu mohou byt vzajemné regulovany. Pfi
objeveni dal§i funkce Prp43p jiz nelze s jistotou urcit jeho esencialitu pfi sestfihu in vivo
(Lebaron et al., 2005; Leeds et al., 2006), i kdyz byla potvrzena in vitro (Martin et al., 2002).

Prp4a DEAH

Obr. 14. Struktura Prp43p (767 aa). N-koncova doména (115 aa) je znazornéna barvou ¢&ernou,
H-helikazova/ATPazova doména cervenou, C-koncova doména je modfe a dodate€na T-doména (C+T
dohromady 337 aa) je ¢erné (pfevzato a upraveno podle Wang et al., 1998).

Prp43p pusobi v pozdni fazi sestfihu po uvolnéni mRNA. Jeho role spoéiva v rozvolnéni
spliceosomu a uvolnéni lariatové struktury (Martin et al., 2002; Arenas a Abelson, 1997).
Pozdéji byla prokazana interakce in vivo nejen s vystfizenym intronem, ale také s U2/U6.U5
snRNP komplexem v postsestfihové konfiguraci (Lebaron et al., 2005; Leeds et al., 2006).

PFi studiu minimalni potfebné délky proteinu vyZadované pro funkci in vivo bylo
identifikovano, ze 90 krajnich N-koncovych a 45 C-koncovych aminokyselinovych zbytk( je
neesencialnich (Martin et al., 2002). Vlastni N-koncova ¢ast je oproti ostatnim DEAH
helikazam u Prp43p kratSi, obsahuje pouze 115 aminokyselinovych zbytk(. U Prp16p
a Prp22p je tato doména zodpovédna za vazbu k spliceosomu a jejich C-koncova Cast
pomaha v stabilizaci této interakce. Lze tedy pfedpokladat, ze zbylych 25 aminokyselinovych
zbytkl je potfebnych pro vazbu k spliceosomu. Immunoprecipitaéni analyzou byly odhaleny
dva proteiny Ntrip a Ntr2p, které pravdépodobné hraji roli pfi interakci Prp43p
se splicoesomem (Tsai et al., 2005). Ntr1p a Ntr2p jsou sestfihové faktory vyZadované pro
rozvolnéni splicoesomu u kvasinek. Plvodné byly nalezeny jako slabé asociované
komponenty NTC komplexu (NineTeen Complex) (Tarn et al., 1994), odtud také pochazi

jejich oznaceni Ntr1p a Ntr2p (NineTeen complex-Related proteins).
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V nepfitomnosti Ntrip nebo Ntr2p pfi sestfihu nedochazi k zasazeni funkce NTC
komplexu, ktery plsobi pfi aktivaci splicecosomu, ale hromadi se lariatové struktury
v pozdéjSich fazich sestfihu. Ntr1p obsahuje v blizkosti N konce G-patch motiv (viz kap. 6.1),
pomoci kterého interaguje s Prp43p, a s Ntr2p se vaze prostfednictvim centralni oblasti.
Ntr2p a Prp43p se vazi pouze s Ntrip. Tyto tfi proteiny tvofi stabilni heterotrimericky
komplex oznaCovany NTR, ktery katalyzuje rozvolnéni spliceosomu, oddéleni U2/U6.U5
snRNP komplexu, NTC komplexu a uvolnéni lariatoveé struktury. NTR komplex se nachazi
v burice ve tfech rlznych formach, kdy Ntrip a Ntr2p jsou vzdy asociovany spolu a tvofi
heterodimer, zatimco Prp43p se ze 30% nachazi volné. PIné funkéni formou je pouze
trimericky komplex.

Prestoze je Prp43p evolucné konzervovany a jeho homology byly nalezeny napf. u mysi
mMDEAH9 (Gee et al., 1997) nebo u ¢lovéka hPRP43/DDX8 (Fouraux et al., 2002), nebyly
doposud nalezeny proteinové homology Ntr1p a Ntr2p u jinych organism(. Pfedpoklada se,
Ze u vysSich eukaryot je pfitomen jiny mechanismus interakce se spliceosomem. Tuto
domnénku potvrzuje vysoce nabitd N-koncova doména u vySSich eukaryot. U lidského
homologa hPRP43/ DDX8 byla také nalezena asociace s 12S U2 snRNA a pomoci
immunofluorescence jeho lokalizace v jadie i jadérku (Fouraux et al., 2002), zatimco

u kvasinek je Prp43p obsazen predevsim v jadérku (Huh et al., 2003).

Cwc2p, Ntrlp, Ceflp, Ceglp, Ipplp, Mrpl9p, Clflp, Noplp, Prp46p,
Snull4p, Sro9p, Cwc23p, Ynl224cp, Prp45p, Prp8p, Pwp2p, Smx3p,
Yju2p, Asclp, Bud20p, Nop6p, Erblp, Nop58p, Ciclp, Urblp, Gbp2p,
Affinity capture-MS | Rpsl6ap, Rps22ap, Rpsdap, Rps7ap, Rps9bp, Rpll2ap, Rps10bp,
Rps8ap, Rps9ap, Sbplp, Smblp, Brr2p, Rpsllap, Imd3p, Imd4p, Kemlp,
Pablp, Yralp, Ntr2p, Stmlp, Krilp, Pap2p, Mtr4p, Srp40p, Rrp43p, Esf2p,
Noc2p

Two hybrid Sasi10p

Tab. 6. Proteiny se kterymi Prp43p vstupuje do fyzické nebo genetické interakce (dle Saccharomyces Genome

Database).
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7. Zaveéer

Cilem této prace bylo shrnout a usporadat doposud znaméeé i pfedpokladané vlastnosti
a funkce RNA helikaz rodiny DEAH ucastnicich se pre-mRNA sestfihu u Saccharomyces
cerevisiae. K RNA helikdzam rodiny DEAH patfi Ctyfi z osmi sestfihovych helikaz nalezicich
k DExD/H box proteinim. Pro vSechny Ctyfi ¢leny této rodiny je charakteristicka ATPazova
aktivita, ale vlastni helikazova schopnost byla doposud prokazana pouze u Prp16p a Prp22p
in vitro.

Proteiny Prp2p a Prp16p plsobi pfi prvnim a druhém transesterifikacnim kroku, Prp22p
a Prp43p jsou vyzadovany pro uvolnéni sestfizené mRNA a lariatové struktury ze
spliceosomu a nasledné rozvolnéni zbylého komplexu. Pro rodinu DEAH plati vysoka
homologie v ramci H-helikazové/ATPazové a C-koncové domény, proto se predpokladalo, ze
specifita téchto RNA helikaz k spliceosomu v dané fazi sestfihu bude vychazet z unikatni N-
koncové domény. Pfi blizSim studiu struktury u jednotlivych zastupcu této rodiny se tyto
pfedpoklady nepodafilo prokazat u vSech, naopak je dnes vice podporovana predstava

interakce helikaz se spliceosomem pomoci specifickych kofaktoru.
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