Analyza kratkych isoforem proteini Argonaut z mySich oocyti

Abstrakt:

Proteiny z rodiny Argonautd, fizené malymi molekulami RNA, ptredstavuji konzervované jadro
mechanismil uml¢ovani RNA (RNA silencing). Tyto mechanismy potlacuji produkci vird, Sifeni
mobilni DNA, a reguluji genovou expresi na zakladé sekvencni informace nesené asociovanou
RNA. Vsomatickych buiikach savci je dominantnim mechanismem regula¢ni microRNA
(miRNA) draha. Malé miRNA ovliviiuji expresi vétSiny savcich gend. Argonaute proteiny inhibuji
translaci a indukuji deadenylaci mRNA s ¢aste¢nou homologii k navdzané miRNA. Deadenylace
obvykle vyusti degradaci mRNA. Témito mechanismy miRNA draha citlivé kontroluje hladiny
produkovanych proteinti. Na rozdil od piibuzného mechanismu RNA interference (RNAi)
vyuzivajictho Kkatalyticky aktivni proteiny Argonaute schopné rozstépit komplementarnich
molekuly RNA, miRNA umlcovani je zavislé na celé radé dalSich faktori. Role miRNA regulace
v komplexnich biologickych procesech od organogeneze, pres krvetvorbu aZz po rakovinu je
dobre doloZena. Mysi oocyty postradajici kanonické miRNA jsou piekvapivé schopné oplozeni a
uspésné projdou preimplantacnim vyvojem. Ani nejcetnéjsi oocytarni miRNA vSak nejsou sto
efektivné umlcet cilové geny, prestoZe pribuzny mechanismus RNAi, sdilejici s miRNA
mechanismem kli¢ové enzymy, je v oocytech a ¢asnych embryich vysoce aktivni. Pri¢ina sniZené
aktivity miRNA v mysSich vajickach je doposud neobjasnéna. Tato diplomova prace pojednava o
kratkych isoformach Argonautu, které byly objeveny v transkriptomu mysich vajicek. Tyto jsou
oproti Béhem mého vyzkumu jsem vyizoloval mRNA koédujici tyto kratké isoformy z mysich
oocytli a analyzoval jejich vliv na funkci miRNA a RNAi mechanismi v buné¢nych kulturach.
S vyuZitim luciferdzového reporterového systému jsem zjistil, Ze ektopicky exprimované
isoformy Argonautu neovliviiuji aktivitu miRNA, ani RNAi v mysich a lidskych burikach, a tedy

pravdépodobné nefunguji jako dominantné negativni inhibitor RNA uml¢ovani.
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