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Abstrakt

Ribosom je supramolekuldrni utvar, ktery zprosttedkovava syntézu veskerych bunécnych
proteinll a je tedy nezbytny pro jeji zivot. To, Ze jsou nckteré¢ nukleotidy ribosomalni RNA
modifikovany je zndmo uz Ctyficet let. Teprve v dnesni dob€ se vSak dafi hloubéji studovat, jak
jsou jednotlivé modifikace syntetizovany 1 to, jaky je jejich vliv na vznik a funkci ribosomu.
Nékteré konkrétni nukleotidové modifikace maji vyznam pii vzniku ribosomu (napiiklad
m'acp’¥1191 SSU), u nékterych byl pozorovan vliv na spravnou funkénost ribosomu (napiiklad
Um2921, Gm2922, ¥2923 LSU, m'acp’¥1191 SSU). Vétsina modifikovanych nukleotidii v
eukaryotni rRNA je rozpoznavana malymi jadérkovymi RNA (snoRNA). Neékolik malo
nukleotidil je vSak rozpoznavano a nasledné¢ modifikovano specifickymi proteiny. Tyto proteiny
hraji i zésadni roli ve zrani ribosomu. PfedloZena prace piehledné shrnuje soucasné znalosti o

uloze nukleotidovych modifikaci v ribosomalni RNA pfi vzniku, zrani a funkci ribosomu.

Kli¢ova slova: rRNA, methylace, pseudouridylace, zrani ribosomu, translace

Abstract

A ribosome is a supramolecular structure, which mediates synthesis of all cellular
proteins, and therefore is essential for cell life. The fact, that some nucleotides of ribosomal RNA
are modified, is known for forty years. However only recently, successful deeper studies on how
the individual modifications are synthesized and what is their effect on ribosome synthesis and
function appear. Some particular nucleotide modifications are important for the ribosome
formation (like m'acp®¥P1191 SSU), some others influence proper function of the ribosome (e.g.
Um2921, Gm2922, Y2923 LSU, mlacp3‘P1191 SSU). Majority of modified nucleotides in
eukaryotic TRNA is being recognized by small nucleolar RNA (snoRNA). Few nucleotides is,
however, recognized and subsequently modified by specific proteins. These proteins also play
crucial role in ribosome maturation. In thesis presented, current knowledge on the role of
ribosomal RNA nucleotide modifications during their formation and maturation, and on their

function is summarized and overviewed.
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Seznam pouzitych zkratek:

aa-tRNA aminoacyl-transfer RNA

C/D snoRNA

H/ACA

LSU large ribosomal subunit

mRNA messenger RNA

peptidyl-tRNA

RNA ribonucleic acid

rRNA ribosomal RNA

snoRNA small nucleolar RNA

snoRNP small nucleolar RNA-protein
complex

SSU small ribosomal subunit

tRNA transfer RNA

b 4 pseudouridine

tRNA nesouci aktivovanou aminokyselinu
rodina snoRNA zprostfedkovavajici
methylaci nukleotidu

rodina snoRNA zprostiedkovavajici
konverzi uridinu na pseudouridin
velké podjednotka ribosomu
mediatorova RNA

tRNA nesouci peptidyl

ribonukleova kyselina

ribosomalni RNA

malé jadérkovd RNA

maly jadérkovy ribonukleoproteinovy
komplex

mald podjednotka ribosomu
transferovd RNA

pseudouridin
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1. Uvod

vvvvvv

ukolem je syntetizovat proteiny podle mRNA predlohy. Krom¢ mRNA interaguje také s tRNA
prinasejici jednotlivé aminokyseliny, se vznikajicim peptidovym fetézcem a s dalSimi
transla¢nimi faktory. Ribosom je tvofen z jedné tfetiny proteiny a ze dvou tietin RNA. Proteiny
se vyskytuji pfevazné na povrchu a vypliuji prazdna mista mezi jednotlivymi doménami RNA.
Naproti tomu jadro ribosomu je tvofeno RNA. V blizkosti ribosomalni RNA probihaji jednotlivé
kroky syntézy proteintl. Interakce jednotlivych faktorti s ribosomem je zajiStovana ribosomalni
RNA. Tercialni struktura ribosomalni RNA je siln¢ konzervovana u vSech zndmych organismd,
tedy u bakterii, archaea a eukaryot. Déle se u vSech zndmych organisml na ribosomalni RNA
vyskytuji modifikované nukleotidy. K modifikacim nukleotidi dochézi béhem zrani ribosomu na
pre-rRNA. Nukleotidové modifikace ribosomalni RNA miizeme rozdélit do tfi hlavnich skupin.
Prvni je konverze uridinu na pseudouridin (Obr. 1). Druhou skupinou je methylace hydroxylové
skupiny na uhliku 2’ pozici ribosy. Do tfeti skupiny patii rizné typy modifikace bazi, nejcastéji
dochdzi k methylacim bazi.

Mechanismus vzniku modifikaci se u bakterii a eukaryot lisi. U baktrii jsou modifikace
provadeény specifickymi bilkovinami. U eukaryot dochazi k nukleotidovym modifikacim pomoci
RNA-proteinového komplexu. Specifické rozpoznani nukleotidu, ktery ma byt modifikovan, ma
za kol snoRNA. D¢je se tak pomoci parovani bazi mezi snoRNA a rRNA. Déale snoRNA pfinasi
proteinovy komplex, ktery provadi samotnou modifikaci nukleotidu. U archaea je mechanismus
modifikace nukleotidi podobny jako u eukaryot. U eukaryot byly klasifikovany dvé hlavni
rodiny pomocnych snoRNA, C/D rodina snoRNA (Obr. 2) a H/ACA rodina snoRNA (Obr. 2).
C/D snoRNA je soucasti RNA-proteinového komplexu provadéjiciho methylaci nukleotidu.
Protein zodpovédny za methylaci nukleotidu je fibrillarin (Noplp) (Tollervey et al. 1993).
Molekuly RNA patiici do rodiny H/ACA snoRNA pfinaseji enzymaticky komplex k uridiniim,
které¢ budou modifikovany na pseudouridin. Samotnou katalytickou reakci provadi Cbf5 protein,
dyskerin (Zebarjadian et al. 1999). Pomocné snoRNA rozpoznévaji jedno, dvé nebo tii mista,
kde dochézi k modifikaci nukleotidu. Nékteré nukleotidové modifikace ribosomalni RNA v
Saccharomyces cerevisiae jsou provadény proteiny, které maji kromé katalytické funkce i llohu
ve vyhledavani specifického nukleotidu jako u bakterii.

Jaky vyznam maji modifikace nukleotidli na chemické vlastnosti RNA? Methylace
hydroxylové skupiny vazané k C2' ribosy meni prostorové usporadani nukleotidu. Také dochézi
k snizeni polarity vazby a celd oblast kolem 2'-O se stava hydrofobnéjsi. Methylace
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C2’hydroxylu tak ve svém dusledku snizuje pravdépodobnost hydrolytického Stépeni prilehlé
fosfodiesterové vazby. Pii zméné uridinu za pseudouridin dochézi k vytvoteni jinych moznosti
parovani bazi. Pseudouridin mize tvofit tfi vodikové mistky oproti uridinu, ktery vytvati pouze
dva. Zminéna modifikace zplsobuje téZ zmény ve vrstveni bazi (tzv. ,,stacking®).

Cilem této prace je zpracovat znamé informace o vlivu nukleotidovych modifikaci
ribosomalni RNA na funkci eukaryotniho ribosomu. Uloha modifikaci eukaryotni ribosomalni
RNA je nejlépe prostudovana u kvasinky Saccharomyces cerevisiae, proto se 1 ma prace zameétila
zejména na tento modelovy organismus. Pro sjednoceni jsem ¢islovani nukleotidl ribosomalni
RNA  pfevzala z kvasinkové snoRNA  databaze dostupné z WWW:
<http://people.biochem.umass.edu/sfournier/fournierlab/snornadb/main.php> (Piekna-

Przybylska et al. 2007).



2. Vliv modifikaci ribosomalni RNA na rychlost
bunécéného ristu

Jednim z hlavnich pozorovanych jevl pfi studiu tlohy modifikace ribosomalni RNA je
rychlost bunécného rastu. Mezi nukleotidové modifikace ovliviiujici bunéény rast patii naptiklad
pseudouridin 1191 na 18S rRNA, ktery je navic jesté¢ dale modifikovan, viz Obr. 1 a kapitola 3.3.
Pti deleci snoRNA molekuly, kterd zprostfedkovava konverzi uridinu na pseudouridin na pozici
1191 SSU, doSlo ke snizeni rlstu kultury oproti kontrolni kultufe rostouci pii stejnych
podminkach (Liang et al. 2009). Vyznam tohoto hypermodifikovaného nukleotidu rozebirdm
podrobné&ji v kapitole 4.1.1. DalSim ptikladem je ¥2923 na 25S rRNA. Delece snoRNA
zprostfedkovavajici jeho modifikaci vedla ke zpomaleni bunééného riistu o 37% a prodlouZeni
lag faze, tedy dobu potiebnou pro adaptaci buiiky na nové prostiedi, o 20% oproti kontrolnimu
kmeni (King et al. 2003). Esguerra a kolektiv (Esguerra et al. 2008) v jejich komplexni praci
testovali chovani dvaceti kmeni s deletovanymi C/D snoRNA ve velkém poctu rtznych
prostfedi. Mezi testované faktory patfily latky ovliviiujici signalizaci, DNA syntézu, DNA
opravy a glykosylaci. Také zde testovali odpovéd’ na bunécny stres vyvolany zménou redoxniho
prostiedi, vyskytem toxickych kovt a koncentraci iont odliSnou od fyziologickych podminek.
Sledovanim zmény bunécného rastu oproti kontrole za téchto podminek ziskali obrovské
mnozstvi dat. Samoziejmé ziskali obrovské mnozstvi dat. Konkrétné u kment s chybéjici
modifikaci Um2347 LSU, Cm1639 SSU nebo Am2946 LSU byl pozorovan nejvétsi defekt v
bunécném ristu. V piipadé kombinaci vétsiho poctu modifikaci 1ze obecné fici, ze ¢im je veétsi
pocet chybéjicich modifikaci, tim vétsi jsou zmény pozorované na rustu bunééné kultury. Jedna z
vyjimek byla pozorovana pfi studiu tlohy pseudouridinti v oblasti prstu A mista. Kdy kultura se
ttemi chybé&jicimi pseudouridiny (na pozici 1004, 1042, 1052 LSU) rostla pomaleji, neZ kultura s
péeti chybégjicimi pseudouridiny (986, 1004, 1042, 1052, 1056 LSU) (Piekna-Przybylska et al.
2008). Odpoveéd pro vysvétleni tohoto jevu bychom méli hledat nejspiSe ve struktuie
pseudouridinu a jejiho vlivu na celou oblast. Tim checi fici, ze napfiklad chybéjici 3
pseudouridiny mohou mit destabilizujici efekt a absence dalSich 2 modifikaci uridinu na
pseudouridin opét pozméni strukturu, kterd ve vysledku muize vést k casteCné stabilizaci celé
smycCky. Ve vétsing studii, zabyvajicich se modifikacemi ribosomalni RNA a jejich vlivem na
buniku, byla pozorovana zména bunécného rastu kmeni s deleci vétSiho poctu snoRNA.
Zpomaleni bunééného ristu je pravdépodobné reakci na zménu konkrétnich procesti v butice

oproti kontrolni kultufe.



3. Uloha modifikaci p¥i vzniku ribosomu

Jelikoz k modifikacim nukleotidd rRNA dochazi béhem zrani ribosomu, je velice
pravdépodobné, Ze snoRNA nebo celé¢ snoRNP komplexy, ale i modifikované nukleotidy maji
vliv na uspé$né vytvoreni funkéniho ribosomu. Tato oblast, ulohy jednotlivych modifikaci a

jejich zprostiedkovatell na zrani ribosomu, je v dnesni dob¢ intenzivné studovana.

3.1. Dvoji funkce snR10 a U14

Bylo zjisténo, Ze nékteré snoRNA zprostfedkovavaji Stépeni ribosoméalni RNA a
modifikaci nukleotidi. Sem patii snR10 z rodiny H/ACA snoRNA a U14 z rodiny C/D snoRNA
(pro ptehled Nazar 2004). Molekula U14 se podili na methylaci cytosinu na pozici 414 18S RNA
a na $tépeni molekuly pre-rRNA. Molekula snR10 pfinasi modifikacni aparat k nukleotidu na
pozici 2923 LSU, kde dochazi ke konverzi uridinu na pseudouridin. Dale mé& molekula snR10
ulohu pfi Stépeni pre-rRNA. Da se tedy fici, ze snR10 vytvaii uréité premosténi mezi obéma
podjednotkami a miize propojovat zrani obou podjednotek. Do jaké miry je toto propojeni
dalezité pro vznik ribosomu se zatim nevim. Dal$i otdzkou je, jaky je vztah mezi obéma
funkcemi molekuly snR10? Doména zodpovédna za modifikaci nukleotidu se nachdzi na 3’
vlasence a upravujici doména se nachazi na 5’vlasence. Konkrétn¢ u 5’'struktury je dilezity
sedmi-nukleotidovy usek, ktery se vyskytuje v bublin€¢ 5’vlasenky. Jestlize byl vlozen jeden
nukleotid do 3’vlasenky doSlo k naruSeni Uprav pre-rRNA, ale ne znemoznéni modifikace
nukleotidu. Jiz v dfivéjsi praci bylo zjisténo, Zze ¥2923 nema vliv na Gpravu 18S RNA (King et
al. 2003). V dalsi praci Liang a kolektiv (Liang et al. 2010) vytvorili kmen Saccharomyces
cerevisiae, ktery obsahoval hybridni snoRNA molekulu. Tato molekula obsahovala 5 oblast z
snR10 a 3’oblast z snR36 (H10/36). Molekula snR36 a hlavné jeji doména v 3’oblasti je
zodpoveédna za modifikaci ¥1187 SSU. U tohoto kmene nebyly pozorovany zmény v praveé 18S
rRNA oproti pfirodnimu kmeni. Z téchto dat mizeme fici, Ze pro zrani ribosomu je dilezity
vyskyt obou struktur v ramci jedné molekuly. To ukazuji vysledky z pokusu, kdy do jednoho
kmene byla vnesena jak hybridni molekula H10/36, tak i hybridni molekula slozena z 5 konce z
snR36 a 3’konce snR10 obsahujici jeden nukleotid v bubliné 3" vlasenky navic. Vlozeni jednoho
nukleotidu v této oblasti, snizuje schopnost bunky stépit pre-rRNA. U takto upraveného kmene
nebyl pozorovan vliv na zrani ribosomu. K podobnym zavérim mtzeme dojit i u molekuly U14,
kde pfi testovani byla provedena modifikace bud’ ve struktufe zodpovédné za stfiZeni

ribosomalni RNA, nebo v doméné ucastnici se methylace C414 SSU. Tento zadsah nem¢l vyznam
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pro bunécny rust, ale ptfi kombinaci obou mutaci doslo ke zhorSeni rastu (Liang and Fournier

1995).

3.2. Kontrola spravné upraveného ribosomu pomoci modifikaci
rRNA

Dalsi otazkou mtize byt, zda modifikace mohou byt pro bunku ukazatelem spravné
upraveného ribosomu. Na tuto otazku se snaZili najit odpovéd” Song a Nazar (Song and Nazar
2002). Pro transformaci bun¢k Schizosaccharomyces pombe pouzili plazmidy obsahujici rDNA,
kde 5,8S rRNA byla oznaCena neutralni znackou pro moznost detekce a odliSeni od
chromozomalni 5,8S rRNA. Déle plazmidy obsahovaly gen pro 25S rRNA, ktery obsahoval
konkrétni mutaci nukleotidu vyskytujiciho se v peptidyl-transferazovém centru. Timto Song a
Nazar zamezili modifikaci konkrétniho nukleotidu. Pomoci kontrolniho plazmidu obsahujiciho
rDNA s nemutovanou 25S rRNA a oznacenou 5,8S rRNA zjistili, ze 50% veskeré ribosomalni
RNA je pravé plazmidova rRNA. U jedné kultury pozorovali pokles vyskytu plazmidové rRNA
na 25% z celkového mnoZzstvi ribosomalni RNA. Tato kultura méla mutované nukleotidy, které
nejsou tak konzervované a nevyskytujici se pfimo v peptidyl-transferazovém centru ribosomu. U
ostatnich kultur pozorovali zna¢ny pokles mnozstvi plazmidové rRNA. Song a Nazar vyloucili
moznost inhibice syntézy rRNA a inhibice uprav pre-rRNA. Jejich vysledky je vedly k zavéru,
ze ubytek znacené 5,8S rRNA byl dan znacnou nestabilitou vzniklé mutované plazmidové
rRNA. Zajimavé je, Ze i kdyz bunika nasyntetizuje piiblizn€ o 50% vice ribosomalni RNA, ktera
je poté pravdépodobné degradovana, se nevycerpa nadbytecnou syntézou a jeji schopnost ristu
zistava nezménéna. Ulohou modifikovanych nukleotid v peptidyl-transferazovém centru
ribosomu je pravdépodobné ochrana nukleové kyseliny pred nukleazami at’ uz piimo, nebo jako
zajiSténi asociace s ribosomalnimi proteiny. Pro¢ tedy mluvim o mechanismu kontroly kvality
ribosomu? Jestlize nedojde k modifikacim na daném misté je rRNA degradovana. U této prace
bych chtéla upozornit na fakt, Ze na danou nestabilitu RNA mtze mit vliv zdména bazi, kdyz ve
vetsing pripadi nahrazovali pyrimidin za purin a naopak, kdy podle mé dochazi k velkym
strukturnim zméndm v ramci dané oblasti. Song a Nazar netestovali zablokovani modifikace

jinym zpisobem, naptiklad ¢astecnou deleci snoRNA.

3.3. Neplp je dilezity sestavujici faktor

Nepl protein je zodpovédny za methylaci pseudouridinu 1191 na pozici N1. Tato
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methyltransferdza je specifickd a vyzaduje aktivitu snR35, ktera modifikuje uridin 1191 na
pseudouridin. Bylo zjisténo, Zze Nepl protein je pro buiiku dilezity nejen jako methyltransferaza,
ale 1 jako protein dulezity pro sestaveni ribosomu. Neplp interaguje se Sroubovici 31, kde
methyluje pseudouridin 1191, a se Sroubovici 42, kde hraje diilezitou roli jako chaperon (Thomas
et al. 2011). Mutace glycinu za aspartat na pozici 86 Nepl proteinu zptusobuje lidsky Bowen-
Conradi syndrom. Tato mutace byla podrobnéji studovana jak v kvasinkové bunce, tak i v savci
buiice a bylo zjiSténo, Ze nemd vliv na methyltransferazovou aktivitu proteinu in vitro, ale ze

mutovany Nep1”*%“ protein se nedostava do jadérka (Meyer et al. 2011).

3.4. Dimlp je dimethylaza potrebna pro spravnou upravu pre-rRNA

Studium ulohy velice konzervované struktury m62A1771 a m62A1772 na 3 konci 18S
rRNA neukézalo zasadni vliv na funkci ribosomu. Piesto je tento proces modifikace rRNA velice
zajimavy a rada bych se o ném zminila. Prvni zajimavosti je, Ze tyto dvé sousedni modifikace
jsou zajistovany dimethylazou Dimlp. Dimlp ma jak katalytickou aktivitu, tak i schopnost
specificky rozpoznat dané nukleotidy. Za druhé, bylo zjisténo, Ze dimethylace je postradatelna
pro translaci in vivo, ale je potifebna pro translaci in vitro. Déale pfi této studii byla prokdzana
zvySena citlivost kment, obsahujicich mutované alely genu pro Dimlp, na aminoglykosidova
antibiotika (paromomycin a neomycin B). Lafontaine a kolektiv (Lafontaine et al. 1998) pouzili
10 alel, které obsahovaly od 1 do 6 substituci. Tyto alely byly vneseny do bunécéné kultury S.
cerevisiae. U vSech kultur bylo pozorovano nahromadéni 22S pre-rRNA a riiznd Groveil sniZeni
mnozstvi 18S rRNA. Nejvyraznéjsi nahromadéni 22S pre-rRNA bylo pozorovano u péti kment.
K nahromadéni 22S pre-rRNA dochazi, jestlize neni pre-rRNA stfizena na pozicich A; a A,. V
této situaci dochazi k alternativnimu stfizeni 33S pre-rRNA na pozici As. Vzniké 27S pre-rRNA,
kterd je dale normaln€ upravena na konec¢nou 25S rRNA, a 22S pre-rRNA, kterd uz dale neni
tvrdi, ze k modifikaci m62A1771 a m62A1772 dochazi pozdéji béhem zrani ribosomu. Zjistili,
ze k methylaci paru adenosinti dochazi nejdiive na 20S pre-rRNA. Je tedy velice pravdépodobné,
ze defekt v methylaci nukleotidii nemusi byt propojeny s ulohou Dimlp pfti Stépeni pre-rRNA.
To Casteéné potvrzuji vysledky fenotypu jedné alely. Za pfirozenych podminek u tohoto kmene
nebyly zjistény chyby ve zrani ribosomu, ale mnozstvi modifikaci bylo velice nizké. Jinak
feCeno, spravné stfizeni TRNA a vznik 18S rRNA jsou nezavislé na modifikaci paru adenosint.
Déle si Lafontaine a jeho kolegové polozili otdzku, zda bude Dimlp potiebny pii syntéze

ribosomu, kdyz transkripci rDNA provadi DNA-dependetni-RNA-polymeraza II. Na plazmidu
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pred rDNA vlozili PGK promotor. V takovémto pfipadé Dimlp nebyl potiebny. Pravdou ale je,
ze syntéza rRNA z PGK promotoru nemtize plné€ zastoupit syntézu rRNA pomoci polymerazy I,
protoze transkripce polymerazy I je mnohem silnéjsi, neZ transkripce z PGK promotoru. Pfi¢inou
spravného syntetizovani ribosomu muze byt fakt, Ze s RNA-polymerazou II asociuji jiné hnRNP
proteiny, tudiz je mozné, ze tlohu Dim1p pfi zrani ribosomu nahrazuje jiny protein.

Jakou mé tedy Dim1p tlohu béhem zrani ribosomu? V ptipad¢ funkéniho Dimlp dochazi k jeho
navazani na pre-trRNA v Casné fazi syntézy ribosomu a ostatni slozky upravujiciho aparatu

mohou reagovat pravdépodobné na zménu konformace a pokracovat v Gpravach rRNA.

3.5. Bud23 methylaza hraje roli pri transportu malé podjednotky ven
Z jadra

Jednim z poslednich modifikovanych nukleotidii, u kterych nebylo znamo, jak k
modifikaci dochazi, je nukleotid G1575 na 18S rRNA, kde je methylovan dusik na pozici 7.
White a kolektiv (White et al. 2008) zjistili, Ze tento nukleotid je modifikovan Bud23
methyldzou. Znemoznéni modifikace G1575 pomoci delece oblasti asociujici s rTRNA nebo
substituce G1575 za adenosin nemd vliv na rychlost rastu kultury. Pokud ale Bud23 protein
uplné chybi ma to za nasledek zpomaleni rychlosti bunééného ristu. Pti analyze celkového
slozeni 408, 60S a 80S se v kmeni bud234 objevily zmény oproti pfirodnimu kmeni. Doslo ke
sniZzeni celkového mnoZzstvi 80S, k rapidnimu navySeni 60S a ke sniZeni 40S. Tyto vysledky
ukazuji na Spatné zrani 40S podjednotky ribosomu. Pti podrobnéjSich studiich autofi zjistili, ze
18S rRNA vznika ve velmi malém mnozstvi. Je vice moznosti, kterymi mize byt tento defekt
zpusoben. Muze byt ovlivnén transport malé podjednotky z jadra do cytoplazmy, nebo
zpracovani 20S rRNA anebo nestabilita 18S rRNA v cytoplazmé. Pomoci n€kolika metod zjistili,
Ze Bud23 ma ulohu pfi transportu pre-40S podjednotky ribosomu. Protoze Bud23 nema jaderny
exportni signdl, jeho uloha bude nejspiSe v pfildkani a asociaci proteinii zodpovédnych za

transport malé podjednotky.

4. Vliv modifikaci na funkénost ribosomu

Nékteré funkéni struktury ribosomu obsahuji nukleotidové modifikace konzervované jak
v eukaryotech, tak i v bakteriich. Patfi sem dekddujici oblast malé podjednotky, Sroubovice 69

(H69), peptidyltransferdzova doména a prst A mista vyskytujici se ve velké podjednotce.
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4.1. Dekédujici centrum

Dekodujici centrum interaguje s mRNA 1 s tRNA, zprostiedkovava interakci mezi kodonem a
antikodonem a také hraje ulohu pii translokaci tRNA. Ribosom Saccharomyces cerevisiae v této
oblasti obsahuje 5 2’-O-methylaci a 3 pseudouridiny, z nichZ jeden je navic methylovan na
dusiku na pozici 1 a na pozici 3 je ptiddna 3-amino-3-karboxypropylova skupina (m'acp’P).
Ctyti modifikace se nachazeji v A misté (Um578, Gm1271, 1187, Gm1428), dvé modifikace se
nachézeji v P mistd ( m'acp®¥1191, Cm1639) a dvé v E misté (¥999, Cm1007). Sedm z t&chto
osmi modifikaci se vyskytuje 1 u ¢lov€ka, chybi analog k methylaci C1007. U E. coli, kde je
tloha modifikaci 1épe prostudovéna, bylo zjisténo, ze m*Cm1402 (odpovidajici u S. cerevisiae
Cm1639) je v kontaktu s mRNA (Rinke-Appel ef al. 1993) a Ze chybéni N*-methylové skupiny
ma za nasledek zvySeni vyskytu zah4jeni translace na AUU kodonu (Kimura and Suzuki 2010).
U nukleotidii vyskytujicich se v dekodujici oblasti byl testovéan jejich vliv na G¢innost ribosomu,
méfenim mnozstvi zaélendného *’S-methioninu v celkovém mnozstvi proteinti (Liang et al.
2009). Vysledné zmény oproti kontrolnimu kmeni mohou byt zapfi¢inéné zménou mnozstvi
ribosomit v buiice nebo zménou vykonnosti ribosomu. Viditelné zmény byly pozorovany u
kmene s chyb&jici hypermodifikaci m'acp®¥1191, kde dochazelo ke sniZeni mnoZstvi
zaélenéného **S-methioninu oproti kontrole. Ke snizeni dochazelo i u dalsich kment, ve kterych
chybél m'acp’P1191 v kombinaci s dalsimi nukleotidy (m'acp’¥1191, Cml639;
m'acp’¥1191, Cm1639, Gm1428). Dalii testovanou vlastnosti je piesnost ribosomu. Testovalo
se jak procteni stop kodonu (UAG), tak posun ribosomu ve ¢tecim ramci o +1 a o -1 (Baudin-
Baillieu et al. 2009). Zvysena Cetnost procteni stop kodénu byla pozorovana u kmene s chybéjici
modifikaci na pozici Cm1639 a u kmene s chybgjicimi modifikacemi na pozici m'acp”¥1191,
Cm1639, Gm1428. U Sesti ze ¢trnacti kmenil byl pozorovan Castéjsi posun ve ¢tecim ramci o +1
oproti kontrolnimu kmeni. Mezi tyto kmeny patfil kmen s chyb&jici modifikaci m'acp®¥1191.
Ostatni pét kmend, u kterych se vyskytla tato chybovost, obsahovaly modifikaci Cm1639 at’ uz
samotnou, nebo v kombinaci s chybénim jinych modifikaci z A nebo P mista. U kmene s
chybéjicimi modifikacemi v E mist¢ byla pozorovana mensi chybovost oproti kontrole. Pfi
testovani chybovosti ribosomu v posunu ve ¢tecim ramci o -1 byly pozorovany podobné
vysledky jako u +1 posunu. Jedind vét$i odchylka byla zaznamenana u kmene s chybé&jicimi
modifikacemi v E misté, kdy se tento kmen choval stejné¢ jako kontrolni kmen. Vysledky
naznad&uji, Ze ndkteré modifikace jsou pro ribosom a jeho funkeci dileZité, napt. m'acp’¥1191 a
Cm1639. Zaroven se zde projevuje pozi¢ni efekt, kdy pifi chybéni vice modifikaci a jejich
kombinaci dostavaji autofi odlisné¢ vysledky u testovani aktivity i pfesnosti ribosomu. Tyto

rozdily v chovéni ribosomu mohou byt zapii¢inény zménami ve struktufe ribosomu.
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4.1.1. Hypermodifikovany mlacp3¥1191:

Syntéza hypermodifikovaného pseudouridnu probihd postupné. Nejprve dochazi ke
konverzi uridinu na pseudouridin pomoci snR35, déle je dusik na pozici 1 methylovan Nepl
proteinem. Posledni krok, pfidani 3-amino-3-karboxypropylové (acp) skupiny na dusik na pozici
3, probiha az v cytoplazmé a pokud vim, neni zndm jeho enzymaticky aparat. Pti deleci snR35
bylo zjiSténo, Ze nedochazi k upravé 20S pre-rRNA na 18S rRNA. Jestli ma na tento defekt vliv
snR35, nebo enzymy uplatiiujici se v naslednych modifika¢nich krocich, anebo samotny
hypermodifikovany nukleotid je otizkou. Uloha snR35 pii upravé rRNA byla vyloudena. I kdyz
nedochazi ke konverzi uridinu na pseudouridin, je na N3 pfidana acp skupina. Skutecnost, ze k
upravé 18S rRNA dochdzi aZ poté, co je hypermodifikace dokoncena, ukazuje na ulohu pravé
tohoto hypermodifikovaného nukleotidu pfi tpraveé 18S rRNA. Tato skutecnost miize mit vliv na

vysledky méfeni mnozstvi zaglenéného *°S-methioninu v celkovém mnoZstvi proteind.

4.2. Sroubovice 69

Sroubovice 69 se nachazi v domén& IV velké podjednotky. Spoleéné se §roubovici 44 z
malé podjednotky, se kterou H69 interaguje, tvoifi mezipodjednotkovy most oznacovany B2a.
Dale H69 interaguje s D smyckou tRNA v A misté i P misté (Yusupov et al. 2001). Modifikace v
této domén¢ jsou znacné konzervované, v E. coli se nachazeji tii W, v S. cerevisiae jsou Ctyii V¥ a
jedna 2’-O-methylace (Obr. 5), v lidské H69 se nachazi pét ¥ a jedna 2°-O-methylace. U E. coli
bylo zjisténo, ze mutace V1917, u S. cerevisiae je analogem W2258 a u lidského H69 je
analogem W3733, za cytosin ma silny inhibi¢ni efekt na translaci (Liiv et al. 2005). D4 se tedy
ocekavat, ze 1 u eukaryot budou mit analogické modifikace urcity vliv na funkci ribosomu.
Y2258 a ¥2260 je modifikovan snR191 a jeji delece ovliviiuje rychlost buné¢ného ristu u S.
cerevisiae (Badis et al. 2003).

Pii testovani G&innosti translace, m&fené opdt pomoci >*S-methioninu, byly pozorovany zmény u
kmene, kde chybélo tii a vice modifikaci (Liang et al. 2007). Tento jev ukazuje na spolupraci
modifikovanych nukleotidii a také tyto vysledky koreluji se zménou rychlosti ristu danych
kmeni. Dale také testovali kmeny pomoci bicistronni mRNA na procitani stop kodoénu. Vznikly
fuzni protein, znacici procteni stop kodoénu, detekovali pomoci western-blotu. U kmene s
chybéjicimi modifikacemi na pozici Am2256, W2264 a Y2266 byl fuzni protein detekovan ve

velkém mnozstvi. Zvlastni je, Ze v jiné praci (Baudin-Baillieu et al. 2009), kdy byly také
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testovany rizné kombinace chybéjicich modifikaci na schopnost procist stop kodon a schopnost
posunout se ve ¢tecim ramci bud’ o +1, nebo o -1 pozici, nebyla tato chybovost translace u
kmene s chybé&jicimi modifikacemi na pozici Am2256, ¥2264 a W2266 pozorovana. Pravdou je,
ze zde byla pouzita jina metoda pro testovani vlivu modifikaci na pfesnost translace. Dale zde
byly testovany ctyfi kmeny s jednotlivé deletovanymi snoRNA molekulami, pro modifikace
Am2256, W2264, Y2266 a kmen s chybé&jicimi Y2258 a ¥2260, které jsou modifikovany jednou
snoRNA molekulou. U vSech ¢tyfech kmenii bylo pozorovano sniZeni pro€itani stop kodoni
oproti kontrolnimu kmeni. Vliv na posun ve ¢tecim ramci jak o +1, tak i o -1 byl pozorovatelny
pouze ve dvou kmenech, v jednom s chybéjici modifikaci ¥2266 a ve druhém s chybéjicimi
modifikacemi na pozici ¥2258 a W¥2260, v obou piipadech dochazelo k méné castému vyskytu
této udalosti oproti kontrole. Na zékladé téchto vysledkli bychom se mohli zeptat, pro¢ se zde
dané modifikace vyskytuji. Za ptedpokladu, Ze jsou tyto vysledky spravné, bych hledala
odpovéd’ ve vlivu modifikaci na stabilitu struktury. U kment s chybé&jicimi modifikacemi se
projevila zvySena citlivost na aminoglykosidové antibiotikum, neomycin (Liang et al. 2007). U
lidského H69 a E. coli H69 byl testovan vliv modifikaci na stabilitu Sroubovice 69 (Sumita et al.
2005). Testované parametry byly teplota tani a hodnoty zmény standardni volné energie. Sumita

a jeho kolektiv zjistili, ze pseudouridiny v lidské i E. coli Sroubovici 69 maji stabilizujici ucinek.

4.3. Peptidyltransferazova doména

Peptidyltransferazovd doména se nachdzi na 25S rRNA a interaguje s akceptorovym
ramenem tRNA v A i P misté a aminokyselinovymi zbytky. D4 se tedy piedpokladat, ze
modifikované nukleotidy, vyskytujici se v této oblasti, mohou mit vliv na syntézu proteinii. V
peptidyltransferdzové doméné se vyskytuje 6 pseudouridint a 6 2’-O-methylaci (Obr. 6). Do této
doby byla studovéna tiloha Sesti pseudouridint (¥2826, ¥P2865, ¥2880, ¥2923, ¥2944, W2975)
a dvou 2'-O-methylaci (Um2921, Gm2922). V praci (Baxter-Roshek et al. 2007) studovali tlohu
téchto nukleotidli na citlivost k antibiotikiim, na chyby v posunu ve ¢tecim ramci, na Spatné
zaClenéni aminokyseliny a na procteni stop kodonit (UAA, UAG, UGA). Tyto vlastnosti byly
testovany pomoci vektoru obsahujici gen pro Renilla luciferdzu a gen pro svétluskovou
luciferazu. Renilla luciferdza slouzi jako kontrola. Svétluskova luciferdza mize byt
syntetizovana pouze v ptipadé, ze dojde ke studované chybé. Chyby v posunu na ¢tecim ramci
byly pozorovany pouze u kmene s chybéjicimi dvéma modifikacemi Um2921 a Gm2922, kdy
doslo k cCastéjSimu posunu ve ¢tecim rdmci o -1 oproti kontrolnimu kmeni. Pravdépodobnost

posun ve ¢tecim ramci o +1 u tohoto kmene byla jen nepatrné zvySena. Nejvétsi zmény byly

-16 -



pozorovany u kmenu testovanych na procteni stop kodont. K castéj§imu procteni vSech trech
stop kodonii dochazelo u kmene s chybéjicim pseudouridinem na pozici 2865. Naopak u Ctyt
kmeni s chybé&jici modifikaci na pozici ¥2923, ¥2944, ¥2975 nebo Um2921 a Gm2922 doslo k
mén¢ Castému vyskytu procteni stop kodonu oproti kontrolnimu kmeni. K zvlastnimu jevu doslo
u testované¢ho stop kodonu UAG, kdy u kmene s chybéjici modifikaci na pozici ¥2975 bylo
pozorovano zvysSeni vyskytu procteni stop kodonu. U kmene s chybéjicimi modifikacemi na
pozici W2826 a W2880 byl také pozorovan zvySeny vyskyt procteni UAG stop kodonu. Dalsi
sledovanou vlastnosti byla zac¢lenéni nespravné aminokyseliny. Pozorovaly se dvé moznosti, bud’
zatazeni aminokyseliny liici se v kodonu na pozici 3, anebo v zatazeni aminokyseliny s tpln¢ se
odliSujicim kodénem. U kmene s chybéjici modifikaci na pozici ¥2923 doslo v obou piipadech
k CastéjSimu zaclenéni Spatné aminokyseliny. U kmene s chybéjici modifikaci Um2921 a kmene
s chybéjicimi modifikacemi na pozici Um2921 a Gm2922 dosSlo CcastéjSimu zarazeni
aminokyseliny s kodonem liSicim se na pozici 3. U kmene s chyb¢jici modifikaci na pozici
Y2865 se castéjSi zafazeni aminokyseliny vyskytlo u nepodobného kodonii. Dva kmeny byly
podrobnéji testovany na afinitu k tRNA a na rychlost pfenosu peptidylu. Jak u kmene s chybéjici
modifikaci na pozici W2865 tak u kmene s chybéjicimi modifikacemi na pozici Um2921 a
Gm2922 byla pozorovana vyssi afinita k aa-tRNA nez u kontrolniho kmene. Afinita k peptidyl-
tRNA byla stejnd jak u pozménénych kment, tak i u kontrolniho kmene. Rychlost ptfenosu
peptidylu byla u obou kment vys$i nez u kontrolnitho kmenu. Tyto vysledky ukazuji na

dilezitost nékterych modifikovanych nukleotidi béhem translace.

4.3.1. Y2923

Y2923 se vyskytuje v A-smycce peptidyltransferazové domény. Tato modifikace je
provadéna snoRNP komplexem za Gc¢asti molekuly snR10, kterd pfivadi cely komplex k danému
mistu. Jak uz jsem se zminila diive, snR10 ma velkou ulohu na zrani ribosomu. V préci (King et
al. 2003) bylo sledovano mnozstvi zaglenéni *°S-methioninu u kvasinkovych kment se viemi
Sesti chyb¢jicimi pseudouridiny a u kvasinkového kmene s chybéjici modifikaci na pozici
¥2923. U kultury s chybéjici modifikaci na pozici ¥2923 dochazelo ke sniZzeni mnoZstvi
zaglenéného *>S-methioninu o 40% oproti kontrolni kultufe. U kultury s chybgjicimi viemi
zminénymi pseudouridiny doslo dokonce ke snizeni mnoZstvi za¢lendného **S-methioninu o
75%. Dale vytvofili modifikovany kmen, u kterého byla znemoZnéna pouze modifikace
nukleotidu na pozici 2923 a funkce pro zrani ribosomu byla zachovédna. Takto upraveny kmen

také testovali na uginnost translace pomoci *°S-methioninu. I zde bylo pozorovano sniZeni
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mnoZstvi zatlenéni *°S-methioninu pfiblizné o 20%. V dalii studii, zabyvajici se ulohou Y2923,
(Rakauskaite and Dinman 2008) byla provedena mutace na pozici 2923 uridinu za cytosin. U
takto upravené¢ho kmene byl pozorovan vliv na stabilitu A-smycky. Y2923 chrani nukleotidy
Gm2922, U2949, A2779, A2780, A3048, A3049 pted spontdnnim stfizenim jednovldknové
RNA. Déle pak v této studii byla testovana afinita k aa-tRNA a peptidyl-tRNA. Bylo pozorovano
zvyseni hodnoty disociacni konstanty vice nez dvakrat oproti kontrolnimu kmeni pro afinitu k
peptidyl-tRNA, tedy se snizila afinita k peptidyl-tRNA. Z téchto vysledki je zfejmé, ze kromé
ulohy snR10 na zrani ribosomu ma modifikace na pozici ¥2923 vyznam ve stabilité a funk¢nosti

ribosomu.

4.3.2. Um2921 a Gm2922

Modifikace vyskytujici se v trinukleotidu Um2921, Gm2922 a ¥2923 v A-smycce
peptidyltransferazové domény se vyskytuji uz i v bakteriich. Um2921 je modifikovan snoRNP
komplexem za ucasti molekuly snR52 a Gm2922 je modifikovan Spbl proteinem. Tyto
modifikace jsou dulezité pro funkei ribosomu, jak uz bylo zminéno diive. Zajimavosti, kterd byla
objevena ve studiich (Bonnerot et al. 2003; Lapeyre and Purushothaman 2004) je, ze Spbl
protein mize nahradit deletovanou snR52 a modifikovat U2921. To, ze si bunika vyvinula dva
mechanismy na modifikaci nukleotidu U2921, mtze ukazovat na dulezitost této modifikace na

funk¢énost ribosomu.

4.4. Prst A mista

Prst A mista je tvoien Sroubovici 38 (H38) v doméné II velké podjednotky a je soucasti
mezipodjednotkového mostu Bla. Sousednimi strukturami jsou Sroubovice 37 a 39, které se
vyskytuji na bazi Sroubovice 38 a které mohou mit vliv na pohyb H38. Sroubovice 38 svym
vrcholem interaguje s tRNA v A misté a dale také interaguje s 5S rRNA. V Saccharomyces
cerevisiae Sroubovice 38 obsahuje 7 W, Sroubovice 37 obsahuje 2 ¥ a Sroubovice 39 obsahuje 1
Y a 1 2'-O-methylaci. Baudin-Baillieu a kolektiv (Baudin-Baillieu et al. 2009) (Obr. 7) testovali
rizné kombinace chybéjicich modifikaci v H38 na procitani stop kodoénu a na posun ve ¢tecim
ramci o +1 nebo o -1. Vyrazné&jsi zmény v chovani oproti pfirodnimu kmeni nebyly pozorovany.
Pouze u kmene s chyb¢jici modifikaci na pozici Y1042 a u kmene s chyb¢jicimi modifikacemi
na pozici Y960 a Y986 bylo pozorovano nepatrné snizeni chybovosti v posunu ve ¢tecim ramei

o +1. Tyto vysledky ukazuji, Ze modifikace v H38 nemaji velky vliv na pfesnost ribosomu. V
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dalsi praci Piekna-Przybylska a kolektiv (Piekna-Przybylska et al. 2008) sledovali ulohu
modifikaci v této oblasti na u&innost translace, pomoci méfeni mnoZstvi za&lenéného °°S-
methioninu. U kmene s chybéjicimi modifikacemi na pozici Y1004, ¥1042, Y1052 bylo
pozorovano snizeni translacni aktivity piiblizné o 20% pii 30°C a pii 11°C bylo snizeni
translacni aktivity pfiblizné¢ o 25% oproti kontrole. U kmene s chybéjicimi modifikacemi na
pozici Y986, W1004, Y1042, Y1052, Y1056 bylo pozorovano sniZeni translacni aktivity o 7%
pti 30°C a pii 11°C o 13%. Tyto vysledky koreluji se snizenim rychlosti buné¢ného riistu téchto
kmeni, jak bylo jiz diive uvedeno. SniZeni schopnosti translace pii nizsi teploté¢ miize ukazovat

na ulohu modifikovanych nukleotidii v rdmci stability ribosomu.

5. Uloha modifikaci rRNA p¥i piisobeni inhibitort
translace

Pti studiu tlohy modifikaci ribosomalni RNA pfi translaci byl sledovan vliv modifikaci
rRNA na citlivost ribosomu k translacnim inhibitorim. Pro testovani Ulohy modifikaci rRNA
byla pouzita tato antibiotika:

Anisomycin — vaze se do A mista peptidyltransferazové domény

Neomycin — vaze se do dekodujiciho centra malé podjednotky

Paromomycin — vaze se do dekddujiciho centra malé podjednotky

Sparsomycin — plsobi v peptidyltransferazové doméné v P misté

Zvysena citlivost na antibiotikum anisomycin byla pozorovana u kment s chybé&jici modifikaci
na pozici Um1269, Um2347, Am2640 (Esguerra et al. 2008) a u kmene s chyb¢jicimi dvéma
modifikacemi na pozicich Um2921 a Gm2922 (Baxter-Roshek et al. 2007). Citlivost na
antibiotikum neomycin byla pozorovana u kmene s chyb¢jici modifikaci na pozici ¥2923 (King
et al. 2003). Dale citlivost na neomycin byla testovana u kment s chybéjicimi modifikacemi ve
Sroubovici 69. Kmeny s chybéjicimi modifikacemi v oblasti smycky Sroubovice 69 vykazovaly
zvySenou citlivost na antibiotikum neomycin. Oproti tomu kmeny s chybéjicimi modifikacemi v
oblasti stonku Sroubovice 69 zvySenou citlivost na neomycin nevykazovaly (Liang et al. 2007).
Z téchto vysledki mizeme usuzovat, ze modifikace vyskytujici se ve smycce Sroubovice 69 jsou
dalezité¢ pro rezistenci k neomycinu. Modifikace TRNA v oblasti dekodujiciho centra byly
testovany na citlivost na antibiotikum neomycin. Kli¢ovou roli zde hraje hypermodifikovany
m'acp’¥1191, kdy kmeny s chybgjicimi modifikacemi v A nebo P misté dekodujiciho centra v
kombinaci s chybgjici modifikaci m'acp®¥1191 prokazovaly zvysenou citlivost na neomycin
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(Liang et al. 2009). U antibiotika paromomycin byla pozorovana zvysena citlivost u kmene s
chybéjici modifikaci na pozici ¥2923 (Rakauskaite and Dinman 2008). U posledniho
antibiotika, sparsomycinu, byla pozorovéana zvysena citlivost u kmene s chybéjici modifikaci na
pozici ¥2923 (Rakauskaite and Dinman 2008), u kmene s chybéjici modifikaci na pozici ¥2865
a u kmene s chybéjicimi modifikacemi na pozicich ¥2826 a W2880 (Baxter-Roshek et al. 2007).
Zmeny v citlivosti kment s chybéjicimi modifikacemi na nékterd antibiotika oproti kontrolnimu
kmeni mohou byt zpisobeny zménou ve struktuie ribosomu pii chybéni modifikaci ribosomalni

RNA.
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6. Zavér

Studium vyznamu modifikaci ribosoméalni RNA je na pocatku, avSak uZz nyni byla
prokézana vyznamna uloha né€kterych modifikovanych nukleotidl ribosomalni RNA na funkci
ribosomu, napiiklad hypermodifikovany m'acp’¥1191, Um2921, Gm2922 a ¥2923. Velice
zajimavy je fakt, Ze si eukaryotni bunka ponechala u nékterych nukleotidit rRNA modifikacni
mechanismu zaloZeny na specifickych proteinech tak, jak je tomu u vSech modifikaci nukleotida
ribosomalni RNA u bakterii. Pro¢ tomu tak je, kdyz tento zpisob modifikace nukleotidii rRNA je
Bud23p, Dimlp, Neplp a Spblp. U vSech téchto proteint byla zjisténa kromé jejich moditikacni
aktivity 1 jin4 Uloha, ve vét$ing ptipadl velice dillezitd pro vznik funkéniho ribosomu.

Momentalné jsou intenzivné studovany modifikace ribosomalni RNA vyskytujici se ve
funkéné dulezitych oblastech ribosomu a jejich piimy vliv na translaci. AvSak studovany by mély
byt nejen tyto modifikované nukleotidy. Také se u eukaryot zatim nestudoval vztah mezi
modifikacemi nukleotidli ribosoméalni RNA a translacnimi faktory. U E. coli, kde je vliv
modifikaci rRNA na syntézu proteini 1épe prostudovan, bylo zjisténo, e modifikace m*G966 a
konferenci ,,Translation control“ v New Yorku objevily abstrakty zabyvajici studii vlivu
modifikaci nukleotidli ribosomalni RNA na Cepicce nezavislé translaci (Basu ef al. 2010, Bellodi
et al. 2010a, Bellodi et al. 2010b, Thompson et al. 2010). Jednou z dalSich otazek, kterd je v
pocatcich studia, je vztah mezi poruchou Dyskeratosis congenita a modifikacemi nukleotidi
rRNA, tato prace byla také prezentovana na lonské konferenci v New Yorku (Jack et al. 2010).
Do okamziku zkompletovani a odevzdani mé prace, nebyly studie prezentované na loniské
konferenci publikovany. Moznosti, kterymi se studium modifikaci ribosomdlni RNA muze

zabyvat, je stale hodné. Vétim, ze ziskanych informaci v této oblasti bude pfibyvat.
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Obr. 1: Vlevo je zobrazena struktura pseudouridinu s o¢islovanymi atomy pyrimidinového kruhu
(Mengel-Jorgensen and Kirpekar 2002). Vpravo je struktura hypermodifikovaného
pseudouridinu (Liang et al. 2009).
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Obr. 2: Obecna struktura snoRNA z rodiny H/ACA (vlevo) a z rodiny C/D (vpravo). Déle je zde
znazornéno parovani s molekulou pre-rRNA a misto, kde dochazi k modifikaci nukleotidu
(Filipowicz et al 1999).

_25.-



Obr. 3: Schéma zobrazujici pozici modifikovanych nukleotidi ribosomalni RNA u E. coli.
Cerveny trojuhelnik zobrazuje pozice pseudouridinll, zeleny kruh 2’-O-methylaci a oranzovy
¢tverec zobrazuje pozice riznych typti modifikaci bazi (Decatur and Fournier, 2002).
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(b)

(d)

sekundarni (a) a
terciarni struktufe (b-e) kvasinkového ribosomu. Pseudouridiny jsou vyznaceny cCervenymi
trojuhelniky, 2°-O-methylace jsou zobrazeny zelenymi kruhy a ostatni typy modifikaci jsou
oznaceny oranzovymi ¢tverci. Dva pohledy na malou ribozomalni podjednotku. RNA kostra je
vybarvena $edé a ribozomalni proteiny jsou modré (b, c). Dva pohledy na velkou podjednotku
ribozomu. RNA kostra je Sed4 a ribosomalni proteiny hnédé (d, e) (Decatur and Fournier, 2002).
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Obr. 5: Schéma ukazujici pozice modifikovanych nukleotidii vyskytujicich se v oblasti
Sroubovice 69 v kvasinkové ribozomalni RNA. Pseudouridiny jsou oznaceny trojuhelniky a 2'-
O-methylace je vyznacena kruhem (Baudin-Baillieu et al. 2009).
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Obr. 6: Schéma ukazujici pozice modifikovanych nukleotidd vyskytujici se v
peptidyltransferdzové doméné velké podjednotky v Saccharomyces cerevisiae (King et al. 2003).
Cislovani je zde o 2 pozice posunuto nazpét oproti této praci.

A ql
! 5
H39 | Lcisd |
A l.ull aeEe
U oy L N A
U6 D“
Y1124 1100 ‘ She e H37
I LUNE. “‘Ic
(snR5) wen, &4 .; o
G GG = & N
A~ € Al
u Ve i
'} G
‘c4.._ :
SSEF L 960
G~ C u,
"c_ o ::u‘ (SHRS)
U
SIS M woge
6 A
v (snR8)
‘au" l“‘uc
v~ A
Y1052 s
G
(snR81) Ao e1000
Cow Uph

¥1042 A x

(snR33) <3¢ (snR5)

Obr. 7: Schéma zobrazujici pozice modifikaci v oblasti prstu A mista u Saccharomyces
cerevisiae. Trojuhelniky zobrazuji pseudouridiny, kruh oznacuje 2’-O-methylaci (Baudin-
Baillieu et al. 2009).
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