Abstrakt (CZ)

V nasi laboratofi byl nedavno objeven novy typ nekanonickych RNA CepicCek,
obsahujicich dinukleosid polyfosfaty. Abychom mohli objasnit jejich fyziologickou roli,
je potfeba ziskat vice informaci o jejich syntéze v burikach. Na zakladé nedavno
publikovanych vysledku, dinukleosid polyfosfatové RNA (NpnN-RNA) mohou vznikat
pfi transkripci pfimou inkorporaci dinukleosid polyfosfati pomoci RNA polymerazy na
pocCatek nové vznikajiciho transkriptu (takzvany nekanonicky iniciaéni nukleotid).
Nelze vyloucit i jiné moznosti syntézy NpnN CepiCkované RNA, pfedevSim jejich
enzymatickou post-transkripni syntézu. Jedny z nejpravdépodobnéjsich kandidata
pro enzym vytvarejici NpnN-RNA jsou aminoacyl-tRNA syntetazy. Tyto enzymy jsou,
kromé své esencialni role v translaci, odpovédny za syntézu volnych dinukleosid
polyfosfatd v burice. V této praci jsme vybrali &tyfi tRNA syntetazy, klonovali je do
plazmidd a purifikovali pomoci proteinové kapalinové chromatografie (fast protein
liquid chromatography — FPLC). Nasledné byly tRNA syntetazy testovany pro syntézu
volnych dinukleosid polyfosfatl, diky ¢emuz jsme zjistili optimalni reakéni podminky.
Za danych reakcnich podminek jsme nasledné testovali, zda jsou tRNA syntetazy
schopny vytvofit NpnN-RNA, a to pomoci reakce tRNA syntetaz s radioaktivné
znaCenou RNA. Ziskané vysledky naznacuji, ze tRNA syntetazy nemohou vytvaret
RNA cepickovanou s dinukleosid polyfosfaty. Tyto vysledky byly nasledné potvrzeny
pomoci analyzy zaloZzené na kapalinové chromatografii spojené s hmotnostni

spektrometrii.
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