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Abstrakt

Malé jaderné ribonukleoproteinové castice (snRNP) jsou esencidlni slozkou
spliceosomu, dynamického proteinového komlexu zajistujiciho RNA sestifih. Tyto ¢astice jsou
slozeny z jedné malé jaderné RNA, podle niZ nesou sviij nazev, kruhu sedmi Sm nebo LSm
proteinil a dalSich pfidatnych proteinli. VSechny snRNP podstupuji slozitou cestou zrani,
probihajici v jadfe a cytoplasmé buniky. Jednim z dtlezitych faktord biogeneze snRNP je SMN
zprostiedkovani sestaveni Sm core domény v cytoplasmé buiiky, za pomoci proteinového
komplexu PRMTS. Déle se také SMN komplex zapojuje do modifikace snRNA, importu
snRNP do jadra, nebo samotného sestaveni sestiithového komplexu. I ptes vice jak dvé dekady
vyzkumt nejsou nékteré funkce SMN komplexu a jeho ¢éstic zcela odhaleny a neni tedy zcela
jasn¢ vjak velké mife tento komplex ovliviluje nejen biogenezi snRNP, ale i1 celého
spliceosomu. Cilem této prace je, dle dostupnych vyzkumi, hlubsi popis SMN komplexu a

pochopeni jeho funkci v biogenezi snRNP ¢astic.

Kli¢ova slova: SMN komplex, snRNP, snRNA, Sm protein, sestfihovy komplex



Abstract

Small nuclear ribonucleoprotein particles (snRNPs) are an essential component of the
spliceosome, a dynamic protein complex that mediates RNA splicing. These particles are
composed of a single small nuclear RNA, from which they take their name, a ring of seven Sm
or LSm proteins and other accessory proteins. All snRNPs undergo a complex maturation
pathway, taking place in the nucleus and cytoplasm of the cell. One important factor in snRNP
biogenesis is the SMN complex, which is composed of the SMN, Gemin2-8 and Unrip proteins.
Its most important function is to mediate the assembly of the Sm core domain in the cytoplasm
of the cell, with the help of the PRMTS complex. Furthermore, the SMN complex is also
involved in snRNA modification, import of the snRNP core, or assembly of the spliceosome
itself. Despite more than two decades of research, some of the functions of the SMN complex
and its particles have not been fully revealed, and thus it is not clear from the cell to what extent
this complex influences not only snRNP biogenesis but also the entire spliceosome. The aim of
this work, according to the available research, is to describe the SMN complex in more depth

and to understand its functions in snRNP particle biogenesis.

Key words: SMN complex, snRNP, snRNA, Sm protein, spliceosome
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1. Uvod

Cesta prenosu genetické informace je popsdna Centralnim dogmatem molekularni
biologie. V principu jde o tok genetické informace mezi nukleovymi kyselinami, DNA a RNA,
a prepis z RNA do proteinti. Proces, pii kterém je geneticka informace, ulozend v genu,
prevedena nejcastéji do proteinu, se nazyva genova exprese. Genova exprese zahrnuje dva
zasadni kroky, jimiz jsou transkripce a translace. Béhem transkripce dochazi k pfepisu
genetické informace z DNA do prekurzorové messengerové RNA (pre-mRNA) a translaci se
rozumi pieklad RNA do proteinu. Pre-mRNA prochézi pted piepisem do proteinu nékolika
modifikacemi. Jednou ztéchto modifikaci je kriticky dilezity sestfih pre-mRNA neboli
splicing, proces zodpovédny za vytésnovani velkych nekodujicich ¢asti priméarniho transkriptu
(introntl) a spojovani kddujicich ¢asti (exontl), za vzniku maturované mRNA. V soucasné dobé
se odhaduje, Ze vice nez 80 % lidskych geni prochézi alternativnim sestfihovanim, které vede
ke vzniku riznych izoforem mRNA z jednoho primarniho transkriptu.

Splicing je katalizovan velkym, dynamickym, ribonukleoproteinovym aparatem,
zvanym spliceosom. Jednotlivé podjednotky a proteiny spliceosomu postupné nasedaji béhem
sestfihu na vldkno. Tento proces je komplexni a zahrnuje spravné rozpoznani intronu a dvé
esterifikacni reakce, béhem kterych dochazi k vystfizeni intronu, spojeni exont a uvolnéni
mRNA. Sestaveni celého sestfihového komplexu probiha na zakladé vzédjemné interakce
spliceozomalnich snRNP a pfiblizné stovky dalSich ptidruZenych proteint. Spliceosom existuje
ve dvou podobach. Cast&jsi variantou je U2 dependentni spliceosom a variantou, nachazejici se
jen u nekterych podskupin eukaryot, je Ul2 dependentni spliceosome. Tyto dva typy
sestfthového komplexu se jen mirné 1isi ve slozeni malych jadernych ribonukleoproteinovych
castic (snRNP). snRNP jsou esencidlni slozkou sestfihovych komplexi, jsou sloZeny z jedné
malé jaderné RNA (snRNA), kruhu sedmi Sm nebo LSm proteind a dalSich pfidruzenych
proteint. Biogeneze téchto snRNP ¢astic probiha v riznych bunéénych kompartmentech a je
ovlivnéna riznymi faktory. Jednim z nich je SMN komplex, faktor, ktery ovliviiuje piedev§im
cytoplasmatickou fazi zrani, kde zprostfedkovava sestaveni Sm core domény a nasledny
transport snRNP do jadra, ale zapojuje se 1 do dalSich krokt této biogeneze nejen v cytoplasmé.

V této praci se vénuji souhrnu dostupnych informaci o krocich biogeneze snRNP castic
a zapojeni SMN komplexu do tohoto procesu. Taktéz zde zminuji dalsi faktory spolupracujici
s timto komplexem, které¢ maji v biogenezi dilezitou roli, jako je naptiklad komplex PRMTS,
nebo slozky pfedimportniho komplexu. Kromé samotné biogeneze snRNP ¢astic jsou zde

nastinény dal$i pravdépodobné funkce SMN komplexu, ale mnoho z nich stale nebylo zcela



objasnéno, nebo potvrzeno. Nechybi zde ani popis neurodegenerativniho onemocnéni Spinalni
svalové atrofie, kterd je zpiisobena mutaci genu SMN a pfi niz dochdzi ke sniZzeni hladiny

snRNP castic.



2. Spliceosom a jeho struktura

U vétSiny eukaryot se nachazi dva typy sestfihového komplexu — majoritni, U2-
dependentni spliceosom, ktery se stard o vystfizeni kanonickych introni, a minoritni, U12-
dependentni spliceosom, nachazejici se pouze u nékterych podskupin eukaryot, umoziujici
odstranéni vzacnych ATAC intront (Levine et al., 2001; Patel et al., 2002). Esencialni slozkou
U2-dependentniho spliceosomu je pét malych jadernych ribonukleoproteinovych ¢&astic
(snRNP) — U1, U2, U4, U5 a U6. Hlavnimi podjednotkami minoritniho U12 spliceosomu jsou
Ull1, Ul12, U5, U4atac a Ubatac snRNP (Patel et al., 2003).

Kazda snRNP je sloZzena z snRNA, bohaté na uridin, a 10-20 dalSich pfidruzenych
proteinii, které pfispivaji ke stabilizaci spliceosomu a vybéru sestfihového mista (Wu et al.,
1993). Podle typu snRNA je pojmenovana kazda castice. Ul, U2, U4 a U5 snRNA jsou
piepisovany RNA polymerazou II (poll) a v konecné podobé nesou na 5¢ konci 2,2,7-trimethyl
guanosinovou &epicku (m3>*’G) (Reddy et al., 1974). Déle se v snRNA nachazi takzvané Sm
misto, které je bohaté na uridin a je obklopeno dvéma vlasenkami (Branlant et al., 1982). Toto
Sm misto se nachazi na 3 konci U1, U2, U4 a U5 snRNP a okolo néj se do kruhu sestavuje
heteroheptamer z Sm proteini B/B¢, D1, D2, D3, E, F, G. (Bringmann et al., 1986; Hermann et
al., 1995). Kazdy Sm protein je charakteristicky svym N-koncovym a-helixem, ktery je
nasledovany pétifetézcovym antiparalelnim B-listem (Séraphin, 1995). p4-tetézec jednoho Sm
proteinu se vaze na f5-fet€ézec sousedniho Sm proteinu, ¢imZ dochdzi ke wvzniku
mezimolekularniho B-listu. Tato interakce umoznuje vytvoteni core domény z Sm proteind
okolo Sm mista na snRNP (Stark et al., 2001; Urlaub et al., 2001).

Oproti tomu U6 snRNA je ptfepisovana RNA polymerazou III (polll) a je na 5° konci
opatfena y-monomethyl guanosinovou ¢epickou (y-m-P3) (Kunkel et al., 1986; Singh et al.,
1989). Na 3° konci U6 snRNP se nachézi taktéZz na uridin bohata sekvence, okolo které je do
kruhu sestaveno sedm paralognich proteintt LSm2-8 (Like Sm) (Séraphin, 1995).

Spliceosom behem sestfihu nenased4 na pre-mRNA jako celek, ale je postupné béhem
procesu skladdn ze svych jednotlivych podjednotek a proteinii. Jakozto samostatné
podjednotky se do komplexu zaclenuji jen Ul a U2 snRNP, zatimco U4 a U6 se spolu
intenzivné paruji, diky ¢emuz vznikd dimer U4/U6 di-snRNP (Bringmann et al., 1984).
Nasledné dochazi k ptipojeni U5 snRNA za vzniku U4/U6-US tri-snRNP (Black et al., 1989).
Podobny mechanismus se vyskytuje i u minoritniho U12 spliceosomu, kde i Ul1 a U12 tvoii

dimer (Wassarman et al., 1992).
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2.1. Biogeneze snRNP ¢astic

Biogeneze snRNP je komplexni proces, ktery zahrnuje jadernou i1 cytoplasmatickou
fazi. Sestaveni samotého spliceosomu na pre-mRNA sice probihd vyhradné v jadre, ale k
biogenezi jednotlivych snRNP dochéazi v riznych bunéénych kompartmentech. snRNA je pfi
tvorbé snRNP prechodné transportovana z jadra do cytoplasmy, kde dochézi k vytvofeni Sm
kruhu a sestavena ¢astice je nasledné importovana do jadra, kde se ucastni splicingu (Murphy
et al., 2004).

Proces biogeneze zaCina v jadie transkripci pre-snRNA (U1, U2, U4, U5, Ul1, Ul2 a
U4atac) poll, nebo polll (pro U6 a Ubatac)(Kunkel et al., 1986; Ro-Choi et al., 1976) za pomoci
vysoce specializovanych promotori. Tyto promotory obsahuji proximalni a distalni prvky,

které jsou podobné TATA boxu, respektive enhancerovym sekvencim protein kddujicich gend.
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Iniciace transkripce snRNA vyZaduje obecné transkripéni faktory, které se skladaji

pentamerického faktoru zvaného snRNA-activating protein complex (SNAPc) (Henry et al.,
1998; Hung et al.,, 2011). VSechny snRNA, které jsou piepisovany poll, prochazeji
kotranskripénimi modifikacemi, kam spad4 ptidani 7-methyl guanosinové (m’G) ¢epicky na 5°¢
konec (Reddy et al., 1974) a zpracovani 3 konce komplexem zvanym Integrator (Baillat et al.,
2005), ¢imz vznika na 3 konci struktura stem-loop (Yong et al., 2010).

Po transkripci se na snRNA posklada exportni komplex slozeny z nékolika proteinti.
Nejprve m’G &epicka na 5¢ konci umoziiuje navazat éepicku véazajici komplex (CBC), slozeny
z CBP20 a CBP80 (Izaurralde et al., 1995), a arsenite resistence protein 2 (ARS2), za vzniku
komplexu CBC-ARS2 (Hallais et al., 2013). V této fazi dochazi také ke zpracovani 3 konce
snRNA, které je tizce spjato s transkripci a zavisi na 3 boxu, ktery se nachazi 9-19 nukleotida
za 3° koncem (Hernandez, 1985). Nejprve dochdzi k endonukleolytickému S$tépeni
Integratorem pted 3 boxem, po kterém zde zlstava ocasek slozeny jen z n¢kolika malo
nukleotidi, ktery vyzaduje dal§i zkraceni. Stépeni je spojeno se spravnym ukonéenim
transkripce prostfednictvim komplexu CBC-ARS2 (Andersen et al., 2013; Hallais et al., 2013).

CBC-ARS2 komplex rekrutuje hyperfosforylovany adaptor pro export RNA (PHAX)
(Ohno et al., 2000), ktery je nasledné rozpoznan exportnim receptorem chromosome region
maintrance 1 (Exportinl) (Fornerod et al., 1997). Exportinl se vaze na Ran GTPazu, diky
¢emuz dochazi k vytvofeni exportniho komplexu snRNA, ktery transportuje snRNA pies
jaderné pory. Ke skladani exportniho komplexu dochazi pravdépodobné v Cajalovych téliskach
(CB), o kterych se vice rozepisi pozdé&ji v této kapitole (Darzacq et al., 2002; Sleeman et al.,
1999; Suzuki et al., 2010). Po translokaci do cytoplazmy podléhéd nukleotid GTP, vazany na
Ran GTPézu, hydrolyze na GDP. Tato hydrolyza je stimulovdna RanGAP1 a dochazi tim
k snizeni jeji afinity k Exportinul. Po defosforylaci PHAX se exportni komplex disociuje a
snRNA je uvolnéna do cytoplasmy (Ohno et al., 2000).

Disociace exportniho komplexu na snRNA v cytoplasmé zahajuje f4zi zrani na funk&ni
snRNP. Jednim z kritickych krokl zrani je tvorba Sm core domény. Tento krok piedstavuje
kli¢ovou udalost ve fazi cytoplazmatického zrani vSech UsnRNP, protoZe spojuje modifikaci
snRNA s naslednym jadernym cilenim (Bringmann et al., 1986; Hermann et al., 1995). Tvorba
Sm core domény je zprostfedkovavana komplexni siti faktord, které jsou spojeny v komplexu
protein arginin metyltransferazy 5 (PRMTS) a dale SMN komplexem (Liu et al., 1997; Meister
et al., 2002).



Studie in vitro odhalily, Ze k sestaveni Sm core domény miZe dojit spontanné po spojeni
izolovanych proteinti Sm s UsnRNA za vhodnych podminek. Za neptitomnosti UsnRNA tvofi
proteiny Sm specifické heterooligomery slozené ze SmB-SmD3, SmD1-SmD2 a SmE-SmF-
SmG. Pii dvoufidzovém sestavovani se dimer SmD1-SmD?2 a trimer SmE-SmF-SmG navazi na
misto Sm snRNA a vytvoii stabilni subjadrovou doménu, ktera je ve druhé fazi pteménéna na
zralé jadro piidanim dimeru SmB-SmD?3 (Raker et al., 1996).

Po sestaveni Sm core se rekrutuje RNA metyltransferdza zvana trimetylguanosin
syntaza (TGS1), nadez je 5 &epicka hypermetylovana za vzniku m;>*’G &epicky (Bordonné,
2000; Mattaj, 1986; Plessel et al., 1994). Po sestaveni snRNP dochazi k jejich importu zpét do
jadra, ¢ehoz se ucastni specifické snRNP importni faktory (Fornerod et al., 1997; Gorlich et al.,
1997). Jaderny transport snRNP zahrnuje pouziti bipartitniho jaderného lokaliza¢niho signalu
(NLS), ktery se sklada z m3>>’G &epicky a Sm core domény (Fischer et al., 1990; Hamm et al.,
1990). In vitro jsou tyto NLS cesty nezavislé, vyuzivaji diskrétni importni adaptéry, ale sdileji
spolecny importni receptor, importin 3 (Palacios et al., 1997). In vivo situace pravdépodobné
zahrnuje synergické vyuziti obou cest. V obou piipadech se ale adaptér pro m;>>’G &epicku
nazyva snurportinl (SPN1), tento protein se vdze piimo na ms>>’G &epicku a vyznamné
zlepSuje kinetiku importu snRNP (Huber et al., 1998, Huber et al., 2002). Adaptér pro Sm kruh
neni zndm, nicméné nékteré prace naznacuji, ze SMN komplex funguje jako adaptér mezi Sm

kruhem a importinem B (Narayanan et al., 2002).
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Obr.2.: Biogeneze snRNP vyzadujici jaderné a cytoplazmatické regulacni kroky. Pfevzato od Matera et al., 2014

Po importu snRNP ¢astic do jadra dochazi k jejich hromadéni v CB (Sleeman et al.,
1999). Jedna se o velice konzervované, nemembranové, jaderné kompartmenty (Cajal, 1903;
Gall, 2000), jejichz esencialnim scaffold proteinem je tzv. coilin (Raska et al., 1991).
Konzervované motivy Sm proteinii v CB pravdépodobné interaguji s timto scaffold proteinem
(Xu et al., 2005). CB pravdépodobné jiz v iivodu biogeneze snRNP ¢astic reguluji transkripci
snRNA prostiednictvim mechanismu regulacni zpétné vazby, kdy ,,vyciti“ mnozstvi celkovych

snRNA a podle toho reguluji transkripci snRNA blizkych genti (Matera, 1998). V CB dochazi



za pomoci exonukledzy TOEI nejen k finalnimu zkraceni 3’ konce za vzniku zralé formy
snRNA, ale také k ¢astecnému zkraceni 3¢ konct pre-snRNA po jejich transkripci, proteinem
Integrator (Ma et al., 2023; Vegvar et al., 1990). Po ¢aste¢ném zkraceni 3° konce dochazi
k exportu snRNA do cytoplasmy za pomoci jiZz zminéného exportniho komplexu, jehoz
proteiny Exportinl a PHAX se taktéz vyskytuji v CB (Boulon et al., 2004).

Kromé zkraceni 3¢ koncti snRNA dochézi v CB také k posttranslacnim modifikacim,
jde o metylaci 2°-O-ribdzy a izomerizaci uridinii na pseudouridiny. Takto modifikované
nukleotidy jsou selektovany kratkymi nekodujicimi RNA (scaRNA), které jsou specificky
lokalizovany v CB (Jady et al., 2003).

Jeden z poslednich krokt biogeneze snRNP je pridani snRNP-specifickych proteinti.
N¢ékolik vyzkumt naznacilo, ze k piipojeni téchto specifickych proteinti dochédzi az po importu
snRNP zpét do jadra, konkrétné¢ v CB. Diikazy prokazaly, ze Ul a U2 snRNP-specifické
proteiny jsou do jadra importovany nezavisle na snRNA (Kambach et al., 1994; Romac et al.,
1994). Podobné se snRNP U4 a U5 dostavaji do jadra 1 po depleci snRNP-specifickych proteinil
PRPF8 a PRPF31. Také bylo prokazano, ze pii piipojeni snRNP-specifickych proteint
napomahaji nékteré chaperony. Napiiklad bylo zjisténo, Zze pti biogenezi U4 snRNP
napomahaji a interaguji s U4-specifickym PRPF8 NUFIP a chaperonovy systém HSP90O/R2TP
(Bizarro et al., 2015; KlimeSova et al., 2021; Malinova et al., 2017). Na sestavovani U5 snRNP
se u Drosophila melanogaster podili protein ECD, ktery interaguje s U5 snRNP proteiny
(Claudius et al., 2014). U1 specificky SNRNP70 interaguje s SMN komplexem a napoméha
sestaveni Sm core domény na Ul snRNA (Stejskalova et al., 2014), coz naznacuje, Ze
SNRNP70 interaguje s UlsnRNA v cytoplasmé. Biogeneze U2 snRNP probihé skrze tii rtizné
komplexy: 128, 15S a 17S. Tyto komplexy zahrnuji navazani proteinit SNRNPA1 (U2A) a
SNRPB2 (U2B") na U2 snRNA, poté se vaze heptamer SF3b a jako posledni se vaze trimerni
komplex SF3a (Krimer et al., 1999). 17S U2 snRNP se spojuje s dal§imi proteiny, vCetné
SMNDCIT (SPF30), helikdizami DHX15 (hPrp43) a DDX46 (hPrp5), a dimerem U2AF (Will et
al., 2002). Piidanim snRNP-specifickych proteini dochazi k tvorbé sestfihové kompetentnich
snRNP.

CB se ucastni 1 recyklace snRNP ¢astic a nékterych ptidruzenych proteinti. Naptiklad
protein SART3, hojné se hromadici v CB, ptisobi pii opétovném sestavovani U4/U6-US snRNP
(Stanék et al., 2003). Protoze snRNP opakované prochdzeji CB a snRNP U4/U6-US se po
inhibici recyklace spliceosomu hromadi v CB, lze predpokladat, ze se CB podileji na

opétovném sestavovani snRNP po sesttihu (Stan¢k et al., 2008).
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Obr.3.: Cajalovo télisko se podili na riiznych krocich biogeneze snRNP. Integrator nejprve §tépi 30 konec
snRNA. Poté se na konci 5° vytvoii exportni komplex a snRNA je exportovana do cytoplazmy. Po sestaveni Sm
kruhu a hypermetylaci ¢epicky se jadro snRNP vraci do Cajalova téliska, kde se pridaji proteiny specifické pro
snRNP a vytvofi se tri-snRNP U4/U6 US. Prevzato od Stan¢k, 2017

S CB jsou c¢asto spojeny Gemy, jaderné struktury obsahujici vysokou koncentraci SMN
(Liu et al., 1996). Pozd¢jsi studie ukazaly asociaci Gemii s CB v jadrech vétSiny bunécnych
linii dospélych tkani, ale ve fetalnich tkdnich jsou od Gemi CB odd¢€leny (Carvalho et al., 1999;
Young et al., 2001). Asociace téchto dvou autonomé nezavislych jadernych kompartmentt
naznacuje, ze dochazi k dynamické interakcei jejich marker proteint. Jednou z moznych vyhod
spojeni obou struktur do jedné prostorové se prekryvajici domény miize byt to, Ze koncentrace
substrati (napt. snRNP) a enzymi (napt. komplexu SMN) zvysuje G¢innost metabolismu RNA.
Jednou z moznosti je, Ze gemy predstavuji zasobarnu piebyte¢nych jadernych komplexti SMN,
které se tvofi v reakci na metylacni stav coilinu a/nebo Sm proteinti (Dundr et al., 2004). Jisté
ale je, ze ztrata gemu koreluje se zvySenou zavaznosti Spinalni svalové atrofie a amyotrofické
lateralni skler6zy (Kariya et al., 2012; Shan et al., 2010).

Jak jiz bylo naznaceno vyse, U6 a Ubatac snRNP podstupuji odliSnou cestu biogeneze.
U6 snRNA je transkribovana RNA polll a v priib&hu zrani zlstava v jadie (Singh et al., 1989).
Nové U6 obsahuji prodlouzeny 3° konec zuridinti, ktery je pfipojovan terminalni uridyl
transferazou (TUT) (Lund et al., 1992; Trippe et al., 2006). 3 konec bohaty na uridin je vazan

tzv. La proteinem, ktery chrani RNA pied degradaci a napomaha pfti dalSich krocich biogeneze



(Rinke et al., 1985). Stejn¢ jako ostatni snRNA, i U6 snRNA se spojuje s kruhem slozenym ze
7 proteinl. Jednd se o proteiny Sm Like 2-8 (LSm2-8), pficemz kruh je slozeny i z dalSich
pridatnych proteinti. Tento prstenec je slozen bez snRNA v cytoplazmé a diky LSmS je
transportovan do jadra, aby mohlo dojit k jeho spojeni s U6 snRNA (Achsel et al., 1999).
V pribéhu zrani se na 3 konci U6 vytvoii cyklicky fosfat, ktery destabilizuje vazbu proteinu
La a umoziuje navazani LSm kruhu (Licht et al., 2008), zatimco na 5 konci je vytvotfena y-m-
P3 Cepicka (Porat et al., 2023; Singh et al., 1989). U6 snRNA je také modifikovana
pseudouridylaci a 2°-O-methylaci, coz je fizeno malymi jadérkovymi RNA (snoRNA) (Ganot
et al., 1999; Tycowski et al., 1998). Nakonec je zrald U6 snRNP exportovana do CB, stejné
jako ostatni snRNP.

Cela biogeneze snRNP je doprovazena neustalou kontrolou produkce piislusné ¢asti
RNA a jejich vazebnych proteintl, véetné Sm/LSm proteint. Tato kontrola se zda byt hlavnim
mechanismem, ktery zabraiiuje potencidlné toxickym poruchdm ve spliceosomu, potazmo

bunce (Prusty et al., 2017).

2.2. Biogeneze U7 snRNP

Kromé spliceozomalnich snRNP je komplex SMN nezbytny pro sestaveni U7 snRNP,
ktery ma tlohu pfi zpracovani 3 'konce histonové mRNA (Strub et al., 1984). Geny pro histony
u metazoi, které jsou zavislé na replikaci, neobsahuji introny a nemaji polyadenylované konce
(Pandey et al., 1990). Transkripty histonli maji na svém 3' konci vysoce konzervovanou
strukturu stem-loop (Busslinger et al., 1979). Jedine¢ny 3' konec histonovych mRNA vznika
prostiednictvim jediného endonukleolytického $tépeni, pii kterém dochazi k parovani bazi U7
snRNA s konzervovanou sekvenci v 3' UTR histonovych mRNA za mistem Stépeni (Scharl et
al., 1994). Spole¢n¢ s proteinem vazajicim stem-loop, ktery se vaze na horni 3' vlasenkovou
strukturu, podporuje nabor U7 snRNP a sprdvné umisténi trans-ak¢énich faktora pro Stépeni
histonovych transkriptli (Wang et al., 1996).

Vyvoj U7 snRNP probiha obdobné jako u spliceozomélniho snRNP, nicméné s n¢kolika
vyznamnymi rozdily. U7 snRNA ma mirné¢ odliSné Sm misto ve srovnani s kanonickym Sm
mistem spliceozomalni snRNA a vytvaii unikatni heptamericky Sm kruh, obsahujici proteiny
LSm10 a LSm11 namisto SmD1 a SmD2 (Pillai et al., 2003; Pillai et al., 2001). Pfitomnost
LSm proteint specifickych pro U7 je klicova pro spravnou funkci U7 snRNP, nebot’ usnadiiuji
dualezité interakce stabilizujici U7 na cilovych mistech histonové mRNA a rekrutuji faktory

zprostiedkovavajici Sté€peni (Schiimperli et al., 2004). I pies funkéni a kompozi¢ni rozdily

10



oproti spliceozomalnim snRNP, komplex SMN rovnéZ umoziuje sestaveni LSm/Sm jadra na
U7 snRNA (Pillai et al., 2003; Tisdale et al., 2013). Stejn¢ jako u spliceozomalnich snRNA
probiha reakce sestaveni na pre-snRNA U7 s dodatec¢nou strukturou stem-loop na 3' konci

(Yong et al., 2010).

Sm core LSm/Sm core
LSm core
LS
%r %r\ SymA/G
U1snRNA U7snRNA UBsnRNA

Obr.4.: Zmény ve strukturdch Sm core domény. (A) Kanonicka Sm core doména sestavajici z Sm proteinQ
SmD1/D2/F/E/G/D3/B uspofadanych ve formé prstencové struktury na Sm misté UlsnRNA. (B) U7snRNA se
sklada z hybridni LSm/Sm core domény, kde jsou pozice Sm D1/D2 nahrazeny LSm10/11. (C) U6snRNA se

sklada z LSm core domény, tvofené LSm2-8 uspofadanymi ve specifické orientaci. Pievzato od Gruss et al., 2017

11



3. SMN komplex

Makromolekularni SMN komplex je tvofen SMN proteinem spole¢né se sedmi
proteiny Gemin2-8 a dale také proteinem zvanym Unrip (Baccon et al., 2002; Carissimi et al.,
2005; Carissimi et al., 2006; Charroux et al., 1999, 2000; Gubitz et al., 2002; Liu et al., 1997;
Pellizzoni et al., 2002). Gemin proteiny jsou vazany na SMN proteiny a spole¢n¢ jsou
lokalizovany jak v cytoplasmé, tak i v jadernych strukturdch zvané gemy (Liu and Dreyfuss,
1996), které jsou spojeny s Cajalovymi télisky (CB). Klicovou vlastnosti SMN komplexu je
jeho schopnost vytvaret ¢astice vyssiho fadu o velikosti od 20S do 80S (Battle et al., 2007).

Zaklad celého komplexu tvofi proteiny SMN a Gemin2. SMN protein interaguje
s proteiny Gemin2, Gemin3 a Gemin7, zatimco Gemin5, Gemin4 a Gemin6 jsou ke komplexu
ptipojeny prostiednictvim interakce s Gemin3, respektive Gemin7. Gemin8 vaze heterodimer
Gemin6-Gemin7 1 SMN a zprostfedkovava spojeni Gemin6 a Gemin7 s dal§im proteinem,
zvanym Unrip (Carissimi et al., 2006a; Carissimi et al., 2006b; Panek et al., 2023). Unrip je
specificky cytoplasmatickou slozkou SMN komplexu, interaguje s Gemin6 a Gemin7, ale

spole¢n¢ s komplexem se nevyskytuje Gemech ani Cajalovych téliskach (Carissimi et al.,

2005).

Obr.5.: Znazornéni jednotlivych podjednotek komplexu SMN (SMN, Gemin2-8, UNRIP). Prevzato od Gruss et
al., 2017

Evolu¢ni pohled na SMN komplex naznacuje, Zze Gemin proteiny interaguji v ramci
SMN komplexu modularnim zpisobem (Battle et al., 2007; Otter et al., 2007). Nejjednodussi

SMN komplex se skldda pouze z proteini SMN a Gemin2 a lze jej najit u jednobunécnych
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organisml (Hannus et al., 2000) a u rostlin. Dalsi urovei je charakterizovana vyskytem proteinu
Gemin3 u D. discoideum, ¢imz ptedchazi vzniku skupin Fungi ¢i Metazoa. Gemin5 je
nepiitomny v genomech hub a suchozemskych rostlin ale jeho pfitomnost u zelené fasy O. tauri
a u D. discoideum naznacuje nezavislou sekundarni ztratu gent hub a rostlin (Kroiss et al.,
2008). Tato skutecnost mize byt zpiisobena tim, Zze Gemin5 hraje kli¢ovou roli v translaci RNA
(Guo et al., 2022; Pacheco et al., 2009; Workman et al., 2015) a taktéz Gemin5 interaguje s
ribozomy a reguluje translaci bud’ aktivaci, nebo represi za Gcasti riznych domén (Bradrick et
al., 2009; Francisco-Velilla et al., 2016). Tyto Glohy proteinu Gemin5 se ve vySe zminénych
organismech nezachovaly. Teprve pozdé€ji v evoluci, na Urovni, kdy se vyvinuli prvni
metazoani, byl do souboru rodiny Geminl pfidan stavebni blok slozeny z proteinit Gemin6,
Gemin7, Gemin8 a Unrip. Od této doby mély organismy potencial exprimovat komplex SMN
podobny svou architekturou tomu lidskému. Jedinou slozkou, kterd v t¢ dobé nebyla pfitomna,
byl Gemin4, ktery se nachazi pouze v genomech deuterostomi. Vyzkumy tedy naznacuji, ze
komplex SMN se vyvinul blokovym pfidavanim jednotlivych proteni komplexu k prastarému
jadru, slozeného z proteinu SMN a Gemin2 (Kroiss et al., 2008).

38 kDa velky SMN protein je evolu¢né konzervovany, osahuje 294 aminokyselin, je
exprimovan ve vsech typech bun¢k metazoi a je lokalizovan v jadfe i cytoplasmé (Liu and
Dreyfuss, 1996). SMN protein v buiikdch neexistuje samostatng, ale je soucésti rozsahlého
bilkovinného SMN komplexu, v ramci kterého vykonava své zasadni funkce (Lefebvre et al.,
1995). Gen kodujici tento protein byl objeven v poloving 90. let 20. stoleti, diky patrani po
genu, ktery je zodpovédny za Spindlni svalovou atrofii (SMA). Jsou jimi telomerickd (SMNT1)
a centromerickd (SMN2) varianta genu SMN na chromozomu 5q13 (Lefebvre et al., 1995).
Ukazalo se, Ze SMN protein je esencidlni pro vSechny typy buné¢k, jeho kompletni knockout je
embrionalné letalni (Schrank et al., 1997).

SMN protein ve své plné délce obsahuje vysoce konzervované funkéni domény, které
jsou velmi dulezité pro jeho stabilitu a také funkce. Pro stabilizaci samooligomerizace a tvorbu
komplexu je dllezity interakéni motiv pro vazbu na Gemin2, ktery se nachazi na N-konci SMN
(Zhang et al., 2011). Ve svém stfedu obsahuje Tudor doménu, ktera se podili na interakci
s dimetylovanymi proteiny, véetné Sm proteind (Buhler et al., 1999). Na C-konci SMN se
nachézi takzvany YG box, ktery je nezbytny pro jeho samooligomerizaci a pro interakci
s jinymi Gemin proteiny (Lorson et al., 1998; Pellizzoni et al., 1999).

Jednotka Gemin2 ma dlouhou N-koncovou doménu, ktera se vaze na pét Sm proteint,
kter¢ jsou ptedem uspotadané v komplexu 6S (Grimm et al., 2013; Zhang et al., 2011). Gemin3

je predpokladand RNA helikaza, jejiz stale nevysvétlend funkce miize vysvétlovat zavislost
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montdzniho apardtu na ATP v bunéénych extraktech (Charroux et al., 1999; Meister et al.,
2001). Nedavna prace ukdzala na nezbytnou tlohu Gemin3 pii rozplétani primarnich pre-
snRNA transkriptli a rozvolnéni Sm mista pro vazbu Sm proteint (Panek et al., 2023). Taktéz
bylo prokazéano, ze kromé proteinu Gemin2 jsou i Gemin3 a Gemin4 esencialni pro sestaveni
Sm core domény (Shpargel et al., 2005). Gemin5 specificky rozpoznavd UsnRNA a Sm misto
a pravdépodobné tedy funguje jako jednotka pro rekrutovani RNA (Lau et al., 2009; Xu et al.,
2016). Gemin6 a Gemin7 obsahuji tzv. Sm fold, coz naznacuje jejich interakci s Sm proteiny a
tim padem rovnéz zapojeni do biogenese snRNP (Ma et al., 2005).

Nejlépe popsanou funkci SMN komplexu je shromazdovani malych jadernych
ribonukleoproteinit (snRNP) hlavniho a vedlejSiho spliceosomu (Chen et al., 2014). Dale je
SMN komplex nutny pii sestavé core domény zahrnujici Sm a LSm (LSm10 a LSm11) proteiny
(Pillai et al., 2003). SMN komplex reguluje celou cytoplazmatickou fazi cyklu snRNP, nejen
sestaveni Sm core domény, ale i tvorbu m3>*’G &epicky a vazbu snurportinu-1 na strukturu
m3>%’G &epicky.(Massenet et al., 2002; Mattaj, 1986; Narayanan et al., 2002)

Kromé své ulohy v biogenezi snRNP byla zaznamendna tcast SMN v fadé dalSich
procesit vramci metabolismu RNA. Napiiklad byly zdokumentovany interakce SMN
s n¢kolika RNA binding proteiny (RBP), které se podileji na sesttihu, transportu, stabilit¢ a
translaci mRNA (Donlin-Asp et al., 2016; Li et al., 2014). Skute¢nost, Ze SMN interaguje s
nckolika RBP, které se nepodileji na biogenezi snRNP, v kombinaci s pozorovanim, ze SMN
se muze lokalizovat do mobilnich granuli v axonech, naznacila roli SMN v metabolismu

axonalni mRNA (Donlin-Asp et al., 2016).

3.1. SMN komplex v biogenezi snRNP

wevr

komplex spojuje nové exportované snRNA se sadou sedmi Sm proteint (SNRPB/SmB/B’,
SNRPD1/SmD1, SNRPD2/SmD2, SNRPD3/SmD3, SNRPE/SmE, SNRPF/SmF a
SNRPG/SmGQG), ¢imz vytvaii sedmiclenny kruh kolem tzv. Sm vazebného mista, konzervované
oblasti bohaté na uridin, pfitomné v kazdé snRNA tiidy Sm (Meister et al., 2001). Sm proteiny
jsou dodavany do SMN komplexu prostiednictvim komplexu PRMTS (Friesen et al., 2001).
Protein SMN se nachazi v centru SMN komplexu a zprostfedkovava piimou vazbu s
metylovanymi zbytky PRMTS5 (Friesen et al., 2001), ¢imz se do blizkosti proteinit Sm dostava
vice slozek komplexu SMN. Interakci SMN komplexu s Sm proteiny napomahd protein

Gemin5, faktor ktery je zodpovédny za rozpoznani snRNA t¥idy Sm, m’G &epicku a Sm mista
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(Lau et al., 2009; Xu et al., 2016). Gemin2 se vaZe a stabilizuje pentamer SmD1/D2/E/F/G,
piicemz navazuje rozsahlé kontakty se vSemi péti podjednotkami. Taktéz bylo prokazano, ze
pro stavbu Sm core domény je dulezity protein Gemin3, ktery se spojuje s faktory dilezitymi
pro biogenezi snRNP (Borg et al., 2016). Dle nedavnych studii je navrZzenou funci proteinu
Gemin3 piisobeni na vnitini duplexy struktury blizké Sm mista a otevira ji, ¢imZ umoziuje
vazbu Sm protini (Panek et al., 2023). Proces sestavovani je ukonen uzavienim kruhu po
naboru symetricky dimethylovaného heterodimeru SmB/D3 (Grimm et al., 2013; Zhang et al.,
2011).

Po vytvoreni Sm core domény SMN komplex nedisociuje od RNA, coz dokazuje fakt,
ze SMN rekrutuje TGS1 do komplexu (Mouaikel et al., 2003). Taktéz bylo prokazano, ze SMN
komplex interaguje s Sm core doménou a importinem f a ze SMN, SPN1 a importin B se
nachazeji v predimportnim komplexu, coz naznacuje, ze SMN funguje jako most mezi Sm core
doménou a importnim mechanismem (Narayanan, 2002).

SMN komplex se také ti€astni posledniho kroku biogeneze snRNP &astic, tedy pipojeni
snRNP specifickych proteini. Konkrétné interaguje s Ul specifickym SNRNP70, ktery v
cytoplasmé napomaha sestavé Sm core domény na UlsnRNA (So et al., 2016). SMN je, jak jiz
bylo zminéno vyse, bohaté¢ obsazen v Gemech, kde se taktéz vyskytuje UlsnRNA i SNRNP70
(So et al., 2016; Stejskalova et al., 2014). SNRNP70 interaguje s komplexem SMN i v jadie
buniky, coZz naznacuje, Zze jaderny SMN ma ulohu pii zrani a/nebo recyklaci Ul snRNP

(Stejskalova et al., 2014; Yu et al., 2015).
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Obr.6.: Asistované sestavovani snRNP tfidy Sm. Cely proces sestavovani jadra Sm a tvorby pfedimportniho

komplexu probiha v ramci komplexu SMN (fialovy obdélnik). Pfevzato od Matera et al., 2014

Kromé¢ spliceozomalnich snRNP, komplex SMN rovnéz umozinuje sestaveni LSm/Sm
jadra na U7 snRNA (Pillai et al., 2003; Tisdale et al., 2013). Byl identifikovan specialni
komplex SMN specializovany na sestaveni U7 snRNP, ktery kromé proteini SmB/D3/E/F/G
interaguje 1s LSm10 a LSm11 (Pillai et al., 2003). Bylo prokazano, ze existuji rizné komplexy
SMN, které¢ jsou spojeny s proteiny Sm nebo LSm/Sm pro sestaveni spliceozomélnich snRNP
a U7 snRNP, nicméné neni ziejmé, jak tyto individudlni komplexy selektivné interaguji s
odpovidajicimi snRNA. Nepiesnad asociace by pravdépodobné¢ mohla mit negativni funkéni
dasledky. K podpote tohoto tvrzeni a zdliraznéni kritické otazky specifiCnosti pii sestavovani
snRNP dochézi k pfeméné unikatniho Sm mista U7 snRNA na konsenzudlni sekvenci Sm mista
spliceozomalnich snRNA, coz vede k vytvoieni U7 snRNP s kanonickou spliceozomalni Sm
core doménou. Tento komplex se ¢asto hromadi v jadfe, avSak neni funkéni pfi zpracovani
histonové mRNA (Pillai et al., 2003; Tisdale et al., 2013). Ackoli komplex SMN identifikuje
spliceozomalni snRNA prostfednictvim Gemin5, nebyla zaznamendna jeho piima interakce s
U7 snRNA (Battle et al., 2006). Nedostatek SMN zptisobuje hromadéni pre-snRNA U7, snizeni
hladiny U7 snRNP a naruseni zpracovani 3'-konce histonové mRNA (Tisdale et al., 2013).
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Jak jiz bylo zminéno, SMN kompex se vyskytuje v Gemech a CB, které hraji velkou
roli v biogenezi snRNP ¢astic. Dilezité je, Ze metylace Coilinu reguluje jeho interakci s SMN

a asociaci Gemi s CB (Hebert et al., 2002).

3.1.1. Komplex PRMTS

Pocatecni faze biogeneze snRNP se ucastni spolu s SMN komplexem také faktory
sdruzené v komplexu PRMTS5 (Liu et al., 1997; Meister et al., 2002). Tento komplex je sloZzen
ze ti1 hlavnich slozek, jednotky PRMTS, ktera udava jméno celého komplexu, déle proteinu
WD-repeat (WD45) a pICIn. Biochemické i strukturni studie ukazuji, ze PRMTS a WD45
existuji jako stabilni komplex ¢ty heterodimert, ktery rekrutuje ctyfi molekuly pICln
prostfednictvim piimé interakce s PRMTS (Antonysamy et al., 2012).

Interakce PRMTS5 a multiproteinovych komplextt SMN pfi sestavovani snRNP je piisné
regulovany proces a tento komplex zde ma zasadni tlohu. Komplex PRMTS5 v biogenezi
snRNP pusobi jako metyltransferdaza typu Il a katalyzuje mistné specifickou modifikaci C-
koncovych argininovych zbytkli SmB/B’, SmD1 a SmD3 na symetricky dimetylarginin, ¢imz
zvySuje jejich afinitu k SMN (Friesen et al., 2001). pICln hraje v biogenezi klicovou roli: na
jedné stran¢ rekrutuje proteiny Sm jako substraty pro PRMTS5 a na druhé stran¢ funguje také
jako sestavovaci chaperon tim, Ze vytvafi stabilni prstencovity meziprodukt bez RNA s proteiny
Sm D1, D2, E, F a G. Tato struktura se dle svych sedimentac¢nich vlastnosti nazyva komplex 6
S (Chari et al., 2008; Fisher et al., 1985; Pillai et al., 2003). Aby se vytvofil funkéni snRNP,
musi byt pICIn uvolnén z této mezistruktury 6S kruhu a musi byt nahrazen dvéma chyb¢jicimi
Sm proteiny B a D3. Tento mechanismus zprostiedkovava komplex SMN, putsobici jako
katalyzator tvorby snRNP tim, Ze uvoliiuje proteiny Sm v komplexu 6S (Fisher et al., 1985) z
kinetické pasti vytvoiené pICln a pfenasi proteiny Sm na snRNA (Chari et al., 2008). Zasadni
ulohu tohoto kroku ma Gemin2, na jehoz N-koncovou doménu se vazi Sm proteiny D1, D2, E,
F a G (Grimm et al.,, 2013; Zhang et al., 2011). Fosforylaci specifickych C-koncovych
serinovych zbytkll pICln katalyzuje autofagii aktivujici Ser/Thr Unc-51-like kinaza, ktera
taktéz po fosforylaci zprosttedkovava uvolnéni Sm proteinti na SMN komplex (Schmitz et al.,

2021).

3.2. SMN a jeho funkce v jadre

Jednim z hlavnich tkolt komplexu SMN je zprostiedkovat sestaveni UsnRNP tfidy Sm

a jejich nasledny import do jadra. Tento proces se odehrava v cytoplazmé, coz vysvétluje
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ptitomnost SMN v tomto kompartmentu. Avsak, od doby svého objeveni je znamo, ze SMN a
mnoho dalSich proteinti interagujicich s komplexem SMN se nachazi i v jadfe. Krom¢ proteinu
Unrip, nachézejiciho se pouze v cytoplasmé, je slozeni proteinii komplexu SMN izolovanych
bud’ z cytosolu nebo z jadra velmi podobné, ale jejich modifikacni stav se zd4 byt znacné
odlisny. SMN, pravdépodobné ve spojeni se svym komplexem, se soustied’uje v jadie v CB
(Liu et al., 1996), ktera hraji klicovou roli pti zrani UsnRNP tim, Ze poskytuji misto pro
specifické proteiny UsnRNP a modifikaci UsnRNA (Sleeman et al., 1999). Bylo prokéazano, Ze
SMN interaguje s Coilinem (Hebert et al., 2001), hlavnim proteinem v CB, a je kli¢ovym
faktorem ur€ujicim pocet a integritu téchto jadernych télisek (Girard et al., 2006; Lemm et al.,
20006).

Roli SMN v jadfe mtze byt n¢kolik. Je mozné, ze SMN komplex je po spolecném
importu s UsnRNP do jadra znovu exportovan do cytoplasmy, coz mize zahrnovat pfechodnou
interakci s CB. Ve prospéch této myslenky bylo prokazéano, Ze inhibice importu UsnRNP vede
k ubytku komplexu SMN z jadra (Takata et al., 2012).

SMN komplex, nebo jeho ¢asti, mohou zprostfedkovavat funkce specifické pro jadro.
Naptiklad mezi né patii role pfi tvorbé spliceosomu (Makarov et al., 2012), transkripci poll
(Pellizzoni et al., 2001; Zhao et al., 2016) a také pti sestavovani dalSich RNP, véetné¢ mRNP a
telomerazové RNP (Bachand et al., 2002; Liu et al., 1996; Pellizzoni et al., 2001; Rossoll et al.,
2002). Nedavna studie ukazala, ze komplex SMN lokalizovany v CB miize hrat roli pfi
pridavani specifickych proteinti do pre-U4snRNP (Bizarro et al., 2015).

Dalsi hypotézou je, ze se SMN komplex podili na obméné defektnich nebo
nadbytecnych UsnRNP v jadfe. Tuto hypotézu umociiuje fakt, ze vysoké koncentrace SMN
komplexu mohou in vitro zvratit sestavovani Sm core (Chari et al., 2008). Toto ptredpovida, ze
snizen¢ mnozstvi SMN komplexu, jak je pozorovano u nervového onemocnéni (SMA),
zpisobuje nejen snizenou produkci snRNP (Winkler et al., 2005), ale také mtize vést ke snizené
obméné nebo akumulaci nadbyte¢nych nebo defektnich ¢astic (Prusty et al., 2017).

Vzhledem k tomu, Ze SMN doprovazi nové sestavené cytoplazmatické UsnRNP do
jadra (Narayanan et al., 2004), mohou bunécné mechanismy zajistovat zpétny transport
komplexu SMN do cytoplazmy a také komunikaci mezi jadrem a cytoplazmou o aktudlni trovni
aktivity komplexu SMN v obou kompartmentech. Lze predpokladat, ze existuji regulacni
signaly, které zajist'uji rovnovahu montaZzniho aparatu v obou kompartmentech, a tyto signaly

mohou byt zprosttedkovany pomoci posttranslacnich modifikaci.
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3.2.1. Regulace transkripce

Jednou z dal$ich moznych roli SMN je i terminace poll. SMN se vaze na symetrickou
dimetylaci argininu 1810 (R1810me2s) C-koncové domény (CTD) RNA poll (Zhao et al.,
2016). Asymetricka dimetylace tohoto zbytku vede ke snizené expresi snRNA a snoRNA (Sims
etal., 2011).

Vazba SMN na R1810me2s stabilizuje interakci s CTD a dalSim proteinem zvanym
senataxin (SETX). SETX je RNA/DNA helikéza, kterd je zodpovédnd za rozvijeni R-smycek
kolem transkripénich terminac¢nich mist (Suraweera et al., 2009). Toto rozvijeni umoziuje
interakei 5°-3° exonukleazy XRN2, ktera ukoncuje transkripci. Mutace argininu na alanin v této
oblasti a knockdown SMN zptisobuji akumulaci RNA poll v termina¢nich oblastech aktivnich
gend v celém genomu. CRISPR knockout SMN vede ke zvySeni poctu R-smycek v
terminacnich oblastech a v téchto mistech se hromadi y-H2AX, marker poskozeni DNA
(Skourti-Stathaki et al., 2011).

Bylo prokazano, Ze R-smycky stabilizuji 1 destabilizuji genom v zavislosti na kontextu
(Huertas et al., 2003; Santos-Pereira et al., 2015). Vlastnosti a mechanismy, které urcuji, zda je
R-smycka pro genom prospésnd, nebo Skodliva, nejsou znamy. SMN ale miize k tomuto urcenti
prispivat prostfednictvim své interakce se SETX.

Pokud SMN skute¢né ovliviiuje terminaci RNA poll prostfednictvim interakce se

senataxinem, je mozné, ze se jeho strukturalni a transkripéni funkce shoduji se sousednim CB.
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4. Spinalni svalova atrofie

SMA je neurodegenerativni lidské onemocnéni a je jednou z nejcastéjSich genetickych
pii¢in détské umrtnosti (Carter, 1977; Pearn, 1973). Jedna se o autozomalné recesivni
onemocnéni charakterizované degeneraci alfa motorickych neurond v miSe, které vede
k progresivni svalové slabosti a paralyze (Pearn, 1978). Je nejcasteji zplisobena mutacemi
vgenu SMN na chromozomu 5ql3. Gen SMN existuje ve form¢ dvou homologi —
telomerického genu SMNI1 a centromerického genu SMN2. Oba tyto geny jsou vysoce
homologické a koduji SMN protein. Ve vétSin€ piipadi SMA jsou pacienti nositeli
homozygotni delece exonu 7 genu SMN1. Gen SMN2 se také vyskytuje na chromozomu 5q13
a ackoli SMN1 i SMN2 potencidlné koduji identické proteiny, tak SMN2 je pouze Castecné
funkéni (Lefebvre et al., 1995). Mezi SMNI1 a SMN2 je totiz nukleotidovy rozdil C—T na
pozici 6 exonu 7, coz ma za nasledek velmi neefektivni zaclenéni exonu 7 do mRNA SMN2 u
vsech typti bunék (Lorson et al., 1999; Monani et al., 1999). Diky tomu dochazi k produkci
zkraceného nefunkéniho SMN proteinu, zndmého téz jako SMNA7 (Cartegni et al., 2002). Cca
20 % genu SMN2 si ale zachovava exon 7, tim vznika SMN protein plné délky, ¢imz pouze
castecné nahrazuje zastavenou produkci SMN proteinu zmutovanym genem SMNI1 (Lefebvre
et al., 1997). Ztrata funkce SMNI je pii absenci SMN2 letalni (Schrank et al., 1997). Pocet
kopii SMN2 je v lidském genomu variabilni a jedna se o hlavni faktor urcujici zdvaznost
fenotypu SMA (Burghes, 1997; Feldkétter et al., 2002). Stale vice ditkazli spojuje funkci SMN
komplexu v biogenezi snRNP s etiologii SMA (Chari et al., 2009; Li et al., 2014). Defekty
v sestavovani snRNP koreluji se zavaznosti onemocnéni a vedou ke snizeni hladin snRNP
(Gabanella et al., 2007).

Oficidlné¢ prvnim Iékem na SMA je 1ék zvany Spinraza. Jednd se o antisens
oligonukleotidy, které zvySuji mnoZstvi proteinu SMN plné délky piekladaného z genu SMN2
podporou retence exonu 7. Timto Spinraza blokuje vazbu heterogennich jadernych
ribonukleoproteinli a zabraiuje sestaveni spliceosomu, coz ma za nasledek zachovani exonu 7
a expresi proteinu SMN v plné délce (Hua et al., 2008; Porensky et al., 2012).

SMA byla oficidln€ klasifikovana na Ctyfi zakladni typy na zdklad¢ Grovn€ maxima
motorické funkce a vé€ku nastupu onemocnéni (Emery, 1971). Nejcastéjsi klinickou formou
SMA je akutni infantilni forma, SMA typu 1, neboli Werdnig-Hoffmanova nemoc (Pearn,
1978). Naopak nejlehci formou je SMA typu 4, kde zustava délka zivota jedince nezménéna,

stejné jako u SMA typu 3, neboli Kugelberg-Welander SMA, u které je ale fenotyp o néco
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véku (Piepers et al., 2008; Zerres et al., 1995). Posledni formou je SMA typu 0 s obtiZzemi
prenatalniho ptivodu, je zde sniZena nadé€je na doziti, vétSina z pacientll neni schopna doziti

vice nez 6 mésicti (Dubowitz, 1999; Macleod et al., 1999).
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5. Zavér

SMN komplex je nepostradatelnou slozkou bun¢k vSech metazoi, jehoZ absence je pro
kazdou bunku letalni. Ma spousty diilezitych funkci a tou nejvice prozkoumanou je jeho role v
biogenezi snRNP ¢astic. Spolecné s proteinovym komplexem PRMTS zprostiedkovava vznik
sedmiclenného kruhu (core domény) z Sm proteinti. Na tomto kroku se podili vétSina proteinii
obsazend v SMN komplexu. Nejprozkoumanéjsi role ma protein Gemin5 funguje jakozto
faktor, ktery je schopny rozpoznavat snRNA a Sm misto, ddle Gemin2, ktery funguje jako
stabilizator pentameru SmD1/D2/E/F/G a SMN protein, ktery taktéZ interaguje s Sm proteiny.
Krom téchto proteinti je taktéZ prokazana dilezita role proteinti Gemin3, Gemin4, Gemin6 a
Gemin7. V ramci biogeneze U7 snRNP, ktera se nepodili na sestfihu RNA, nybrz na zpracovani
3¢ koncové mRNA, se SMN komplex taktéz ucastni sestaveni specifické LSm/Sm core domény
na U7 snRNA. V tomto ptipadé bylo ale prokdzano, ze existuji rizné modifikace SMN
komplexi, které se podileji na sestavé spliceosomalnich snRNP a U7 snRNP.

Dalsim krokem biogeneze, kterého se pravdépodobné ucastni SMN komplex je
hypermetylace za vzniku ms;>*»’G ¢&epicky, kde SMN rekrutuje do komplexu RNA
metyltransferazu TGS1. Taktéz se SMN nachazi spolecn¢ s SPNI1 a importinem v
predimportnim komplexu, coz naznacuje jeho zapojeni v importu Sm core domény do jadra
buiiky. VSechny tyto mechanismy se odehravaji v cytoplasmé buiiky, ale bylo prokazano, ze
SMN komplex se vyskytuje taktéz v bunééném jadre, a to pfedev§im v CB a Gemech.

Funkci, které SMN komplex zastava v jadre, je popsano nékolik. SMN komplex je
zapojen do sestaveni spliceosomu, proteinového komplexu, ktery zprostiedkovava RNA
jaderny sestiih a taktéz se podili na sestavé dalSich RNP. V CB se SMN komplex vaze na C-
koncovou doménu RNA poll, ¢imz dochéazi k jeji terminaci a snizeni exprese snRNA a
snoRNA. SMN komplex se hypoteticky podili na obméné defektnich a vyclenovani
piebyte¢nych snRNP, protoze vysoké koncentrace SMN komplexu mohou zastavit sestavovani
Sm core domény. Oproti tomu nizka koncentrace SMN v jadie zpiisobuje snizenou produkci
snRNP. Nedostatek SMN proteinu miZze byt zpisoben naptiklad mutacemi v genu SMN, coZz
je jedna z hlavnich pfi¢in neurodegenerativniho onemocnéni Spinélni svalové atrofie.

Ptesto, ze bylo popsano nékolik funkci SMN komplexu, nékteré z nich jesté nejsou zcela
odhaleny. K odhaleni mechanismii novych a pfesnému piisobeni stavajicich funkci bude za
potiebi dalsiho zkoumani. Na uplné odhaleni také stale ¢ekaji presné funkce nekterych castic

toho komplexu.
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