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Véc:  Posudek diserta¢ni prace Mgr. Martiny Huranové nazvané “Assembly and recyeling of
functional splicing complexes in vivo”

Predlozena disertatni prace zahrnuje pievaZné mechanistickd studia sestfihu pre-mRNA in vivo a jako
modelovy nastroj pouziva lidské tkaitové kultury. Autorka, pod vedenim Dr. Davida Statika, vyuZila
modernich metod fluorescenéni mikroskopie, které dnes jiz umoZiiuji pozorovani jednotlivych molekul
nukleovych kyselin a proteind a studium jejich vzdjemnych interakci v Case a prostoru. Disertace tvofi
soubor tf jiz opublikovanych praci a jednoho rukopisu v recenznim fizeni. V3echny &tyfi prace se tykaji
aktuélnich tématik v oboru sest¥ihu pre-mRNA, at’ jiZ z funk&niho &i metodického pohledu.

Odstran&ni spliceosomélnich intrond je u metazof esencilnim krokem potiebnym pro vyjadieni
vé&tdiny gend formou proteind. Alternativni sestfih pak hraje klicovou tlohu pro roz$ifovani rozmanitosti
napf. lidského proteomu. Mald, neplanovand odchylka v sekvenci &i sestfihu miZe mit fatalni nasledky na
bun&dné i organismalni Grovni. Sestiih pre-mRNA je zajistovan ribonukleoproteinovym aparatem
“spliceosomem”, ktery se skladd z péti tzv. snRNP. PfestoZe byl sestfih pre-mRNA rozpoznén jiz v
sedmdesatych letech minulého stoleti a vétSina kliCovych komponent spliceosomti popséna v nadchazejicich
dvaceti letech, stale zlstava mnoZstvi otdzek, zvla§t¢ mechanistického razu, nezodpovézenych. Phvodni
prace zabyvajici se kompozici a funkei jednotlivych slozek spliceosoml pfedpovédély model, v némz se
jednotlivé snRNPs postupné skladaji v disledku vazby na pre-mRNA. Nov&jsi prace z poslednich let ale
popsaly pozorovani tzv. penta-snRNP a navrhly model, kdy se spliceosomy seskupuji jesté drive nez se
setkaji s pre-mRNA. Mgr. Huranova a spoluautoii zde elegantné pomoci fluorescenéni mikroskopie,
konkrétng modernich metodik FRAP a FRET umoZfiujicich sledovat chovani individudlnich snRNP v ase a
prostoru, ukézali, Ze rizné snRNP maji rozdilny rezidenéni Cas na pre-mRNA, &mz jejich vysledky
podpofily ptivodni model postupného sestavovéni spliceosomi na molecule mRNA. snRNP se skladaji z
snRNA a proteint, které jsou buitkami produkovany konstantné ve vysokych mnoZstvich. Proto se obecné
rozumnélo, Ze vétSina spliceosomil je tvofena z nové vytvofenych komponent. Zde, predkladatelka a
spoluautofi naopak ukazuji, Ze vyznamna Cast snRNP je tvofena starymi recyklovanymi molekulami a
setrvava v misté sestavovani spliceosomt, v tzv. Cajal bodies. Pro budouci vyzkum pak autorka vyvinula
metodiku pozorovani pfimych interakci mezi proteinem a RNA in vivo, tzv. RB-FRET a ovéfila jeji
funk&nost na zné&mém modelu proteinu hnRNPH a jeho substratové RNA. V neposledni fadg se pak jedna
gast vénuje jinému dileZitému aspektu studia mRNA sestiihu, a to mutaci AD29 v sestfihovém faktoru
Prp31, kterd byla objevena u pacientd s retinitis pigmentosa. Autorka odhalila, Ze studovana mutace vede k
defekttim ve skladani komplexu a k destabilizaci proteinu Prp31.

Mam nékolik poznamek a dotazd, které budou uvedeny postupné tak, jak se vyskytuji v textu.

1. V &sti “Introduction” na str. 9 a 51 jsou uvedeny rozdilné informace o rozpoznévani intronu a sestavovani
spliceosomu, konkrétné:

str. 9, druhy odtavec: Ul snRNP binds to 5° ss of the intron followed by U2 snRNP interaction with the 3” ss
forming the A complex . :

Oproti tomu na str. 51: “Initially, intron boundaries are recognized when the U1 snRNP interacts with the 5'
splice site and the U2 snRNP and associated factors interact with the branch point.”
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2. str. 10, druha véta: “In the cytoplasm a ring of seven Sm proteins is assembled on snRNAs by the
sequential action of pCl1 and SMN complex” — ref. to Paushkin, Gubitz et al. 2002.
Co je minéno symbolem pCI1? Ve zmin&né citaci jsem takovy faktor nenalezla.

3. Kapitola 2: Na této reprodukované publikaci se podilelo osm autorl, pfiCemz korespondujici autor je
byvald vedouci 8kolitele a §kolitel (Dr. Stan€k) je prvnim autorem. Pfedkladatelka je na ¢tvrtém misté, MiZe
b&hem obhajoby sdélit, jaky byl jeji podil na této publikaci?

4. Muize autorka navrhnout experiment, v némz by ovéfila, Ze Sm proteiny se “starou” ¢ervenou (tagované
ES-RFP) fluorescenci jsou skuteéné funkéni a reasembluji do snRNP?

5. V praci je testovan vliv inhibice recyklovani snRNP z mRNA na dynamiku spliceosomi. MiZe autorka
navrhnout dodateény experiment, v némZ by otestovala vliv inhibice recyklovani faktor(i z vystfiZzenych
intrond, ptipadné, je néco znamo o takové inhibici?

6. Jak si vysvétlujete, ze knock down hPrp22 a Ntrl (blokujici uvolnéni snRNP ze sestfizené mRNA) mél
pouze maly vliv na sestfih dvou testovanych mRNA? Toto by mohlo indikovat, Ze recyklace sestfihovych
faktori nehraje kliCovou Glohu pro efektivitu splicingu.

7. Kapitola 3
Na zékladg zjisténych diftznich parametrli pro jednotlivé snRNP, je mozné spekulovat o jejich alternativni
roli v jadfe?

8. Kapitola 4

Kapitola se zabyva studiem mutace A216P v proteinu hPrp31. Po kopurifikaci a analyze pomoci western
blotu (Obrazek 4.3 C, D) je v extraktech z linie AD29 patrna pritomnost dodate¢ného fragmentu pro hPrp4,
ktery ma snizenou mobilitu, a dal§iho bandu u hPrp6 o zvySené mobilité. Je moZné, Ze se jednd napiiklad o
alternativng sestfizené formy t&chto proteint, které nasledné interferuji s funkci ¢i sestavenim spliceosomti?

9. Seznam literatury; dle mého ndzoru byl nest'astn€ zvolen format referenci. Pro¢ byl zvolen format, kdy se
zobrazi pouze prvni dva autofi? Seznam literatury zfejmé neprosel ruéni editact, jelikoZ se v ném vyskytuje
mnoZzstvi textovych chyb; napf. Spatné vypsand jména nékterych ¢asopist jako Embo J misto EMBO J nebo
Rna misto RNA. V n€kterych pfipadech jsou navic teCky (Gen Dev. — str. 135, Mol. Cell. Biol. — str.134).
Citace Paushkin et al. 2002 je uvedena dvakrat.

Vétsina vysledki z této disertaéni prace jiZ pro$la kritickym recenznim fizenim a byly opublikovany
ve tfech odbornych periodikach, zbyvajici rukopis v soucasné dobé recenznim fizenim prochazi. Teoreticky
uvod, diskuze a souhrn k celé praci jsou napsané na vyborné trovni a kvalitni angli¢tinou. Celkové hodnotim
pfedloZenou disertaéni praci jako nadstandardni, coZ prokazuje pfedpoklady autorky k samostatné védecké
praci a k udéleni titulu Ph.D.
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Doc. Stépanka Vanacova, Ph.D.
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