Charakterizace RPG1, velké podjednotky kvasinek
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ABSTRAKT

Eukaryoticky iniciacni faktor 3 (elF3) se sklada z nejméné osmi podjednotek a hraje
kliCovou roli pfi tvorbé preiniciaCniho komplexu 43S tim, Ze disociuje ribozomalni
podjednotky 40S a 60S, stabilizuje ternarni komplex a podporuje vazbu mRNA na
ribozomalni podjednotky 40S. Bylo popsano, Ze produkt genu RPG1 S. cerevisiae
koduje protein potfebny pro prichod fazi G1 bunééného cyklu a vykazuje vyznamnou
sekvenéni podobnost s nejvétsi podjednotkou lidského elF3. Zde ukazuji, Ze za
nedenaturacnich podminek Rpg1p ko-purifikuje se znamou kvasinkovou podjednotkou
elF3, Prt1p. Protilatka proti Rpg1p ko-imunoprecipituje Prt1p a protilatka namifena
proti Myc-znacce oznacCené verze Prt1p ko-imunoprecipituje Rpg1p, coz dokazuje, ze
oba proteiny jsou pfitomny ve stejném komplexu. Integrita tohoto komplexu neni
ovlivnéna zvySenou teplotou na pozadi teplotné citlivého mutantniho kmene rpg7-1.
Bezbunécny translacni systém odvozeny z tohoto teplotné citliveho mutantniho kmene
rpg1-1 se inkubaci pfi 37 °C inaktivuje a jeho aktivitu Ize obnovit pfidanim proteinového
komplexu obsahujiciho Rpg1. Mutantni kmen rpg7-1 vykazuje dramatické snizeni
poméru polysoml k monosomum pfi posunu na restriktivni teplotu. Tato data ukazuiji,
Zze Rpg1p je autentickou podjednotkou elF3 a hraje dulezitou roli v iniciaCnim kroku
translace. Je zajimavé, Ze ani lidsky p180, ani kukuficny ZmelF3A homolog nejsou
schopny nahradit Rpg1p v kvasinkach, coz naznacuje, ze navzdory zna¢né evolucni
konzervaci jsou vSechny tfi homology funkéné odlisné.

Pfi screeningu na multikopiové supresory teplotné citliveho mutanta rpg7-1 v S.
cerevisiae byl identifikovan neznamy neesencialni gen odpovidajici otevienému
Ctecimu ramci YLR192C. Pfi nadmérné expresi je produkt genu o velikosti 30 kDa,
pojmenovany Msri1p (pro multikopiovy supresor rpg7-1), schopen za restriktivnich
podminek podporovat rist rpg7-1 ts mutanta, ale ne mutanta s depleci Rpg1p. Nebyl
pozorovan zadny fenotyp msr1 null mutanta, kromé& mirného prodlouzeni doby
zdvojeni. Existenci interakce mezi proteiny Msr1 a Rpg1 naznacdila ko-
imunoprecipitacni analyza. Tetradova analyza dvojitétho mutanta msr1 rpg71-1
neodhalila zadnou syntetickou interakci mezi témito dvéma proteiny. Bylo prokazano,
Ze Msr1p se nachazi rovnomérné v celé burice. PFi pocitacovém vyhledavani v riznych
databazich genomU byla nalezena pouze slaba homologie s genem DRST pro S.
cerevisiae kédujicim RNA helikazu.



