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1. Abstrakt
RNA interference (RNA1) indukuje sekvencné specifickou degradaci messenger RNA

(mRNA). Narozdil od ¢asové narocné homologni rekombinace ptedstavuje rychly zptisob, jak
genovou expresi redukovat. RNAi1 byla pozorovana u mnoha rostlinnych i zivocisnych druhii

a se stala rozSifenou experimentdlni metodu vyuzivanou ke studiu genové funkce u
Drosophila melnogasteCaenorhabditis eleganstaké u savci. Byla vyvinuta fada systému
indukujicich RNAI vsavéich burnkach, ale jen nékteré z nich byly otestovany i na oocytech.
Cilem této prace je shrnout, jaké systémy savikzeni RNAi pouzivaji, a zhodnotit jejich

vyhody a nevyhody shledem na vyuZiti v mySich oocytech.

Abstract

RNAI interference (RNAI) induces sequersgecific degradation of mRNA. In
contrast to homologous recombination, using RNAI to reduce gene expnsssasy and fast
solution. RNAI was observed in many species and became widespeadrental tool to
study gene function iDrosophila melnogasteCaenorhabditis elegarsnd mammals too. A
number of systems inducing RNAi in mammalian cells has beenapmdebut only few of
them were tested in mouse oocytes. The purpose of this essaysisntnarize systems
potentially useful for transgenic RNAI and to evaluate their adgastand disadvantages

with regard to mouse oocytes.
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2. RNAI
RNAI, poprvé popsana toce 1998 (Fire et al., 1998), je evolu¢né konzervovany

mechanismus, ve kterém dvouviaknova RNA (dsRNA) indukuje degradaci kompdemeint
MRNA (shrnuto v Mello a Cont@004). RNAi se dnes bézné vyuziva k inhibici exprese geni
pfi studiu jejich funkce. RNAIi je Casto mozné pouzit misto klasické, nejen Casové, ale i
finan¢né naro¢né, homologni rekombinace.

V prvnim kroku RNAi je dsRNA nasStépena RNazou III Dicer na 21-23 nikleotidi
dlouhé dvouvldknové fragmenty s kratkymi 3° presahy nazyvané small interfering RNA
(siRNA) (Obr.1 a 2). SiRNA se integruje do ribonukleoproteinového kexopRNAinduced
silencing complex (RISC). RISC rozpoznd mRNA se sekvenci homologeidriomu
Z fetézcl siRNA a zabrani jeji expresi. RNAi tedy reguluje expresi ptisluSného proteinu na
posttranskripéni urovni (Obr. 1) (shrnuto v Wang a Carmichael 2004). Jaky je dalSi osud
cilové mRNA zavisi na tom, jak jsou mRNA a siRNA komplementamkug jsou sekvence
téchto dvou RNA dokonale komplementarni, dojde ke $t€épeni mRNA uprostied homologni
sekvence. Pokud ale komplementarita téchto sekvenci neni dokonala, k roz$tépeni nedojde. V
tomto piipadé RISC zablokuje translaci a cely mRNA-RISC komplex se piesune do
cytoplazmatickych struktur zvanychif@dies (Liu et al., 2005).

Stejn¢ jako siRNA mohou RNAi efekt zplsobit i mikroRNA (miRNA). MiRNA jsou
definovany jako jednofetézcové, piiblizné¢ 22 nt dlouhé RNA, které vznikaji z transkriptt
tvoricich lokalni vlasenkovou strukturu (Ambros et al., 2003). MiIiRNA se od siRNA [iSi
pfedevsim puvodem, nikoliv v kone¢ném mechanismu mRNA represe.

MIiRNA jsou transkribovany polymerazou Il (pol II) jako dlouhy prekurZpri-
MIRNA). V jadife RNaza III Drosha odsttihne z primarniho transkriptu asi 780 nt dlouhy
vlasenkovy meziprodukt (pm@iRNA). Pii Stépeni vznikne na 3° konci vlasenky
dvounukleotidovy piesah. Pre-miRNA je nésledné exportinem 5 (Lund et al., 2004)
transportovana do cytoplazmy (podrobné shrnuto v Kim, 2005). Upé&né mize byt
transportovana pouze vlasenka s dvouvldknovou oblasti delsi nez 16 part bazi a kratkym 3’
piesahem (Zeng a Cullen, 2004). V cytoplazmé Dicer odStipne terminalni smycku, ¢imz
vznikne kratka dsRNA. Retézec piedstavujici miRNA se zakomponuje do RISC komplexu
(Obr.1), zbyvajici fetézec, tzv. passenger strand, je degradovan. U savct existuje pouze jediny
Dicer protein. Ten produkuje jak miRNA tak i siRNA. Ale napiiklad u Drosophily se
vyskytuji dva Dicer proteiny. Dicer stépi pre-miRNA, zatimco DiceR vytvaii siRNA (Lee
et al. 2004).
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Obr.1 Mechanismus vzniku a funkce siRNA a miRNA.

Ktery tetézec z siRNA duplexu se zakomponuje do RISC komplexu, zavisi na stabilité
koncti siRNA. RISC piednostné vaze fetézec s méné stabilnim 5~ koncem (Khvorova et al.,
2003). Stabilitu koncii ovliviiuje pocet vodikovych mustkli mezi parujicimi bazemi, zalezi
tedy na poméru A-U a GC part. Protoze A-U pary jsou vazany pouze dvéma vodikovymi
mustky, je oblast se zvySenym vyskytem téchto parii méné stabilni. Tuto skutecnost je nutné
zohlednit pti vyberu sekvence pro piipravu syntetickych siRNA.

Dvounukleotidovy ptesah na 3" konci siRNA/miRNA duplexu rozpoznd PAZ doména
Argonaut proteinu, ktery je zakladni komponentou RISC komplexu (Lingel,e2C14). U
savcu existuje celkem osm Argonaut proteind, ale jen Ctyfi vazou siRNA/miRNA, Ago 1-4.
Vsechny Ctyfi Ago proteiny mohou zprosttedkovat represi translace, ale st€¢peni mRNA muze
zprostiedkovat jen Ago2 (Obr.1) (Meister et al., 2004). IDrosophila melanogasteexistuji
specifické Ago proteiny, Agol pro miRNA a Ago2 pro siRNA (Okamura et al.,2004).

Zda dojde k degradaci mRNA nebo k zablokovani transkripce, zawsvcich
bunkach na mife komplementarity mezi miRNA/siRNA a mRNA (Hutvagner a Zamore,

2002) Uplna nebo téméf uplna komplementarita vede k rozitépeni mRNA. Endogenni



miRNA nejsou typicky dokonale komplementarni a tak vétSinou po navéazani na 3'UTR
zablokuji translaci (Olsen a Ambros, 199%avéi miRNA se velmi pravdépodobné
nevyvinuly ze sekvenci regulovanych gent (Svoboda a Di Cara 2006) a proto neparuji
smMRNA dokonale. Zajistimé ovSem, aby miRNA byla pIn¢ komplementarni k cilové
mRNA, ke specifickému $tépeni mRNA prostiednictvim Ago2 dojde (Zeng et al., 2002).
Naopak pokud poruSime perfektni komplementaritu mezi sSiRNA a mRNA, #ajeleresi
translace, nikoliv k degradaci mRNA.

2.1. RNAi vsav¢ich buiikach

U savcu byla RNAi poprvé vyvolana na mysSich oocytech a embryich (Wianny a
ZernickaGoetz, 2000, Svoboda et al., 2000). RNAi zde byla navozena mikroinjekci dlouhych
molekul dsRNA. Indukce RNAi pomoci dsRNA je ale mozna pouze v oocytech, ¢asnych
embryondlnich stadiich nebo nediferencovanych kmenovych bunkéch. V savcich somatickych
bunkach vede piitomnost jiz malého poctu dsRNA delsich nez 30bp k aktivaci komplexu
reakci obecné nazyvanych interferonova odpovéd’. Jednim z hlavnich komponent je protein
kinaza R (PKR). PKR fosforylaci inaktivuje translacni faktor elF2a, coz vede k zastaveni
syntézy proteinti a piipadné az k apoptoze. DSRNA také aktivuje 2°,560ligoadenylat syntazu.
5 termindlni trifosfatové zbytky 2" ®ligoadenylatu indukuji aktivaci RNazy, ktera je
zodpovédna za degradaci RNA (shrnuto v Barber, 2001Buiky se timto zptisobem brani

invazi virQ, v jejichz zivotnim cyklu se dSRNA bézné vyskytuje.



3. Vektory pro RNAI

RNAI se da indukovat transfekci siRNA. Chcelpeaby RNAI efekt byl trvaly, je
tieba zajistit expresi siRNA zintegrovaného vektoru. kidukci RNAi je mozné pouzit
expresi kratkych vlaseR, u nichz velmi zalezi na sekvenci a strukturni konfiguraci nebot’ i
nepatrna modifikace mize ovlivnit jejich aktivitu (McManus et al., 2002Existuji tfi typy
RNA vlasenek usp&$né vyuzivanych k indukci RNAI. LiSi se od sebe délkou dvouvlaknove
oblasti, velikosti koncové smycky a piitomnosti nepravidelnosti ve struktufe (Svoboda a Di

Cara 2006).

sense
¥ gtuacaacuacuac
3 -dtdtcgauguugzaugaug

CD8 siRNA

antisense

sense
CD4 s1RHA TRIELTIVIIITISIYS Sug3
i*-dtdt ._\.ng"LL.BEagLZIEZ"J
antisense

RNAs

sense

CD4-42F *-gagecauaaucucaucug %

SuLCuUCggLALLaga
antisense

irpins  si

sense ~
S ECUBCA3CUACLACALEE Ty
CDB-42F . Fitissarsiiiisiiis

V-ULCRIUELUZEURSURUACL p U
antisense

sense
J Ec ‘lC ?’lla(dafal EB-_ll
e g JgJJsaLgaLc‘lﬂfJg :
antisense

CDB-42R

class | ha

sense ecag

-CESEEE T CLa aa uscuacaugac >

1TIE i PRIt ERNi £
C

1
auauugauganga Ug 5 u
C

CDB-61F
3 L
U4 sntisense

[

sense

< uu

CDB-6IR = 55iiSiigyscyaciyeag cocces
2 g(aEUSngEJEELgJS-\_LB BEEBC-5-
ac antisense

uy sense gc a
£ uacaac ==
CDB-61F-BF EEZEE ECUacaacLatuacauEE:
v C Sa'Jgatha L.g

antisense

- sense u
CDB-&1R-BF T g ruacaacual Uacaugac CoCCg-

B CEAlRUCEAIEAGENAL0E ssmac
Sacs antisense uu

class Il hairpins

Obr.2. Struktura si RNA a vldsenek typu | a Il (pfevzato z McManus et al., 2002).

Prvni typ vlasenky je pfimo odvozen od siRNA (McManus et al., 2002). Sense a
antisense fetézce siRNA, které tvoii dokonalou helikalni strukturu dlouhou alespoii 19 bp,
jsou spojeny smyckou o délce 4 az 9 nukleotida (Obr.2). Je-1i propojen 5” konec sense fetézce
s3’ koncem antisense fetézce, je vladsenka ucinna témet stejné jako siRNA. Pfi opacném
spojeni je efekt téméf nulovy ve srovnani s siRNA (McManus et al., 2002). Tento typ
vlasenek se obvykle oznacuje jako short hairpin RNA (shRNA). Na expresi tohoto typu



vlasenky se pravdépodobné viibec nepodili RNaza Dicer. Exprese shRNA je fizena pol III
promotorem. Polymerazou Il syntetizované vlasenky jsou rovnou exportodany
cytoplazmy a zde se vaZzou na RISC.

Vlasenka druhého typu se chova jako miRNA (McManus et al., 2002). Tvoii soucast
dlouhého transkriptu, @éhoz ji vystiihne RNaza Drosha (Denli et al., 2004). Po exportu do
cytoplazmy Dicer odstépi smycku od dvouvlaknové casti vlasenky. Tento typ vlasenky je
oznacovan jako mikroRNA-like. Stejn¢ jako miRNA netvofi dokonalou helikalni strukturu,
ale obsahuje nepravidelnosti vzniklémt Z7e v nékterych mistech proti sobé lezi
nekomplementarni nukleotidy (Obr.2). Expresi zajistuje obvykle pol II promotor.

Tteti typ vlasenky vznikéd ptepisem dlouhé invertované repetice. Tak vznikne dlouhd
vlasenka fungujici stejné jako dlouhd dsRNA. V sav¢ich buiikach je mozné tyto vlasenky
pouzit pouze v oocytech, ¢asnych embryich nebo nediferenciovanych kmenovych buiikach.
Bézné se také vyuzivaji k navozeni RNAi u rostlin a bezobratlych zivoc¢ichii (shrnuto v

Svoboda, 2004).



4. Mozné RNAI vektory pro experimenty v mysSich oocytech

Oocyty jsou diferencované samic¢i pohlavni buniky, které po oplozeni a epigenetickém
reprogramovani daji vznik novym jedinciim. V oocytech mizeme indukovat stabilni RNAi
pomoci transgent exprimujicich jak kratké, tak i dlouhé vlasenky. Ke konstrukci
transgennich vektorti 1ze teoreticky pouzit riizné pol III nebo pol II systémy, jejichz volba
bude zaviset na studovaném genwiipade, ze existuje riziko, ze by inaktivace genu méla
nezadouci efekty mimo oocyt, je nutné pouzit tkanové-specifickou expresi RNA vlasenky. Je
mozné vytvofit transgeny, ve kterych oocyt-specificky promotor (typicky ZP3) kontroluje
piimo expresi dlouhé RNA vlasenky nebo miRNA-like vlasenky. Tkanové specificka exprese

Naprosta vétSina transgennich RNAi experiment v mySich oocytech dosud vyuzivala
expresi dlouhé RNA vlasenky kontrolovanou ZP3 promotorem (Obr. 3) (Stein et al., 2003, Yu
et al.,, 2004, Ma et al., 2006, Fedoriw et ab04). Tento systém se ukazal jako funk¢ni
sminimem nespecifickych efektti (Stein et al., 2005). Nicméné¢ mé urcité nedostatky (viz
déle) a bylo by vyhodné jej nahradit tkdnové specifickym systémem exprimujicim shRNA

nebo miRNAlike vlasenku. Diskuse tolo problému je tématem zbyvajici ¢asti této prace.

4.1. Dosud pouZzivané vektory pro transgenni RNAi v mySich oocytech

Jak jiz bylo zminéno v oocytech miizeme RNAi indukovat dlouhou dvouvlaknovou
RNA. Exprese dlouhé vlasenky navodi RNAi efekt srovnatelny s mikkminjdsRNA
(Svoboda et al., 2001Ruzné skupiny vyvinuly fadu systémut exprimujicich dlouhé dsRNA.
Nejjednodussi systémy se skladaji pouze z promotoru a invertovanéeepiety systém zase
zajistuje expresi kazdého fetézce dsSRNA z jiného promotoru (shrnuto napi. v Svoboda 2004).

Zatimco delsi 3" piesah blokuje RNAI in vitro (Elbashir et al., 2001), interfereniai
Vivo nebrani ani 3" ani 5° piesah (Svoboda et al., 2001Toto zjisténi evokovalo myslenku
vyzkouSet plazmid, kde by jeden promotalil expresi jak vlasenky tak markeru. Testované
plazmidy nesly bud CMV (cytomegalovirus) promotor, nebo pro oocyty specificky ZP3
promotor a byly testovany aocytech nebo ¢asnych embryich. Degradace cilové mRNA byla
stejn¢ efektivni, at’ lezela GFP sekvence pted nebo za vlasenkou, zatimco fluorescence byla
detekovatelna pouze, lezela-1i markerova sekvence pred vlasenkou. Hladinu exprese markeru
a RNAIi efekt ovlivnilo vlozeni intronu. Nachazel-li se intron vedle GFP, jeho exprese se
zvysSila. Intron v8akiesmél leZet v sousedstvi vlasenkové sekvence, jinak doslo k zablokovani
RNAI (Svoboda et al., 2001). Systém slozeny zintronu a GFP sekvence nasledované

invertovanou repetici (Obr.3) byl pouzit pro transgenni RNA1 (Stein et al., 2003).
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Obr.3. Systémy vyuzité k transgenni expresi dsRNA v savéich burikach. Cerna $ipka predstavuje

promotor, bild sekvence Fetézcl dsRNA, Seda GFP sekvenci (pfevzato z Svoboda 2004).

Objevil se také systém generujici dlouhou vlasenku, kterd by ani v pozdéjsich
vyvojovych stdiich neméla vyvolavat interferonovou odpovéd’ (Shinagawa a Ishii, 2003).
Dlouha vlasenka vyvola interferonovou odpoveéd’ poté, co je transportovana do cytoplazmy
(Stark et al., 1998). Pokud ji vSak Dicer nastépi uz v jadre, dostanou se do cytoplazmy siRNA,
které jsou prili§ kratké na to, aby vyvolaly interferonovou odpovéd’. Aby se mohl dlouhy
transkript dostat ven z jadra, musi byt opatien 5” ¢epickou a polyA 3" koncem. Pokud se tyto
struktury odstrani, zustane mRNA v jadfe. Byl tedy zkonstruovan vektor slozeny z pol Il
promotoru a invertované repetice ohrani¢ené ribozymovou sekvenci na 5" konci a MAZ
sekvenci na 3" konci (Obr.3). Ribozym zprostifedkoval odstépeni 5” Cepicky a MAZ sekvence
pfedc¢asn¢ ukoncila transkripci. Tento transgenni RNAi systém byl uspéSné pouzit k
zablokovani expresgkigenu v mysich embryich (Shinagawa a Ishii, 2003).

RNAI ptedstavuje idedlni nastroj ke studiu funkce materndlnich mRNA (Svoboda et
al., 2000). Redukce maternalni mRNA pomoci transgenni RNA1 byla uspésné vyzkouSena na
MosmRNA. TranslacéMos mRNA vede k aktivaci mitogeactivated protein (MAP) kinazy,
jejimz ukolem je zastavit vyvoj oocytu v metafazi II (Gebauer a Richter, 1997). Déleni je
dokon¢eno az po splynuti oocytu se spermii. V piipadé, ze Mos mRNA odstranime, dojde
k dokonceni meiozy a partenogenetické aktivaci. V mySich oocytech se podatilo pomoci
transgenni RNAi inaktivovat fadu gend, vedle zminéného MosS genu napiiklad Msy?2

BasonuclinaCtcf (Yu et al., 2004, Ma et al., 2006, Feridow et al., 2004).
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Prace s dlouhyii invertovanymi repeticemi je na druhou stranu obtizna a vektory pro
transgenni RNA1 nejsou snadno modifikovatelné pro pouziti v jinych béznych modelovych
systémech jako jsou napiiklad bunééné kultury. Proto by bylo vyhodné vyvinout novy systém
pro transgenni RNAI yySich oocytech zalozeny na expresi kratkych vlasenek, ktery by tyto

nedostatky odstranil.

4.2. RNA pol Il vektory exprimujici kratké vlasenky

Pol III vektory umoziuji snadnou inaktivaci ve vSech bunkéach organismu. Pol III
systétmy nejcastéji vyuzivaji U6 nebo HI1 promotor (Svoboda a Di Cara 2006). Za
promotorem nasleduje vlasenkova sekvence nasledovand nékolika thymidiny, které slouzi
jako signal pro ukonceni transkripce a umozni vznik 3" piesahujiciho konce. Pol III vektory
mohou zajistovat expresi ShRNA i miRNAlike vlasenek. Kazdy pol III promotor zajisti
expresi pouze jedné vlasenky. Vektory exprimujici miRIN& vlasenky inaktivuji cilovy
gen efektivnéji (Silva et al., 2005). Byly vyzkouSeny i vektory, které nezajistovaly expresi
vlasenky, ale ptimo jednotlivych fetézcti siRNA (Miyagishi et al., 2002). Tyto systémy vSak

nebyly pfiliS tspésné.

4.2.1. Tkanové specificka exprese z pol III promotori

Tkanoveé specifickou expresi vlasenky mohou zajistit 1 vektory fizené pol III
promotorem, napt. Cre-lox regulované vektory (Ventura et aR004). Crelox regulované
vektory jsou zalozené na modifikovaném mySim U6 promotoru (Obr.4) a umoziiuji zah4jeni
nebo ukonceni exprese shRNA. Zménu exprese zprostiedkuje Cre rekombindza, tim Ze
odstrani ¢ast vektoru ohrani¢enou loxP misty. V piipadé Cre-aktivovatelného vektoru jsou
loxP mista zaclenéna do TATA boxu (TATA lox). Mezi dvé TATA lox sekvence je vlozena
Te sekvence (LOXSTORIox kazeta), ktera slouzi jako terminacni signal pro RNA polymerazu
lll, a ddle CMRGFP kazeta. Za druhou TATA lox sekvenci pak nasleduje Usek koédujici
shRNA. V této podob¢ se exprimuje pouze GFP protein nikoliv shRNA. Po dodani Cre dojde
k vystépeni CMV-GFP kazety a zacne se exprimovat shRNA (Obr.4). V ptipadé¢ Cre-
inaktivovatelného vektoru je loxP sekvence vlozena pted PSE (proximal sequence element)
U6 promotoru a za shRNA sekvenci nésledovanou GFP kazetou. Po aplikaci Cre se vystépi
celd tato oblast véetn¢ nepostradatelné Casti promotoru. Zménu exprese shRNA Ize ovSem

provést jen jednou a nevratn¢ (Ventura et al., 2004).
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Obr.4. Cre-lox regulované vektory pfed a po Cre zprostfedkované rekombinaci (pfevzato z Ventura et
al., 2004).

Crelox systémy piedstavuji feSeni, jak indukovat tkanove specifickou expresi shRNA.
Pokud zktizime my$ s neaktivovanym créox vektorem smysi, u niz je ve vybrané tkani
exprimovana Cre rekombinaza, ¢ast potomstva bude vykazovat tkanové specifickou expresi
shRNA. Tato metoda je sice ¢asové 1 finanéné narocna, ale je dobrym feSenim, pokud chceme
inaktivovat vybrany gen ¥adé rtuznych tkanich. Cre-aktivovany gstém byl Gspé$né pouzit

k represiFgfr2 genu v transgennich mysich (Coumoul et al., 2005).

4.2.2. Indukovatelnd RNAI pomoci pol Ill vektoru

Existuji systémy, kde promotor fidici expresi vlasenky je pod vlivem elementu, ktery
umozni nebo blokuje transkripci v pfitomnosti doxycyklinu nebo ekdysonu (van de Wetering
et al., 2003, Gupta et al., 200&kdysonem ovlivnitelné systémy predstavuji lepsi feseni pii
in vivo pouziti. Ekdyson je piirozeny lipofilni steroid, snadno se dostava do tkani, je rychle
odbairavan a narozdil od doxycyklinu neptsobi toxicky (Karns et al., 2001).

Systém, u n¢hoz ptitomnost muristeronu A (murA), analogu ekdysonu, vede k expresi
shRNA, tvofi tfi razné vektory (Gupta et al., 2004). Jeden vektor zajiSt'uje expresi vlasenky,
zbylé dra produkuji podjednotky transkripéniho faktoru. Dimerni transkripéni faktor se
navaze na promotor fidici produkci aktivatoru. Aktivator pak umozni zahdjeni transkripce
shRNA. Dimerizaci transkripéniho faktoru umozni pravé murA. V jeho pfitomnosti tedy
dochazi kinaktivaci vybraného genu. Tento systém umoziiuje riznou miru regulace. Zalezi na
tom, jaké mnozstvi indukujici latky se poda (Gupta et al., 2004).

Indukovatelna inaktivace genu zprostiedkovana ptisobenim doxycyklinu je zaloZena

na modifikovaném prontoru, do néhoz je vloZen Tet operator (tetO). Nasedne-li se na tetO
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Tet represor (TetR), zamezi transkripci. Pokud dodame doxycyklin, navaze se na Tet represor,
zabrani jeho vazbé na tetO a zahdji se transkripce (van de Wetering et al., 2003).

DalSi doxygklinem regulovany systém vyuziva tTRKRAB (Szulc et al., 2006). Ten
vznikne spojenim KRAB (Krippeaissociated box) domény a TetR. KRAB doména je
obsazena v DNA vazebnych proteinech u mnoha obratlovci a podili se na regulaci
transkripce. Vytvaii multimolekuldrni komplex, ktery deacetyluje a methyluje histony a vaze
heterochromatinovy protein HE ¢imz v dané oblasti vznikne heterochromatin, a to
v rozsahu 23 kilobaze (Senatore et al., 1999)ndpfitomnosti doxycyklinu vazba komplexu
tTRKRAB na TetO zablokuje transkripci. Po dodani doxycyklinu dojde k\aniaz
tTRKRAB, coz umozni zahdjeni transkripce, produkci shRNA a tedy RNA interferenci.

Tento systém se zdal byt plné€ reverzibilni, ale ukdzalo se, ze pokud je tTRKRAB
navazan béhem né€kolika prvnich dni embryonalniho vyvoje, vektor je nendvratné¢ umlcen.
Tomu se da piedejit tim, Ze v této kritické dobé nebude represor ptitomen (Szulc et al., 2006).
Otazkou je, zda by byl takto indukovatelny systém vyuzitelny pro studium gent v mysich

oocytech.

4.3. RNA pol Il vektory

Pol II fizené vektory pfedstavuji rychlé a jednoduché feSeni pro tkanoveé specifickou
inaktivaci genu. Pol II vektory se pouzivaji k produkci miRNA-like vlasenek, které jsou stejné
jako endogenni formy miRNA syntetizovany polymerazou Il (Lee eR@04). MiRNA-like
vlasenka muze byt exprimovana i z pol lll promotoru, ale exprese s z pol Il promotoru je
efektivnéj$i (Dickins et al., 2005). Nekteré miRNA jsou kodovany v intronech protein
kédujicich gentt (Chung et al., 2006 Toho lze vyuzit ke konstrukci vektoru, kde pol Il
promotor Fidi produkci RNA vlasenky z intronu genu pro marker (Xia et al., 2006, Chung et
al., 2006).

VétSina pol II promotorem fizenych vektorl je zaloZena na studiich lidské miR-30
V laboratofi Briana Cullena. Prekurzor této miRNA obsahuje asi 80 nukleotidii dlouhou
vlasenkovou strukturu. Cast sekvence muZe byt nahrazena podobné dlouhou sekvenci
odpovidajici genu, ktery chceme inaktivovat. Takto vznikla expresni3mikizeta vlozena
do intronu za pol Il promotor zajisti phakci pozadované RNA (Zeng et al., 2005). Aby
mohlo dojit ke vzniku funkéni siRNA, musi byt vlasenka vystépena z dlouhého transkriptu
RN4ézou Drosha. Proto je tfeba zachovat sekvence lemujici vlasenku v délce alespont 50 nt na
kazdé stran¢. Pravé ty totiz obsahuji oblasti nutné pro $t€épeni RNazou Drosha (Chen et al.,

2004). Za intronem odpovédnym za expresi vlasenky nasleduje exon kodujici markerovy



13

protein napt. GFP (Xia et al., 2006). Mikroinjek¢ni aplikace vektoru do oplozeného vajicka da
vznik trasngenni mysi.

Prekurzor miR30 stejné jako spousta dalSich vlasenek netvoii dokonalou helikalni
strukturu, ale obsahuje mista, kde proti sobé lezi nekomplementarni nukleotidy. Takovéto
nepravidelnosti patrné pomahaji piedchazet nespecifickym reakcim jako je interferonova
odpoveéd’ (Bridge et al., 2003) a je dobré zavadét je i do vlasenky s pozadovanou sekvenci.
Vlasenka, kterd se svou strukturou nejvice podobd pivodni miRNA, je U¢innéjSi nez
strukturné pozménéna vlasenka (Zhou et al., 2005). Aby vnasené zmény neovlivnily RNAI,
provadéji se na 5" koncovém, sense, fetézci (Zeng et al., 2005).

Misto vlasenky odvozené z miR lze pouzit SIBR kazetou odvozenou z nekodujici
BIC sekvence (Chung et al., 2008de se ve tietim exonu nachdzi miR-155, jejiz sekvence
byly vyuzity pro tvorbu SIBR kazety. SIBR kazety mohou byt exprimovany i z exonu,
nicméné jejich exprese z intronu efektivnéjsi. Jesté¢ ucinnéjsi je pak vektor, kde sekvence
kédujici miRNAdlike vlasenku lezi az ve druhém intronu (Chung et al., 2006).

Cim vice SIBR kazet gozadovanou sekvenci se do vektoru vloZi, tim silng&jsi bude
RNAI efekt. Systém agkolika riznymi SIBR kazetami zarovenn umoziuje redukovat expresi
vice gent a to stejné Géinné, jako kdybychom pouzili vice vektord s jednotlivymi kazetami
(Chung et al., 2006 Vektor nesouci SIBR kazety kodujici rizné miRNA-like homologni
k jedné mRNA by mohl snizovat riziko off-target efekti nebot’ umoziiuje snizit mnozstvi
jednotlivych siRNA navazanych na RISC komplex.

Off-target efekty jsou zpuisobeny tim, ze pii vySSi koncentraci se individualni siRNA
muze zacit chovat jako miRNA a zpusobit tak nezadouci represi dalSich gent. Pouziti vice
raznych siRNA pfi stejné celkové koncentraci proporéné snizuje koncentraci individualnich
SsiRNA a tedy i riziko offtarget efeki.

Pol Ill-kontrolované vektory piedstavuji asi nejlepsi cestu pro vyvoj nové generace
vektorii pro transgenni RNAi v mySich oocytech, nebot umoznuji odstranit technické
nedostatky pfedchoziho systému vyuzivajiciho dlouhou dsRNA pii zachovani tkanoveé

specifické exprese RNA molekul aktivujicich RNAI.
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5. Zavér

Byla vyvinuta celd fada transgennich systému indukujicich RNAi v sav¢ich buiikdch
prostfednictvim kratkych i dlouhych vlasenek. Na oocytech byly vyuzivany piednostné
systémy exprimujici dlouhé&lasenky (typ III). Tkanové specificky systém exprimujici
kratkou vlasenku v oocytech dosud vyvinut nebyl. Vyhodou transgenni RNAi v mysSich
oocytech prostiednictvim dlouhé vldsenky je vysoka ucinnost a absence off-target efekti.
Prace s dlouhymi invertovanymi repeticemi je ovsem komplikovana aesrdena oocyty a
buniky Casnych embryi. Z téchto divodi je zadouci otestovat vektory exprimujici kratké
vlasenky i na oocytech. Vyvoj systému exprimujiciho miRIN& vlasenky v oocytech bude

cilem mé diplomové préce.
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