Abstrakt

Syntéza bilkovin, neboli translace MRNA, je komplexni a velmi konzervovany proces.
Translace probihda v nékolika na sebe navazujicich fazich: iniciaci, elongaci, terminaci a
fazi, jiz po nekolik desetileti je praveé k ni upiran védecky zrak se snahou objasnit molekularni
mechanismus vSech jejich kontrolnich bodt. Inicia¢ni faktor elF3, ktery se v kvasinkach
sklada z péti esencidlnich podjednotek tvoticich jeho jadro (elF3a/TIF32, b/PRTI1, ¢/NIP1,
g/TIF35, a 1/TIF34) a jedné piidruzené neesencialni podjednotky (jJHCRI), patii
neoddiskutovatelné ke klicovym hra¢lim iniciace. Kromé této tlohy hraje rovnéz dileZzitou
roli v recyklaci ribozomu, reiniciaci, signalnich drahach bunécné signalizace, kontrolnich a
regulacnich mechanismech, jakym je kupfikladu degradace mRNA s ptredcasnym stop
kodonem (nonsense-mediated MRNA decay - NMD) atp.

Zaméfili jsme se na objasnéni molekularniho mechanismu, kterym elF3 spolu s
terminaci a reiniciaci. To zahrnovalo mimo jiné i genetické mapovani vazebnych mist elF3 na
malou ribozomalni podjednotku.

Ukazali jsme, ze vazba mezi 200-400-tym aminokyselinovym zbytkem N-konce
a/elF3 a flexibilnim chvostem C-konce RPSOA vyznamné stimuluje navazani elF3 a s ni
asociovanych faktorti na malou ribozomalni podjednotku in vivo, a tak a/TIF32-NTD, spolu s
nedavno publikovanou PCI (proteasome component) doménou C-konce ¢/NIP1, tvoii dulezity
mezimolekuldrni most mezi elF3 a 40S. Dale jsme predvedli, Ze Castecna delece domény
vazajici RPSOA v a/TIF32 blokuje znovu zahajeni translace genu GCN4, ktery probiha
prostiednictvim reiniciaci. Geneticka analyza odhalila funk¢éni vazbu mezi 5°cis-ptisobicich
sekvenci mRNA genu GCN4 a N-koncem a/TIF32. Tato interakce se podili na stabilizovani
post-terminacnich 40S ribozomalnich podjednotek na uORF1 (¢tecim ramci v protismeéru)
MRNA genu GCN4 a obnoveni skenovani.

Dalsi ¢ast mé dizertani prace odhaluje funkéni charakteristiku dvou esencidlnich
podjednotek elF3: g/TIF5 and i/TIF34, u kterych bylo diive in vitro prokazano, Ze jsou
Ukazali jsme, Ze oba proteiny ovliviiuji rychlost a procesivitu skeninku v Zivych bunkéch.
Déle jsme ukazali, ze g/TIF35 se specificky vaze na ribozomalni proteiny RPS3 a RPS20,
které se nalézaji v blizkosti vstupniho kandlu mRNA do ribozomu a jeji RRM (RNA



recognition motif) doména hraje roli v reiniciaci jiz zmiovanym stabilizovani uORF1 post-
terminanich 40S ribozomli na mRNA genu GCN4, ackoliv jinym molekularnim
mechanismem nez a/TIF32-NTD. Mimo to jsme uvetejnili krystalovou strukturu, v rozliseni
2.2A°, iI/TIF34 podjednotky v komplexu s malou casti C-konce b/PRT1 (654-700-tym
zbytkem).

V posledni ¢asti mé dizertatni prace jsme identifikovali a definovali roli elF3

V procesu rozpoznani stop kodonu a odhalili jeji aktivni roli v terminaci translace.



