
ABSTRAKT 

 

Dvojvláknová RNA, je unikátna štruktúra s mnohými biologickými účinkami. Je tvorená z 

dvoch protichodných komplementárnych RNA vlákien, ktoré môžu byť produkované 

samotnými bunkami alebo sa do nich môžu dostať z vonkajších zdrojov. Existujú štyri hlavné 

mechanizmy jej vzniku: transkripcia z obrátených repetícií, konvergentná transkripcia, 

komplementárne párovanie (in trans) a syntéza sprostredkovaná RNA dependetnou RNA 

polymerázou. Rôzne mechanizmy produkcie určujú ďalšie štruktúrne vlastnosti 

dvojvláknových RNA, napríklad ich konce, chybne zaradenie nukleotidových báz a iné. 

Štruktúrne vlastnosti môžu ovplyvňovať to, akým spôsobom bunka odpovedá na prítomnosť 

dvojvláknových RNA. Táto odpoveď môže byť sekvenčne-špecifická alebo sekvenčne-

nešpecifická. Hlavnou sekvenčne-špecifickou odpoveďou na prítomnosť dvojvláknovej RNA 

v bunke je RNA interferencia. Naša skupina študovala mechanizmus indukcie RNA 

interferencie v cicavčích bunkách pomocou špecifického typu dvojvláknovej RNA. Táto 

dvojvláknová RNA vytvára vlásenku s dlhými jednovláknovými presahmi na oboch koncoch. 

Predpokladali sme, že dvojvláknové RNA substráty s inými štruktúrami môžu byť 

efektívnejšie ako ten, ktorý sme požívali v našich experimentoch od roku 2002.  

Hlavným cieľom mojej diplomovej práce bolo porovnať účinnosť rôznych dvojvláknových 

RNA substrátov na indukciu RNA interferencie v cicavčích bunkách. Preto som skonštruoval 

niekoľko plazmidov produkujúcich dvojvláknové RNA substráty, ktoré reprezentovali rôzne 

mechanizmy produkcie dvojvláknovej RNA. Naše experimenty obsahovali dve typy vláseniek: 

jedna bola ukončená tupými koncami a druhá dlhým presahom na 3 – konci. Okrem nich som 

vytvoril plazmidy produkujúce dvojvláknové RNA pomocou párovania dvoch protichodných 

vlákien . A to buď pomocou konvergentnej transkripcie alebo transkripcie jednotlivých vlákien 

z rôznych plazmidov. Tieto stratégie produkcie dvojvláknovej RNA kopírujú jej vznik 

pomocou komplementárnych transkriptov v jadre. Na monitorovanie RNA interferencie som 

využil duálny luciferázovy reportérovi systém a kvantitatívnu PCR. Naše výsledky naznačujú, 

že vlásenkový substrát s tupými koncami dokáže indukovať silnú RNA interferenciu. Navyše 

sme zistili že tieto substráty neaktivujú sekvenčne-nezávislú odpoveď sprostredkovanú proteín 

kinázou R a dokážu indukovať RNA interferenciu aj v neprítomnosti TARBP2.  
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