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1.   Abstrakt 
RNA interference (RNAi) indukuje sekvenčně specifickou degradaci messenger RNA 

(mRNA). Narozdíl od časově náročné homologní rekombinace představuje rychlý způsob, jak 

genovou expresi redukovat. RNAi byla pozorována u mnoha rostlinných i živočišných druhů 

a se stala rozšířenou experimentální metodu využívanou ke studiu genové funkce u 

Drosophila melnogaster, Caenorhabditis elegans a také u savců. Byla vyvinuta řada systému 

indukujících RNAi v savčích buňkách, ale jen některé z nich byly otestovány i na oocytech. 

Cílem této práce je shrnout, jaké systémy se k navození RNAi používají, a zhodnotit jejich 

výhody a nevýhody s ohledem na využití v myších oocytech. 

 

Abstract 

RNAi interference (RNAi) induces sequence-specific degradation of mRNA. In 

contrast to homologous recombination, using RNAi to reduce gene expression is easy and fast 

solution. RNAi was observed in many species and became widespread experimental tool to 

study gene function in Drosophila melnogaster, Caenorhabditis elegans and mammals too. A 

number of systems inducing RNAi in mammalian cells has been developed but only few of 

them were tested in mouse oocytes. The purpose of this essay is to summarize systems 

potentially useful for transgenic RNAi and to evaluate their advantages and disadvantages 

with regard to mouse oocytes. 
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2.   RNAi 
RNAi, poprvé popsaná v roce 1998 (Fire et al., 1998), je evolučně konzervovaný 

mechanismus, ve kterém dvouvláknová RNA (dsRNA) indukuje degradaci komplementárních 

mRNA (shrnuto v Mello a Conte, 2004). RNAi se dnes běžně využívá k inhibici exprese genů 

při studiu jejich funkce. RNAi je často možné použít místo klasické, nejen časově, ale i 

finančně náročné, homologní rekombinace. 

V prvním kroku RNAi je dsRNA naštěpena RNázou III Dicer na 21-23 nukleotidů 

dlouhé dvouvláknové fragmenty s krátkými 3´ přesahy nazývané small interfering RNA 

(siRNA) (Obr.1 a 2). SiRNA se integruje do ribonukleoproteinového komplexu RNA-induced 

silencing complex (RISC). RISC rozpozná mRNA se sekvencí homologní k jednomu 

z řetězců siRNA a zabrání její expresi. RNAi tedy reguluje expresi příslušného proteinu na 

posttranskripční úrovni (Obr. 1) (shrnuto v Wang a Carmichael 2004). Jaký je další osud 

cílové mRNA závisí na tom, jak jsou mRNA a siRNA komplementární. Pokud jsou sekvence 

těchto dvou RNA dokonale komplementární, dojde ke štěpení mRNA uprostřed homologní 

sekvence. Pokud ale komplementarita těchto sekvencí není dokonalá, k rozštěpení nedojde. V 

tomto případě RISC zablokuje translaci a celý mRNA-RISC komplex se přesune do 

cytoplazmatických struktur zvaných P-bodies (Liu et al., 2005).  

Stejně jako siRNA mohou RNAi efekt způsobit i mikroRNA (miRNA). MiRNA jsou 

definovány jako jednořetězcové, přibližně 22 nt dlouhé RNA, které vznikají z transkriptů 

tvořících lokální vlásenkovou strukturu (Ambros et al., 2003). MiRNA se od siRNA liší 

především původem, nikoliv v konečném mechanismu mRNA represe.  

MiRNA jsou transkribovány polymerázou II (pol II) jako dlouhý prekurzor (pri-

miRNA). V jádře RNáza III Drosha odstřihne z primárního transkriptu asi 70-80 nt dlouhý 

vlásenkový meziprodukt (pre-miRNA). Při štěpení vznikne na 3´ konci vlásenky 

dvounukleotidový přesah. Pre-miRNA je následně exportinem 5 (Lund et al., 2004) 

transportována do cytoplazmy (podrobně shrnuto v Kim, 2005). Úspěšně může být 

transportována pouze vlásenka s dvouvláknovou oblastí delší než 16 párů bází a krátkým 3´ 

přesahem (Zeng a Cullen, 2004). V cytoplazmě Dicer odštípne terminální smyčku, čímž 

vznikne krátká dsRNA. Řetězec představující miRNA se zakomponuje do RISC komplexu 

(Obr.1), zbývající řetězec, tzv. passenger strand, je degradován. U savců existuje pouze jediný 

Dicer protein. Ten produkuje jak miRNA tak i siRNA. Ale například u Drosophily se 

vyskytují dva Dicer proteiny. Dicer-1 štěpí pre-miRNA, zatímco Dicer-2 vytváří siRNA (Lee 

et al. 2004). 
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Obr.1 Mechanismus vzniku a funkce siRNA a miRNA. 

 

Který řetězec z siRNA duplexu se zakomponuje do RISC komplexu, závisí na stabilitě 

konců siRNA. RISC přednostně váže řetězec s méně stabilním 5´ koncem (Khvorova et al., 

2003). Stabilitu konců ovlivňuje počet vodíkových můstků mezi párujícími bázemi, záleží 

tedy na poměru A-U a G-C párů. Protože A-U páry jsou vázány pouze dvěma vodíkovými 

můstky, je oblast se zvýšeným výskytem těchto párů méně stabilní. Tuto skutečnost je nutné 

zohlednit při výběru sekvence pro přípravu syntetických siRNA.  

Dvounukleotidový přesah na 3´ konci siRNA/miRNA duplexu rozpozná PAZ doména 

Argonaut proteinu, který je základní komponentou RISC komplexu (Lingel et al., 2004). U 

savců existuje celkem osm Argonaut proteinů, ale jen čtyři vážou siRNA/miRNA, Ago 1-4. 

Všechny čtyři Ago proteiny mohou zprostředkovat represi translace, ale štěpení mRNA může 

zprostředkovat jen Ago2 (Obr.1) (Meister et al., 2004). U Drosophila melanogaster existují 

specifické Ago proteiny, Ago1 pro miRNA a Ago2 pro siRNA (Okamura et al.,2004).  

Zda dojde k degradaci mRNA nebo k zablokování transkripce, závisí v savčích 

buňkách na míře komplementarity mezi miRNA/siRNA a mRNA (Hutvagner a Zamore, 

2002). Úplná nebo téměř úplná komplementarita vede k rozštěpení mRNA. Endogenní 
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miRNA nejsou typicky dokonale komplementární a tak většinou po navázání na 3´UTR 

zablokují translaci (Olsen a Ambros, 1999). Savčí miRNA se velmi pravděpodobně 

nevyvinuly ze sekvencí regulovaných genů (Svoboda a Di Cara 2006) a proto nepárují 

s mRNA dokonale. Zajistíme-li ovšem, aby miRNA byla plně komplementární k cílové 

mRNA, ke specifickému štěpení mRNA prostřednictvím Ago2 dojde (Zeng et al., 2002). 

Naopak pokud porušíme perfektní komplementaritu mezi siRNA a mRNA, dojde k represi 

translace, nikoliv k degradaci mRNA.  

 

2.1.   RNAi v savčích buňkách 

U savců byla RNAi  poprvé vyvolána na myších oocytech a embryích (Wianny a 

Zernicka-Goetz, 2000, Svoboda et al., 2000). RNAi zde byla navozena mikroinjekcí dlouhých 

molekul dsRNA. Indukce RNAi pomocí dsRNA je ale možná pouze v oocytech, časných 

embryonálních stádiích nebo nediferencovaných kmenových buňkách. V savčích somatických 

buňkách vede přítomnost již malého počtu dsRNA delších než 30bp k aktivaci komplexu 

reakcí obecně nazývaných interferonová odpověď. Jedním z hlavních komponent je protein 

kináza R (PKR). PKR fosforylací inaktivuje translační faktor eIF2a, což vede k zastavení 

syntézy proteinů a případně až k apoptóze. DsRNA také aktivuje 2´,5´-oligoadenylát syntázu. 

5´ terminální trifosfátové zbytky 2´,5´-oligoadenylátu indukují aktivaci RNázy, která je 

zodpovědná za degradaci RNA (shrnuto v Barber, 2001). Buňky se tímto způsobem brání 

invazi virů, v jejichž životním cyklu se dsRNA běžně vyskytuje.  
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3.   Vektory pro RNAi  

RNAi se dá indukovat transfekcí siRNA. Chceme-li, aby RNAi efekt byl trvalý, je 

třeba zajistit expresi siRNA z integrovaného vektoru. K indukci RNAi je možné použít 

expresi krátkých vlásenek, u nichž velmi záleží na sekvenci a strukturní konfiguraci neboť i 

nepatrná modifikace může ovlivnit jejich aktivitu (McManus et al., 2002). Existují tři typy 

RNA vlásenek úspěšně využívaných k indukci RNAi. Liší se od sebe délkou dvouvláknové 

oblasti, velikostí koncové smyčky a přítomností nepravidelností ve struktuře (Svoboda a Di 

Cara 2006).  

  
Obr.2. Struktura si RNA a vlásenek typu I a II (převzato z McManus et al., 2002). 

 

První typ vlásenky je přímo odvozen od siRNA (McManus et al., 2002). Sense a 

antisense řetězce siRNA, které tvoří dokonalou helikální strukturu dlouhou alespoň 19 bp, 

jsou spojeny smyčkou o délce 4 až 9 nukleotidů (Obr.2). Je-li propojen 5´ konec sense řetězce 

s 3´ koncem antisense řetězce, je vlásenka účinná téměř stejně jako siRNA. Při opačném 

spojení je efekt téměř nulový ve srovnání s siRNA (McManus et al., 2002). Tento typ 

vlásenek se obvykle označuje jako short hairpin RNA (shRNA). Na expresi tohoto typu 
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vlásenky se pravděpodobně vůbec nepodílí RNáza Dicer. Exprese shRNA je řízena pol III 

promotorem. Polymerázou III syntetizované vlásenky jsou rovnou exportovány do 

cytoplazmy a zde se vážou na RISC. 

Vlásenka druhého typu se chová jako miRNA (McManus et al., 2002). Tvoří součást 

dlouhého transkriptu, z něhož ji vystřihne RNáza Drosha (Denli et al., 2004).  Po exportu do 

cytoplazmy Dicer odštěpí smyčku od dvouvláknové části vlásenky. Tento typ vlásenky je 

označován jako mikroRNA-like. Stejně jako miRNA netvoří dokonalou helikální strukturu, 

ale obsahuje nepravidelnosti vzniklé tím, že v některých místech proti sobě leží 

nekomplementární nukleotidy (Obr.2). Expresi zajišťuje obvykle  pol II promotor.  

Třetí typ vlásenky vzniká přepisem dlouhé invertované repetice. Tak vznikne dlouhá 

vlásenka fungující stejně jako dlouhá dsRNA. V savčích buňkách je možné tyto vlásenky 

použít pouze v oocytech, časných embryích nebo nediferenciovaných kmenových buňkách. 

Běžně se také využívají k navození RNAi u rostlin a bezobratlých živočichů (shrnuto v 

Svoboda, 2004). 
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4.   Možné RNAi vektory pro experimenty v myších oocytech 

Oocyty jsou diferencované samičí pohlavní buňky, které po oplození a epigenetickém 

reprogramování dají vznik novým jedincům. V oocytech můžeme indukovat stabilní RNAi 

pomocí transgenů exprimujících jak krátké, tak i dlouhé vlásenky.  Ke konstrukci 

transgenních  vektorů lze teoreticky použít různé pol III nebo pol II systémy, jejichž volba 

bude záviset na studovaném genu. V případě, že existuje riziko, že by inaktivace genu měla 

nežádoucí efekty mimo oocyt, je nutné použít tkáňově-specifickou expresi RNA vlásenky. Je 

možné vytvořit transgeny, ve kterých oocyt-specifický promotor (typicky ZP3) kontroluje 

přímo expresi dlouhé RNA vlásenky nebo miRNA-like vlásenky. Tkáňově specifická exprese 

shRNA by vyžadovala poněkud komplikovanější přístup (viz dále).  

Naprostá většina transgenních RNAi experimentů v myších oocytech dosud využívala 

expresi dlouhé RNA vlásenky kontrolovanou ZP3 promotorem (Obr. 3) (Stein et al., 2003, Yu 

et al., 2004, Ma et al., 2006, Fedoriw et al., 2004). Tento systém se ukázal jako funkční 

s minimem nespecifických efektů (Stein et al., 2005). Nicméně má určité nedostatky (viz 

dále) a bylo by výhodné jej nahradit tkáňově specifickým systémem exprimujícím shRNA 

nebo miRNA-like vlásenku. Diskuse tohoto problému je tématem zbývající části této práce. 

 

4.1.   Dosud používané vektory pro transgenní RNAi v myších oocytech 

Jak již bylo zmíněno v oocytech můžeme RNAi indukovat dlouhou dvouvláknovou 

RNA. Exprese dlouhé vlásenky navodí RNAi efekt srovnatelný s mikroinjekcí dsRNA 

(Svoboda et al., 2001). Různé skupiny vyvinuly řadu systémů exprimujících dlouhé dsRNA. 

Nejjednodušší systémy se skládají pouze z promotoru a invertované repetice. Jiný systém zase 

zajišťuje expresi každého řetězce dsRNA z jiného promotoru (shrnuto např. v Svoboda 2004).  

Zatímco delší 3´ přesah blokuje RNAi in vitro (Elbashir et al., 2001), interferenci in 

vivo nebrání ani 3´ ani 5´ přesah (Svoboda et al., 2001). Toto zjištění evokovalo myšlenku 

vyzkoušet plazmid, kde by jeden promotor řídil expresi jak vlásenky tak markeru. Testované 

plazmidy nesly buď CMV (cytomegalovirus) promotor, nebo pro oocyty specifický ZP3 

promotor a byly testovány v oocytech nebo časných embryích. Degradace cílové mRNA byla 

stejně efektivní, ať ležela GFP sekvence před nebo za vlásenkou, zatímco fluorescence byla 

detekovatelná pouze, ležela-li markerová sekvence před vlásenkou. Hladinu exprese markeru 

a RNAi efekt ovlivnilo vložení intronu. Nacházel-li se intron vedle GFP, jeho exprese se 

zvýšila. Intron však nesměl ležet v sousedství vlásenkové sekvence, jinak došlo k zablokování 

RNAi (Svoboda et al., 2001). Systém složený z intronu a GFP sekvence následované 

invertovanou repeticí (Obr.3) byl použit pro transgenní RNAi (Stein et al., 2003). 



  9 

   
Obr.3. Systémy využité k transgenní expresi dsRNA v savčích buňkách. Černá šipka představuje 

promotor, bílá  sekvence řetězců dsRNA, šedá GFP sekvenci (převzato z Svoboda 2004). 

 

Objevil se také systém generující dlouhou vlásenku, která by ani v pozdějších 

vývojových stádiích neměla vyvolávat  interferonovou odpověď (Shinagawa a Ishii, 2003). 

Dlouhá vlásenka vyvolá interferonovou odpověď poté, co je transportována do cytoplazmy 

(Stark et al., 1998). Pokud ji však Dicer naštěpí už v jádře, dostanou se do cytoplazmy siRNA, 

které jsou příliš krátké na to, aby vyvolaly interferonovou odpověď. Aby se mohl dlouhý 

transkript dostat ven z jádra, musí být opatřen 5´ čepičkou a polyA 3´ koncem. Pokud se tyto 

struktury odstraní, zůstane mRNA v jádře. Byl tedy zkonstruován vektor složený z pol II 

promotoru a invertované repetice ohraničené ribozymovou sekvencí na 5´ konci a MAZ 

sekvencí na 3´ konci (Obr.3). Ribozym zprostředkoval odštěpení 5´ čepičky a MAZ sekvence 

předčasně ukončila transkripci. Tento transgenní RNAi systém byl úspěšně použit k 

zablokování exprese Ski genu v myších embryích (Shinagawa a Ishii, 2003).  

RNAi představuje ideální nástroj ke studiu funkce maternálních mRNA (Svoboda et 

al., 2000). Redukce maternální mRNA pomocí transgenní RNAi byla úspěšně vyzkoušena na 

Mos mRNA. Translace Mos mRNA vede k aktivaci mitogen-activated protein (MAP) kinázy, 

jejímž úkolem je zastavit vývoj oocytu v metafázi II (Gebauer a Richter, 1997). Dělení je 

dokončeno až po splynutí oocytu se spermií. V případě, že Mos mRNA odstraníme, dojde 

k dokončení meiozy a partenogenetické aktivaci. V myších oocytech se podařilo pomocí 

transgenní RNAi inaktivovat řadu genů, vedle zmíněného Mos genu například Msy2, 

Basonuclin a Ctcf  (Yu et al., 2004, Ma et al., 2006, Feridow et al., 2004). 
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Práce s dlouhými invertovanými repeticemi je na druhou stranu obtížná a vektory pro 

transgenní RNAi nejsou snadno modifikovatelné pro použití v jiných běžných modelových 

systémech jako jsou například buněčné kultury. Proto by bylo výhodné vyvinout nový systém 

pro transgenní RNAi v myších oocytech založený na expresi krátkých vlásenek, který by tyto 

nedostatky odstranil. 

 

4.2.   RNA pol III vektory exprimující krátké vlásenky 

Pol III vektory umožňují snadnou inaktivaci ve všech buňkách organismu. Pol III 

systémy nejčastěji využívají U6 nebo H1 promotor (Svoboda a Di Cara 2006). Za 

promotorem následuje vlásenková sekvence následovaná několika thymidiny, které slouží 

jako signál pro ukončení transkripce a umožní vznik 3´ přesahujícího konce. Pol III vektory 

mohou zajišťovat expresi shRNA i miRNA-like vlásenek. Každý pol III promotor zajistí 

expresi pouze jedné vlásenky. Vektory exprimující miRNA-like vlásenky inaktivují cílový 

gen efektivněji (Silva et al., 2005). Byly vyzkoušeny i vektory, které nezajišťovaly expresi 

vlásenky, ale přímo jednotlivých řetězců siRNA (Miyagishi et al., 2002). Tyto systémy však 

nebyly příliš úspěšné. 

 

4.2.1.   Tkáňově specifická exprese z pol III promotorů 

Tkáňově specifickou expresi vlásenky mohou zajistit i vektory řízené pol III 

promotorem, např. Cre-lox regulované vektory (Ventura et al., 2004). Cre-lox regulované 

vektory jsou založené na modifikovaném myším U6 promotoru (Obr.4) a umožňují zahájení 

nebo ukončení exprese shRNA. Změnu exprese zprostředkuje Cre rekombináza, tím že 

odstraní část vektoru ohraničenou loxP místy.  V případě Cre-aktivovatelného vektoru jsou 

loxP místa začleněna do TATA boxu (TATA lox). Mezi dvě TATA lox sekvence je vložena 

T6 sekvence (Lox-STOP-lox kazeta), která slouží jako terminační signál pro RNA polymerázu 

III, a dále CMP-GFP kazeta. Za druhou TATA lox sekvencí pak následuje úsek kódující 

shRNA. V této podobě se exprimuje pouze GFP protein nikoliv shRNA. Po dodání Cre dojde 

k vyštěpení CMV-GFP kazety a začne se exprimovat shRNA (Obr.4). V případě Cre-

inaktivovatelného vektoru je loxP sekvence vložena před PSE (proximal sequence element) 

U6 promotoru a za shRNA sekvenci následovanou GFP kazetou. Po aplikaci Cre se vyštěpí 

celá tato oblast včetně nepostradatelné části promotoru. Změnu exprese shRNA lze ovšem 

provést jen jednou a nevratně (Ventura et al., 2004). 
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Obr.4. Cre-lox regulované vektory před a po Cre zprostředkované rekombinaci (převzato z Ventura et 

al., 2004). 

 

Cre-lox systémy představují řešení, jak indukovat tkáňově specifickou expresi shRNA. 

Pokud zkřížíme myš s neaktivovaným cre-lox vektorem s myší, u níž je ve vybrané tkáni 

exprimována Cre rekombináza, část potomstva bude vykazovat tkáňově specifickou expresi 

shRNA. Tato metoda je sice časově i finančně náročná, ale je dobrým řešením, pokud chceme 

inaktivovat vybraný gen v řadě různých tkáních. Cre-aktivovaný systém byl úspěšně použit 

k represi Fgfr2 genu v transgenních myších (Coumoul et al., 2005). 

 

4.2.2.   Indukovatelná RNAi pomocí pol III vektoru 

Existují systémy, kde promotor řídící expresi vlásenky je pod vlivem elementu, který 

umožní nebo blokuje transkripci v přítomnosti doxycyklinu nebo ekdysonu (van de Wetering 

et al., 2003, Gupta et al., 2004). Ekdysonem ovlivnitelné systémy představují lepší řešení při 

in vivo použití. Ekdyson je přirozený lipofilní steroid, snadno se dostává do tkání, je rychle 

odbouráván a narozdíl od doxycyklinu nepůsobí toxicky (Karns et al., 2001). 

 Systém, u něhož přítomnost muristeronu A (murA), analogu ekdysonu, vede k expresi 

shRNA, tvoří tři různé vektory (Gupta et al., 2004). Jeden vektor zajišťuje expresi vlásenky, 

zbylé dva produkují podjednotky transkripčního faktoru. Dimerní transkripční faktor se 

naváže na promotor řídící produkci aktivátoru. Aktivátor pak umožní zahájení transkripce 

shRNA. Dimerizaci transkripčního faktoru umožní právě murA. V jeho přítomnosti tedy 

dochází k inaktivaci vybraného genu. Tento systém umožňuje různou míru regulace. Záleží na 

tom, jaké množství indukující látky se podá (Gupta et al., 2004). 

 Indukovatelná inaktivace genu zprostředkovaná působením doxycyklinu je založena 

na modifikovaném promotoru, do něhož je vložen Tet operátor (tetO). Nasedne-li se na tetO 



  12 

Tet represor (TetR), zamezí transkripci. Pokud dodáme doxycyklin, naváže se na Tet represor, 

zabrání jeho vazbě na tetO a zahájí se transkripce (van de Wetering et al., 2003). 

Další doxycyklinem regulovaný systém využívá tTRKRAB (Szulc et al., 2006). Ten 

vznikne spojením KRAB (Krüppel-associated box) domény a TetR. KRAB doména je 

obsažena v DNA vazebných proteinech u mnoha obratlovců a podílí se na regulaci 

transkripce. Vytváří multimolekulární komplex, který deacetyluje a methyluje histony a váže 

heterochromatinový protein HP-1, čímž v dané oblasti vznikne heterochromatin, a to 

v rozsahu 2-3 kilobáze (Senatore et al., 1999). V nepřítomnosti doxycyklinu vazba komplexu 

tTRKRAB na TetO zablokuje transkripci. Po dodání doxycyklinu dojde k vyvázání 

tTRKRAB, což umožní zahájení transkripce, produkci shRNA a tedy RNA interferenci. 

 Tento systém se zdál být plně reverzibilní, ale ukázalo se, že pokud je tTRKRAB 

navázán během několika prvních dní embryonálního vývoje, vektor je nenávratně umlčen. 

Tomu se dá předejít tím, že v této kritické době nebude represor přítomen (Szulc et al., 2006). 

Otázkou je, zda by byl takto indukovatelný systém využitelný pro studium genů v myších 

oocytech. 

 

4.3.   RNA pol II vektory 

Pol II řízené vektory představují rychlé a jednoduché řešení pro tkáňově specifickou 

inaktivaci genu. Pol II vektory se používají k produkci miRNA-like vlásenek, které jsou stejně 

jako endogenní formy miRNA syntetizovány polymerázou II (Lee et al., 2004). MiRNA-like 

vlásenka může být exprimována i z pol III promotoru, ale exprese s z pol II promotoru je 

efektivnější (Dickins et al., 2005). Některé miRNA jsou kódovány v intronech protein 

kódujících genů (Chung et al., 2006). Toho lze využít ke konstrukci vektoru, kde pol II 

promotor řídí produkci RNA vlásenky z intronu genu pro marker (Xia et al., 2006, Chung et 

al., 2006).   

Většina pol II promotorem řízených vektorů je založena na studiích lidské miR-30 

v laboratoři Briana Cullena. Prekurzor této miRNA obsahuje asi 80 nukleotidů dlouhou 

vlásenkovou strukturu. Část sekvence může být nahrazena podobně dlouhou sekvencí 

odpovídající genu, který chceme inaktivovat. Takto vzniklá expresní miR-30 kazeta vložená 

do intronu za pol II promotor zajistí produkci požadované RNA (Zeng et al., 2005). Aby 

mohlo dojít ke vzniku funkční siRNA, musí být vlásenka vystěpena z dlouhého transkriptu 

RNázou Drosha. Proto je třeba zachovat sekvence lemující vlásenku v délce alespoň 50 nt na 

každé straně. Právě ty totiž obsahují oblasti nutné pro štěpení RNázou Drosha (Chen et al., 

2004). Za intronem odpovědným za expresi vlásenky následuje exon kódující markerový 
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protein např. GFP (Xia et al., 2006). Mikroinjekční aplikace vektoru do oplozeného vajíčka dá 

vznik trasngenní myši. 

 Prekurzor miR-30 stejně jako spousta dalších vlásenek  netvoří dokonalou helikální 

strukturu, ale obsahuje místa, kde proti sobě leží nekomplementární nukleotidy. Takovéto 

nepravidelnosti patrně pomáhají předcházet nespecifickým reakcím jako je interferonová 

odpověď (Bridge et al., 2003) a je dobré zavádět je i do vlásenky s požadovanou sekvencí. 

Vlásenka, která se svou strukturou nejvíce podobá původní miRNA, je účinnější než 

strukturně pozměněná vlásenka (Zhou et al., 2005). Aby vnášené změny neovlivnily RNAi, 

provádějí se na 5´ koncovém, sense, řetězci (Zeng et al., 2005). 

 Místo vlásenky odvozené z miR-30 lze použít SIBR kazetou odvozenou z nekódující 

BIC sekvence (Chung et al., 2006). Zde se ve třetím exonu nachází miR-155, jejíž sekvence 

byly využity pro tvorbu SIBR kazety. SIBR kazety mohou být exprimovány i z exonu, 

nicméně jejich exprese z intronu efektivnější. Ještě účinnější je pak vektor, kde sekvence 

kódující miRNA-like vlásenku leží až ve druhém intronu (Chung et al., 2006). 

Čím více SIBR kazet s požadovanou sekvencí se do vektoru vloží, tím silnější bude 

RNAi efekt. Systém s několika různými SIBR kazetami zároveň umožňuje redukovat expresi 

více genů a to stejně účinně, jako kdybychom použili více vektorů s jednotlivými  kazetami 

(Chung et al., 2006). Vektor nesoucí SIBR kazety kódující různé miRNA-like homologní 

k jedné mRNA by mohl snižovat riziko off-target efektů neboť umožňuje snížit množství 

jednotlivých siRNA  navázaných na RISC komplex. 

Off-target efekty jsou způsobeny tím, že při vyšší koncentraci se individuální siRNA 

může začít chovat jako miRNA a způsobit tak nežádoucí represi dalších genů. Použití více 

různých siRNA při stejné celkové koncentraci proporčně snižuje koncentraci individuálních 

siRNA a tedy i riziko off-target efektů. 

 Pol II-kontrolované vektory představují asi nejlepší cestu pro vývoj nové generace 

vektorů pro transgenní RNAi v myších oocytech, neboť umožňují odstranit technické 

nedostatky předchozího systému využívajícího dlouhou dsRNA při zachování tkáňově 

specifické exprese RNA molekul aktivujících RNAi.  
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5.   Závěr   

Byla vyvinuta celá řada transgenních systémů indukujících RNAi v savčích buňkách 

prostřednictvím krátkých i dlouhých vlásenek. Na oocytech byly využívány přednostně 

systémy exprimující dlouhé vlásenky (typ III). Tkáňově specifický systém exprimující 

krátkou vlásenku v oocytech dosud vyvinut nebyl. Výhodou transgenní RNAi v myších 

oocytech prostřednictvím dlouhé vlásenky je vysoká účinnost a absence off-target efektů. 

Práce s dlouhými invertovanými repeticemi je ovšem komplikovaná a omezená na oocyty a 

buňky časných embryí. Z těchto důvodů je žádoucí otestovat vektory exprimující krátké 

vlásenky i na oocytech. Vývoj systému exprimujícího miRNA-like vlásenky v oocytech bude 

cílem mé diplomové práce. 
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