RNA interference je jednim z mechanism0, ktery umoZiiuje buiikam regulovat aktivitu gend, ovliviiovat
tvorbu a udrzovani heterochromatinu a chranit je pred invazivnimi nukleovymi kyselinami. U rostlin je
RNA interference spousténa pfitomnosti dvouSroubovicové RNA, kterd je Stépena proteinem Dicer
namalé RNA o délce prevazné 20-24nt. Tyto malé RNA mohou v komplexu s proteinem Argonaut
na zakladé sekvencni komplementarity fidit Stépeni mRNA, blokovani translace, ¢i modifikace
chromatinu. V dlsledku tak mlZe byt genova exprese umléovana bud posttranskripéné (tim Ze je
branéno vzniku proteinu z jiz vytvofené mRNA, PTGS) a nebo transkriptné (tim Ze je branéno vzniku
transkriptu, TGS).

Zamérem této prace bylo pfipraveni rlznych zplsobd spousténi posttranskripéniho umicovani
a porovnani jejich funk¢nosti a G€innosti. DalSim krokem pak byla pfiprava systému, ktery by mél
umoznit sledovani jednotlivych krok( prechodu posttranskripéniho uml¢ovani na uml¢ovani
transkripCni. Tyto tzv. indikatorové linie by mély dovolit sledovat ¢asovani a dynamiku tohoto procesu
s vyuzitim fluorescencnich proteind. Pfipravovany systém umozni také vyhodnoceni riiznych faktord
na pribéh tohoto procesu — jednim z nich je RNA-dependentni RNA polymeraza 6, ktera hraje hlavni
roli v samovolném spousténi PTGS.

V préci je pouZita jako modelovy organismus tabakova bunécna linie BY-2, ktera dovoluje snadnou
pripravu a analyzu velkého mnoZstvi nezavislych klond. UmoZriuje proces studovat jak na populacich
bunék, tak na jednotlivych burikdch za dobfe kontrolovatelnych podminek.

Byly pfipraveny a analyzovany tfi konstrukty pro indukci umlovani. VVSechny tfi byly schopné spoustét
umléovani. Jako nejucinngjsi zptsob se ukazal ten, ktery k tomu vyuZival vilasenku z RNA. Daéle byly
pfipraveny dva konstrukty pro tvorbu indikatorovych linii a byly otestovany a vyhodnoceny moznosti
pFipravy téchto linii. Také byl Uspésné izolovan gen pro RNA-dependentni RNA polymerazu 6.



