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STRESZCZENIE

Jedna z konsekwencji, obserwowanego w ostatnich latach, niezwykle szybkiego rozwoju
wysokoprzepustowych metod sekwencjonowania bylo istotne poszerzenie naszej wiedzy na temat
matych regulatorowych RNA. Stwierdzono migdzy innymi, iz w wyniku niepetnej degradacji dojrzatych
RNA powstawa¢ mogg nowe funkcjonalne czgsteczki zwane generalnie fragmentami RNA. Wykazano,
ze fragmenty RNA powstaja u wszystkich rodzajow organizméw, ich akumulacja jest zwykle
komorkowo-, tkankowo- lub organospecyficzna i zalezy od toczgcych sie proceséw fizjologicznych lub
patologicznych. Niestety zarowno proces biogenezy jak i funkcje fragmentow RNA pozostaja w
wiekszo$ci przypadkoéw nieznane. Wykazano, ze niektore z nich moga bra¢ udziat w interferencji RNA,
badz wptywac na przebieg translacji poprzez oddzialywanie z rybosomami lub czynnikami inicjujacymi
translacje. Obecnie badania fragmentow RNA prowadzone sa gltownie na ludzkich liniach
komoérkowych, w tym szczegdlnie czesto na linach nowotworowych. Nadal niewiele jest wiadomo na
temat biogenezy, akumulacji oraz funkcji fragmentéw RNA powstajacych w komoérkach zakazonych
wirusami. Stad podstawowym celem badan prezentowanych w niniejszej rozprawie byla identyfikacja
1 wstepna charakterystyka potencjatu funkcjonalnego fragmentow RNA wystepujacych w systemie
hodowli komoérkowej wirusa zapalenia watroby typu C.

W pierwszym etapie badan do scharakteryzowania puli fragmentow RNA wykorzystano
dwukierunkowg elektroforeze w zelach poliakrylamidowych. Uzyskiwane przy jej zastosowaniu wyniki
byly bardzo powtarzalne i pozwalaty szybko oceni¢ profil akumulacji wysokokopijnych fragmentow
RNA. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze zakazenie komorek Huh-7.5 HCV nie wptywa znaczaco
na akumulacje wysokokopijnych fragmentéw RNA.W kolejnym etapie badan w celu zidentyfikowania
mozliwie szerokiej grupy fragmentow RNA postuzono si¢ metoda masowego wysokoprzepustowego
sekwencjonowania. Stwierdzono, ze w poddanej sekwencjonowaniu frakcji RNA (od 15 do 80 nt),
oprocz dobrze znanych regulatorowych RNA takich jak miRNA, wystepujg rownie liczne fragmenty
RNA, ktore w specyficzny i powtarzalny sposob powstajg z praktycznie wszystkich klas komérkowych
RNA. Szczegélowe analizy wykazaty, ze zidentyfikowane fragmenty nie sg produktami przypadkowe;j
degradacji, lecz powstajg ze $cisle zdefiniowanych regionow czasteczek macierzystych. Najczesciej sa
to regiony zawierajagce konserwatywne motywy odpowiedzialne za oddziatywania z bialkami lub
innymi czasteczkami DNA czy RNA. Przeprowadzone w ostatnim etapie badan analizy in silico
pozwolity wyloni¢ fragmenty wykazujgce najwyzszy potencjat funkcjonalny w procesach wyciszania
RNA oraz sktadania pre-mRNA. Dodatkowo w przypadku jednego fragmentu (RNA HCVII-
pochodzacego z nici minus genomowej czasteczki HCV), wykazano, iz in vitro zaburza on inicjacj¢

translacji zaleznej od HCV IRES, nie wplywajac na proces translacji niezaleznej od IRES.



