Abstrakt

Iniciace translace predstavuje mnohastupiiovy proces, ktery zajistuje sestaveni 80S ribosomu na AUG

start kodonu molekuly mRNA, jez ma byt pfeloZzena do polypeptidového fetézce. Spravny prubeh tohoto
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proteinovy komplex elF3 a také zptsoby, jakymi tento faktor ptfispiva k jednotlivym krokiim procesu
iniciace translace. Krom¢ toho téz zkoumame jeden z genové specifickych kontrolnich mechanisma
translace zvany reiniciace, ktery je, alesponl u kvasinek, umoziovan prave faktorem elF3.

V této praci popisuji, ze N-termindlni doména (NTD) jedné z nejvétSich podjednotek
kvasinkového eIF3, oznaCované jako a/Tif32, hraje dilezitou wlohu nejen ve vazbé elF3 k 40S
in vivo. Stabilizaéni role N-terminalni domény podjednotky a/Tif32 byla ovéfena téZz v nasi nasledujici
studii, a to biofyzikalnimi experimenty. Pomoci dal$ich in vivo pfistupti jsme v této praci téz dokazali, ze
MRNA s kratkymi 5 neptekladanymi oblastmi.

V nasledujicich studiich, kde se zamétuji na popis mechanismu reiniciace, jsme odhalili dosud
neznamé cis-elementy dilezité pro spravné fungovani reiniciace na kvasinkové modelové mRNA GCN4.
Nas vyzkum téz ptinesl prvni dilezité detaily o tomto kontrolnim mechanismu v lidskych bunkach, a to
za pouziti lidské modelové mRNA ATF4. Zjistili jsme naptiklad, ze uORF1 z ATF4, jenz je elementem
umoziujicim reiniciaci, je obklopen sekvencemi, které jsou dulezité pro vysokou efektivitu reiniciace na
tomto uORF. Podobné je tomu i v pfipadé uORF1 z GCN4, ktery téZ umoznuje reiniciaci na této mRNA.
Z naSich in silico analyz vyplynulo, Ze nukleotidova sekvence pfedchazejici uORF1 z ATF4
pravdépodobné tvoii konkrétni sekundarni strukturu, jez se zda byt konzervovana mezi savci. Na zakladé
pocitacovych analyz jsme vytvofili mutace, které naruSily tuto strukturu, a po jejich testovani jsme
zjistili, ze skutecné snizuji schopnost uORF1 z ATF4 podporovat reiniciaci. To nasvédCuje tomu, Ze
pritomnost této struktury je pro efektivitu reiniciace v sav¢ich buiikdch dilezitd. Na zavér jsme prokazali,
ze stejn€ jako je tomu v piipad€ kvasinek, i reiniciace v savcich je umoziovana faktorem elF3, avSak
konkrétni ziiCastnénou podjednotkou neni v tomto ptipadé elF3a/Tif32, ale elF3h.

Tato Ph.D. prace tedy pfispiva nejen k obecnému porozuméni zakladnim procestim iniciace
translace, ale osvétluje tézZ molekularni mechanismus reiniciace v lidskych buiikdch a odhaluje tak, ze

mnoho aspektd tohoto procesu zistalo konzervovano mezi niz§imi a vysSimi eukaryoty.



