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Regulace sestiihu pre-mRNA v S. cerevisiae: kooperace RNA a proteini

Abstrakt

Odstranovani intronti z transkriptli probiha prostfednictvim sestfihu v reakci katalyzované
velkym jadernym komplexem - spliceosomem. Sestiih je nesmirné komplikovany a
dynamicky proces, v némz koordinované fungovani péti malych molekul RNA a fady
proteinil zajistuje splnéni pozadavki na extrémni piesnost a flexibilitu. Pro dikladné
pochopeni sestfihu pre-mRNA je nezbytné rozklicovat role jednotlivych komponent
spliceosomu a porozumét vSem dil¢im mechanismtm.

Prvni ¢ast prace se zabyva roli sestiihového faktoru Prp45 v kvasince Saccharomyces
cerevisiae. Mapovani genetickych interakci alely prp45(1-169) ukazuje na vztah mezi Prp45,
NTC komplexem a druhym sestfihovym krokem. Analyza interakci pomoci dvouhybridniho
systému a purifikace sestfihovych komplext dokladuje roli C-koncové ¢asti Prp45 v regulaci
a/nebo vyvazovani helikdzy Prp22 do spliceosomu. Experimenty s reportérovymi substraty
prokazuji, ze Prp45 je vyzadovan pro efektivni sestfih urCité skupiny intronti. NaSe
pozorovani podporuji hypotézu, ze role Prp45 v sestiihu je konzervovana v evoluci.

Druha ¢ast prace je vénovana studiu vlivusekundarnich struktur intronti na identifikaci
3’ sesttithovych mist (3" splice site; 3’ss). Ukazali jsme, Ze ,,stem-loop* struktura tvotfena
sekvenci nasledujici za mistem vétveni (branch point; BP) je nebytnd pro sestiih intront
COF1 a UBC13, které¢ maji extrémné dlouhou vzdalenost mezi BP a 3’ss. Identifikované
struktury pfispivaji k efektivnimu nalezeni 3’ss jednak ptiblizenim vzdalenych akceptorovych
sekvenci do blizkosti BP a jednak maskovanim dinukleotidd AG, chovajicich se jako
krypticka sestfihovd mista. NaSe analyzy jednoznacné€ podporuji hypotézu, Ze sekundarni
struktury jsou vyuzivany pfi nachazeni 3’ss ve vétSin€ intronil se vzdalenymi 3’ss u kvasinky
S. cerevisiae, a pravdépodobné také v jinych kvasinkovych organismech ze skupiny

Saccharomycotina.



