ABSTRAKT

Dvojvlaknova RNA, je unikatna Struktura s mnohymi biologickymi uéinkami. Je tvorena z
dvoch protichodnych komplementarnych RNA vlékien, ktoré moézu byt produkované
samotnymi bunkami alebo sa do nich mézu dostat’ z vonkajsich zdrojov. Existuju Styri hlavné
mechanizmy jej vzniku: transkripcia z obratenych repeticii, konvergentnd transkripcia,
komplementarne parovanie (in trans) asyntéza sprostredkovana RNA dependetnou RNA
polymerdzou. RoOzne mechanizmy produkcie uréuju dalSie Struktrne vlastnosti
dvojvlaknovych RNA, napriklad ich konce, chybne zaradenie nukleotidovych baz ainé.
Struktirne vlastnosti moézu ovplyviiovat’ to, akym spdsobom bunka odpoveda na pritomnost’
dvojvldknovych RNA. Tato odpoved moéze byt sekvencne-Specifickd alebo sekvencne-
nespecificka. Hlavnou sekvencne-$pecifickou odpoved’ou na pritomnost” dvojvlaknovej RNA
v bunke je RNA interferencia. Nasa skupina Studovala mechanizmus indukcie RNA
interferencie v cicav¢ich bunkach pomocou Specifického typu dvojvlaknovej RNA. Tato
dvojvlaknova RNA vytvara vlasenku s dlhymi jednovlaknovymi presahmi na oboch koncoch.
Predpokladali sme, ze dvojvlaknové RNA substraty sinymi Struktirami moézu byt

efektivnejsie ako ten, ktory sme pozivali v naSich experimentoch od roku 2002.

Hlavnym cielom mojej diplomovej prace bolo porovnat’ G¢innost’ réznych dvojvlaknovych
RNA substratov na indukciu RNA interferencie v cicavéich bunkach. Preto som skonstruoval
niekol’ko plazmidov produkujicich dvojvlaknové RNA substraty, ktoré reprezentovali rozne
mechanizmy produkcie dvojvlaknovej RNA. Nase experimenty obsahovali dve typy vlaseniek:
jedna bola ukoncena tupymi koncami a druhé dlhym presahom na 3 — konci. Okrem nich som
vytvoril plazmidy produkujdce dvojvlidknové RNA pomocou parovania dvoch protichodnych
vlakien . A to bud’ pomocou konvergentnej transkripcie alebo transkripcie jednotlivych vlakien
z rbznych plazmidov. Tieto stratégie produkcie dvojvldknovej RNA kopiruju jej vznik
pomocou komplementarnych transkriptov v jadre. Na monitorovanie RNA interferencie som
vyuzil dudlny luciferdzovy reportérovi systém a kvantitativnu PCR. Nase vysledky naznacuju,
7e vlasenkovy substrat s tupymi koncami dokaZe indukovat’ silntt RNA interferenciu. Navyse
sme zistili Ze tieto substraty neaktivuju sekvencne-nezavislu odpoved’ sprostredkovant protein

kindzou R a dokazu indukovat’ RNA interferenciu aj v nepritomnosti TARBP2.
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