Souhrn

Sesttih pre-mRNA je jednim z kliovych krokii genové exprese, ktery probiha
v bun&éném jadre. Je katalyzovan multiproteinovym komplexem zvanym spliceosome,
ktery je formovan z péti hlavnich malych jadernych ribonukleoproteinovych &astic U1,
U2, U4, U5 a U6 snRNP a dalgich asociovanych proteind. Rozpoznani a vystiizeni
introni z pre-mRNA a nésledné spojeni exonii za tvorby mRNA je doprovazeno mnoha
konformadnimi zménami mezi jednotlivymi &ésticemi spliceosomu. Kompletni
sesttihova maginerie se sice nachazi v jadte, ale n&které dileZité kroky snRNP maturace
se odehravaji v cytoplazmé. snRNP cykluji kontinualng pfes nukleoplazmu a jaderné
kompartmenty, kde vykondvaji své funkce. V Cajalovych tgliskach probihaji
posttranskripéni modifikace jednotlivych snRNA a nékteré snRNP se tady skladaji do
vétéich komplexit jako U4/U6 di-snRNP a U4/U6.U5 tri-snRNP.

Pre-mRNA sestiih probihé za postupné asistence jednotlivych snRNP. V této
préci jsem ukézala, Ze asociace Ul snRNP s 5’ sestfihovym mistem probiha radoveé
v sekundéach, U2 snRNP pak rozeznvé 3 ‘sestfihové misto a takto je intron definovan.
7a tasti U4/U6.U5 tri-snRNP vznikne katalytické jadro spliceosomu U2.US5.U6.
Ukazala jsem, Ze samotna sestiihova reakce aZ do uvolnéni spliceosomu trvé piiblizn€
30 sekund a ve srovnéni s dynamikou rozeznani intronu uréuje rychlost celého procesu.

Uvolnéné snRNP se recykluji, aby se mohly znovu uastnit sestfihu. Ukazali
jsme, ¥e opakované skladani U4/U6.US tri-snRNP komplexit probiha pievazné
v Cajalovych téliskach, kde U5 snRNP asociuje s U4/U6 di-snRNP komplexem. Tento
proces je dynamicky a vyZaduje produktivni interakci mezi specifickymi proteiny U5 a
U4/U6 snRNP, hPrp6 a hPrp31. Mysi knockout proteinu hPrp31 je letdlni a RNAi
znemo¥ni zformovéni tri-snRNP komplexu a vede ke zv&tSeni Cajalovych t€lisek.

Nekteré mutace hPrp31 proteinu se vaZou k. onemocngni retinitis pigmentosa,
které ovliviiuje specifické buiiky v reting a miiZe vést k uplné slepoté. Ukézala jsem, Ze
mutace Ala216Pro (AD29) bréni integraci tohoto proteinu do U4/U6 di-snRNP
komplexu, ale zvy§uje jeho interakei s hPrp6 proteinem. Dalsi studium AD29 interakei
sproteiny a snRNA zU4/U6.U5 tri-snRNP komjplexu by mohlo prohloubit nase
poznatky o molekularnim mechanismu, ktery spousti toto onemocn&ni.

Technika RB-FRET, kterou jsem zavedla, by vtomto ptipad® byla idedlnim
néstrojem pro analyzu interakci mezi RNA a proteiny v Zivych butikéch.




