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1 Abstrakt
Knock-out (KO) a RNA interference (RNAI) jsou zaess metody, které ummdji

systematickou analyzu funkce gea jejich exprese. Zatimco KO je spiSe neflexibitrdtoda, ktera
vede k cilené deleci genu pomoci homologni rekoadgnna arovni DNA, RNAI inhibuje expresi
geni na urovni transkrigni i posttranskripni a nechavd gen neporuSeny. Tento ewelu
konzervovany systém utidni genové exprese vyuziva kratkych detizcovych RNA, které cili
poZadovany gen na zakkadvé sekveini komplementarity. Tato prace shrnuje dosavadmngiiy o
vyuZiti RNAI in vivo u sav@, a to v klasickém i inducibilnim systémuaifaz je kladen na efektivitu
ztraty genové expresdipstudiu funkce geh v transgennich zkdtech i v konkrétnich somatickych
burgénych typech. Binny a specificky knock-down (KD) byl dosazen zaipiti syntetickych siRNA
(small interfering RNA) pro kratkodoby KD a integemych shRNA (short hairpin RNA) miR-
shRNA (microRNA-based shRNA) pro dlouhodoby KD. @mgmy s KO letalnim fenotypem Ize
pripravit pomoci inducibilnich KD systéim(Cre/loxP nebo tet) , které nezahlcuji RNAI drdl¢hem
vyvoje a zabrauji vzajemné kompenzaci genovych produkfet inducibilni systém je navic
reverzibilni, tj. umo#uje zapinat a vypinat expresi vlasenek disopnosti induktoru. PouZiti vektir
obsahuijicich vice vlasenek proti stejnému genp,. @eti iiznym geiim, vede je&tk vétsi efektivig
KD, resp. KD rkolika geri soukasré. Vedle ndhodné integrace konstfukto genomu pouZzitim
klasickych metod transgeneze, hlavientivirovou infekci, je slibnou metodou cilenéteigrace
konstruktu do definovaného lokusu v genomuin&psa26 ¢i Hprt a takovy KD je stabilni a dob
reprodukovatelny. Navicip pouZiti RMCE strategie spale¢ s tetraploidni agregaci lze vyt
transgenni zvata s vysocedinnym KD uz za 3 résice oproti KO metad ktera trva v pimeéru 12 a
vice nesial. RNAI je dnes dostate¢ ucinnou a zarove rychlou metodou, kterou je mozné zkoumat

funkce gei a zahajuje novou éru v zadkladnim vyzkumu a lidekapii.
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2 Abstract
Knock-out (KO) and RNA interference (RNAI) are ddished methods that allow a systematic

analysis of gene expression and function. While iK@ rather non-flexible method leading to fixed
gene deletion via homologous recombination on elrellof DNA, RNAI inhibits the gene expression
on transcriptional and post-transcriptional ledelving the gene itself unaffected. This evolutigna
conserved system of gene expression silencing gbort double stranded RNAs that target the
genes of interest in a sequence-specific mannes. thisis summarizes the current knowledge about
RNAI for in vivo application in mammals in both stable and indeciystems. Major emphasis is put
on in vivo loss-of-function efficiency in transgenic animakssell as in specific somatic cell types.
Effective and specific knock-down (KD) is mediateither by the use of synthetic siRNAs (short
interfering RNASs) for short-term KD or by host gem® integrated shRNAs (short hairpin RNAS) or
miR-shRNAs (microRNA-based shRNAs) for long-term KOre/loxP or tetracycline (tet) inducible
KD allows to produce phenotypes that are lethabtimer circumstances, does not overload RNAI
pathway during the specific developmental stages aids mutual compensation effects of other
gene products. The tet KD is reversible i.e. alldwswitch on and off the expression of hairpins
depending on the presence of an inductor. The @igheopolycistronic vectors containing more
hairpins directed to the same gene or differentegderads to even more efficient KD or KD of
multiple genes at the same time. Lentiviral infestis the widely used traditional method of random
transgenesis. Novel methods of transgenesis bassdesdirected integration into host genome such
as Rosa26 or Hprt loci lead to more reproducible expression andlstéD. Moreover, RMCE
strategy together with tetraploid aggregation emahk generation of RNAI transgenic mice with
highly specific KD within 3 months in comparison ¢tassic KO lasting 12 and more months on
average. In summary, RNAI technology is currenttyedfective and fast method for gene function

study and has started new era in both basic rdseacchuman therapy.

Keywords

Knock-out (KO), RNA interference (RNAI), knock-dow(KD), inducible KD, siRNA,
shRNA, miR-shRNA, Cre recombinase, tetracyklin esgor (tetR).



3 Seznam zkratek

3'UTR
CMYV promotor
dsRNA
EGFP

ES buky
GFP

Hprt lokus
HS buiky
IFN odpowd’
KD

KO

Lucluc
MAR
miRNA
miR-shRNA
MOl

nt

ORF

PTGS
RISC
RMCE strategie
RNA pol 1l
RNA pol 1l
RNAI

rtetR

SAR
ShRNA
SIRNA

tetO

tetR

TGS

wt

3’ negrekladana oblast
cytomegalovirus promotor
dvotettzcova RNA

enhanced green fluorescent protein
embryonalni kmenové hky

green fluorescent protein

hypoxanthine-guanine phosphoribosyltrarsieiokus

hematopoetické kmenovéitky

interferonova odpasd’

knock-down

knock-out

luciferaza

matrix attachment region

microRNA

microRNA-based shRNA

multiplicity of infection

nukleotidy

open reading framecteci ramec genu
posttranskrémi genové undeni
RNA-induced silencing complex
recombinase mediated cassete exelsaragegie

RNA polymeréza Il

RNA polymeréaza Il

RNA interference

reverzni tetracyklinovy represor

scaffold attachment region

small hairpin RNA

small interfering RNA
tetracyklinovy operon

tetracyklinovy represor

transkripni genové undeni

wild type = divoky fenotyp



4 Uvod

Studium funkce geh in vivo bylo dlouhou dobu omezeno a to diky nedokonalym
technologiim neumditijicim &innou cilenou mutaci gén Védci tak byli @i studiu funkce gein
odkazani na sledovaniciaki nahodnych z&n v DNA vlivem girozenych mutacici mutaci
zpisobenych aplikaci mutagennich latek. Cilend muemgetili funkéni inaktivace jakéhokoliv
vybraného genu pomoci metody ,gene targeting”, tawck-out (KO), zcela z#mila mozZnosti
zkoumani funkce geén DalSi revoluci v tomto sénu byl objev RNA interference (RNAI), ktera
spaiiva ve specifickém sniZzeni exprese vybraného gému, knock-down (KD), jako rychlé
alternativy klasického ,gene targeting" postupuvy@namu obou metod &uci fakt, Ze v roce 2006
byla uctlena Nobelova cena za objev RNAI a v roce 2007hevodivejSi ,gene targeting".

.Gene targeting” je dnesébreé vyuzivanou metodou, ktera dava vzniknout knock{¢®d)
organisnim, tj. organismim deficitnim pro dany gen, jehoZ funkce j@egmétem zkoumani, a ktera
umo#iuje studovat roli specifickych gén resp. jejich produkt v embryondlinim vyvaoiji,
fyziologickych a patologickych procesech a starnMdle nesporh univerzalni moznosti ,gene
targeting” metody cilehmodifikovat témdt jakykoliv gen, je ufitou nevyhodou jeji komplikovanost
(je nutny unikatni fstup k vyazeni kazdého jednotlivého genu), neflexibilitaguiia doba fhpravy
(kolem 1 roku) a v neposledract i finanéni nar@nost (dnes komeéné dostupna sluzba — cca 20000
EUR/KO zvie).

Proto objev RNAi mechanismu, ktery dava vzniknonbdk-down (KD) organisdm, tj.
organisnim se sniZzenou expresi specifického genu, ved! kosiZpouZziti RNAiI misto klasického
KO. RNAiI ma oproti klasické KO metédiadu vyhod, ovSem i nevyhod. Je to metoda ¢mén
komplikovana, rychla i podstatnlevrgjSi. Umoziuje inhibovat expresi jakéhokoliv transkiig
aktivniho genu a je flexibilni, tj. exprese intetfgcich RNA se fi pouZziti inducibilnich systéin
miZe zapinat a vypinat. Velkymiiposem RNAI je jeji schopnost vytkib odstugiovany KD, coz
umo#iuje studium dominantndédicnych poruch, zatimco KO metoda wyitvavirata jen s 0% (u
homozygotnich jeding ¢i 50% expresi genu (u heterozygotnich jedjnd/ektory nesouci gkolik
raznych interferujicich RNA sa@asré umoziuji inhibici exprese vice génsouwasré. RNAIi metoda
pomohla vytvéit transgenni zw¥ata u sawvi, kde klasické techniky reverzni genetiky jsou celi
omezené (krysa, koza a dalsi). Velkou vyhodou j@rost jeji aplikace v lidské terapii, kde KO
metoda neni eticky mozna. Nevyhodou RNAI je v3akainost docilit 100% sniZeni exprese genu
jako je tomu u KO, avSakada experimeiits drobnymi rozdily zopakovala KO fenotyp a zdazse,
pouZiti vektofi nesoucich vice interferujicich RNA proti totoZnBNA mazZe tento problém weSit.
Daldi nevyhodou RNAI jerada moZznych ,off-target” efekt & jiz sekverkné specifickych ¢i
nespecifickych, kterych se Izast&né vyvarovat optimalnim vydrem &inné sekvence a nastavenim
experimentalnich podminek. VSechny interferujiciARBe proto nejtive experimentakh ovéiuji in

vitro, jelikoz &innost KD je velmi individudlni a nelze jigdem ukit.



RNAI je dnes BZné pouzivanou metodoin vitro, av3ak jejiin vivo aplikace je stéle jest
omezena. Eelem této bakatgké prace je shrnout dosavadni poznatky o apliRAAi in vivo u
savdi. Ve své praci se zabyvam experimentalnim mySim feadePopisuji aplikace a efektivnost
SsiRNA pro kratkodoby KD a shRNA, miR-shRNA integemych do genomu pro dlouhodoby KD.
Rutinrg Ize dosahnout vysocesiiného KD na urovni celého organismu i ve specifiatk tkanich.
V dnesni dob se na fipravu RNAI transgennich 2wt pevazr pouZiva injekce do prvojadrd
infekce lentiviry, které vSak Usti v ndhodnou imeegy vektofi zpisobuijici individualni expresni profil
interferujicich  RNA.. Integrace a exprese shRNA/mIRNA z gedem definovaného a
vSudygitomre transkrigné aktivnihoRosa26 ¢i Hprt lokusu vede ke stejnicinnému KD jako je KD
dosazeny klasickymi metodami a navic je tento Kpradukovatelny &kolika nezavislymi
experimenty. Row¥ zavedeni S/IMAR do blizkosti promoitoaifidicich expresi interferujich RNA je
slibnou moZnosti pro ziskani stalsiho KD. Inducibilni KD pomoci Cre/loxP systémii
tetracyklinového (tet) systému uninfe pipravu organisiin s KO letalnim fenotypem, nezdtije
RNAI drahu Ehem vyvoje, zabituje vzajemné kompenzaci mezi geny aiippd tet systému je
tento KD reverzibilni. Existence vekfonesoucich &kolik ShRNA/miR-shRNA umaoiuje mnohem
efektivnsjSi KD ¢i KD nékolika riznych gefi zarovdi. RNAI je tedy dostataé G¢innou, specifickou

a rychlou metodou idou aplikaci pro studium funkce geim vivo.

5 ,Knock-outované® (KO) organismy

5.1 Uvod do historie
Mario R. Capecchi, Martin J. Evans a Oliver Smghabdrzeli wijnu 2007 Nobelovu

cenu Vv oblasti fyziologie nebo mediciny za objeviriBiples for introducing specific gene
modifications in mice by the use of embryonic steefis". Uk&zali, Ze embryonalni kmenové
(ES) buiky mohou byt specificky geneticky upraveny a potgkovany do mysi blastocysty za
Gcelem vytvdeni potomstva, které bude mit&my v DNA neseny v zarodaych buikach, a tyto
budou pedavany na dalSi generace.

Tento novy nastroj otéel dvae neu¥titelné mocné technologii dnes znamé pod pojmem
.gene targeting”, kter& dava vzniknout KO organism Kombinaci metod ,gene-targeting”
(cileny KO) a ,gene-trap” (nahodny KO) (Zambrowiez al., 1998) je dnes vytieno a
publikovano piblizné 11 000 KO mysi, avSak z toho je klasickych ciléni®© jen 3200. Navic
vétSina Echto mysSi neni vejné¢ dostupnd (pblizn¢ jen 740 cilenych KO mysSi je uloZeno
v ,International Mouse Strain Resource* (IMSR)jelikoZ byly vytvdeny v nespolupracujicich
laboratdich ¢i z komeeniho &elu. Z tohoto dvodu bylo vytvdeno ,The International Mouse

1 IMRS je dostupna na http://www.informatics.jax fmsr/index.jsp



Knockout Consortium* (IKMC), které sdruZuje &wvé agentury a jejich programw které se
zavazalo vytvit konstitutivni, kondiciované i reporterové KO mygo vSechny protein-kédujici
geny, které jsou klonovatelné. Tyto mysSi budou dpsé celé &decké veéejnosti, aby se tim
urychlilo studium funkce jednotlivych gén(Collins et al., 2007a; Collins et al., 2007b).
Alternativou klasického ,gene targeting“ jsou BAE€ktory, které umaiji cileny KO¢i razné
mutace rozsahlych sekvenci az do velikosti 70 kdgp dtandardni slozit&ipravy dedikovanych
cilicich vektoti (Valenzuela et al., 2003). Nahodné KO mySi mohmuikat ve velkém rozsahu i
chemickou mutagenezi (Hrabe de Angelis et al., P0@¥3Sak kuli naroinosti nasledné
identifikace vyazeného genu se dnes tato metoda Siroce nepobiévdére s rozvojem novych
celogenomovych sekvetEich technik niZze dojit k jejimu oZiveni.

Alternativu ke KO pedstavuje knock-in, kdy jeipodni gen pomoci homologni rekombinace
nahrazen mutovanym nebo jinym genem. Tim je vneggny vlioZen pod promotor a regina
sekvence fwvodniho genu, je exprimovan mistdho a neni tak vystaven périm efekiim nahodné
integrace. Vneseny gen byva tegtji pavodni pozminény genci jeho paralog, ale fize to byt i
Uplre cizi gen, nap reportérovylLacZ ¢i GFP, ktery pomaha uit expresni profil fivodniho genu
v organismuc¢i osud modifikovanych butk letalniho fenotypu (tzv. reportérovy KO) (Cohen-
Tannoudji a Babinet, 1998).

V nasledujicich kapitolach se budu vyhragabyvat vytvéenim cileného KO, jelikozZ tato
metoda poskytuje 100% inhibici exprese cilovéhaug@elece na urovni genomu). Metoda ,gene
trap” oproti tomu inhibuje expresi na transknp drovni (znénou sesthu mRNA), a tak nemusi
dojit vzdy dojit ke 100% inhibici exprese génu

5.2 Kilasicky postup piipravy knock-out mysi
KO mysi jsou pipravovany ve 2 etapach:

ES buiky jsou transfekovany vektorem obsahujicim netmilalelu cileného genu diky
vloZzenému genu pro antibiotikum pro pozitivni seiekS burk. Vné ramének pro homologni
rekombinaci vektor nese virovou sekvenci (HSV-ti) pegativni selekci ES bék, ve kterych se
vektor integroval nahodn tudiz cely a tyto ES nejsou schopné Zit na medantivirovou
substanci (ganciklovir). Na platrs antibiotikem a antivirovou substanci tedy vyoospouze ES
bunky geneticky modifikované pomoci homologni rekonatoi@ (¥tSinou még nez 0,1-1% vSech
ES burk).

2 Agentura NIH s programem KOMP: http://www.knockmause.org;

Agentura EC s programem EUCOMM: http://www.euconmgy.o

Agentura Genome Canada s programem NorCOMM: higggbmm.phenogenomics.cal/index.htm;
Texas institute for genomic medicine: http://wwgyti.org

3 Vice informaci na http://www.genetrap.org/



V druhé etap jsou ES biiky heterozygotni pro dany gen (frekvence homolagkdmbinace
na obou alelach soeasré je 0,0001-0,01%) injikovany do recipientni blaststy a geneseny do
nahradni matky. Vzniklé chimerni mysi settagg kiizi s homozygotnimi mySmi, aby s&iw, zda je
mutace inkorporovana do pohlavnich ®kinCast potomk je opst heterozygotni pro danou
genetickou modifikaci a tito potomci se mezi selbavzajem dale #izi. Dle Mendelovych zékdn
deédicnosti poté vznikaji vedle normélnich (wild type)tpmki bez modifikaci a heterozydot
homozygotni mysi, které maji modifikovanésab alely gislusného genu, a to v pém 1:2:1.

Alternativni metodou fipravy KO mysSi je tzv. tetraploidni agregacei které vznikaji
chimérni embrya, jez maji ténstriktné rozctlené populace buek. Zatimco z tetraploidniho embrya
vznikd pouze trofoblast a entoderm Zloutkovéhdékua z KO ES bugk vznika celé embryo a
mezoderm Zloutkového wu. Tato metoda je mnohem rychlejSi nez klasickarava KO, jelikoz
neni nutna selekce chimernichizatis cilenou alelou v zarotlgych buikdch. Nevyhodou je fakt, Zze
tato metoda pracuje pouze &ierymi hybridnimi ES bikami a vysoké procento embryi je
nespecificky letalnicki abnormalnich.

V posledni dob se objevila dal3i alternativaiipravy transgennich mysi, ktera sp@
v laserem asistovaném vpichnuti libovolnych rekarabtnich ES buik do 8-burkéného embrya.
Takto fipravena zwviata vznikaji pouze z ES bély jsou minimalnimi chimérami (0,1% oproti 2% p

tetraploidni agregaci), jsou @izdrava a vneseny gen je 100%aidny (Poueymirou et al., 2007).

5.3 Tkanové specificky a inducibilni KO
KO Zzivotrg dulezitych geri vétSinou vede k letalnimu fenotypi arteficielre vyvojoveé

defektnimu organismu v mnoha irelevantnich tkanpiltemz nas primagnzajima pouze KO
fenotyp v utité tkani. Tato limitace bylaipkonana s objevem misgtspecifickych rekombinéz:
Cre rekombinazy z bakteriofagu P1, ktera rozpozméigta ohrarienaloxP sekvencemi, a Flp
rekombindzy zScerevisiae, ktera rozeznav&RT mista (Cohen-Tannoudji and Babinet, 1998).
Diky témto rekombinazam byla vymyslena metodantké& specifického a inducibilniho KO.
Tato metoda je zaloZzena na principu aktivace rekoazy, ktera je fepisovana pod specifickym
promotorem a dokaze vy§it jen ugity gen ohrarieny rekombin&nimi misty. Takovy promotor
muze byt tkdowve specificky a pak vznika tké@veé specificky KO, kdy je rekombinaza
exprimovana konstitutivhpouze v wité tkani. Druhou moznosti je inducibilni KOfi gkterém
dojde k expresi rekombinazy ve vSech tkanich, lkelesjesenCre gen, pouze po expozici
specificke latce (tzv. induktor).

Tkahowe specifickyci inducibilni KO vznika v gkolika krocich. V prvnim kroku si musime
vytvorit pomoci homologni rekombinace homozygdtnd® mys, ve které vSechny fiky maji 21oxP
mista vloZzena do intrénokolo dilezitého exonu zacileného genu. V druhém krokuigrgvime

transgenni Cre mys, ktera je homozygotni@regen pod specifickym promotorem. JelikoZ jsou vSak

9



tyto Cre transgenni mySi¢bné dostupné, rizeme tento experimentalni krok vynechatiiZ&nim
loxP mySi s Cre mySi vznikaji potomci loxP-Cre,terch probih& rekombinace méakP misty ve
vSech buscnych typech, kde dochéazi k expresi Cre rekombinAkyivita rekombinazy je limitujicim
faktorem pro ginny KO a nemusi vzdy dostavat pro 100% efekt. Proto se Cre mysi nebo lox®-Cr
mysSi Kizi s mySmi heterozygotnimi pro cileny gen (UpIn® kedné alely), coz ve vysledku vede k
aplné ztrat funkce daného genu. Diky pouZiti tik&e specifickych promotdr mohou byt studovany
efekty KO ffiznych gei v raznych tkanich.

Existuje mnoho inducibilnich systémvyuZivajici k aktivaci antibiotika, signalizai
molekuly, metabolicky aktivni latky,izné malé molekuly (n&pdimerizery) a jiné latky. Dnes se
nejcastji pouzivaji tetracyklinové induktory. Inducibilpromotor pro rekombinazu funguje ve dvou
systémech: tet-on (transkripce gerddilpouze v fitomnosti induktoru) a tet-off (transkripce #&bv
piitomnosti induktoru). V promotoru se nachazi jedneice tetO vazebnych mist pro tetracyklinovy
represor (tetR), ktery se v n@omnosti induktoru vaze na promotor a fyzicky tatkuje transkripci
Cre rekombindzy. Porjglani tetracyklinu se represor uvolni, Cre rekordbije exprimovana a KO
probhne ve vSech tkanich, kdeQee gen gitomen. Obracehptsobi reverzni tetracyklinovy represor
(rtetR), ktery se vaze na promotor a blokuje trapskaz po pidani induktoru.

Oba vySe zmimé kondiciované postupy je mozné kombinovat pitpravu tkd@owve
specifického inducibilniho KO. Ten je zaloZen nanikm fazniho proteinu z Cre rekombinazy a
ligand-vazajici domény steroidniho receptoru. Tgkitrzni protein je exprimovan ve specifické tkani,
avSak je inaktivni. Teprve pdigani ligandu, ktery se vaZe na protein, a tidminjeho konformaci, se

aktivuje Cre rekombinazov4 aktivita (Babinet anch@w Tannoudji, 2001).

5.4 Problémy areSeni tkaiové specifického a inducibilniho KO
Diky limitované aktivit Cre rekombinazy se vyt#eni kondiciovaného KO musfidit

nasledujicimi pravidly (Cohen-Tannoudji a Babink298): 1) exon, ktery je ohrasin loxP misty,
musi Zistat funkni, 2) exprese Cre rekombindzy musi bfisgg kontrolovana, tj. omezena jen na
ur¢ité buiky nebo tk& a 3) Cre rekombindza musi byt schopna vyrekomlaindany exon ve vSech
bunkach dané tk&h

NejpouzivaijSim teSenim je integrace konstruktu obsahujicie gen pod expresi
specifického promotoru nahogido genomu, ale v tomtoripadt je Cre gen vystaven pognimu
efektu. Druhou moznosti je knock-i@re genu do jedné alely endogenniho genu se speaificko
expresi v daném typu beky ktera je vSak komplikovaisi (Cohen-Tannoudji a Babinet, 1998).

Hlavnim problémem inducibilnich systénzavislych na represoru je nekompletni stéricka
represe transkripce, a takKibe dochazet ke slabé expresi i v neindukovanénu skro ekonani této
komplikace se do promotoru vklada vietO sekvenci. Nevyhodou takové multiplikace je falkt,sé

promotor oslabi a népahuje tak efektivh RNA polymerazu. Réemz plati, Zeim vice vloZenych
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tetO mist, tim vice dochazi k oslabeni jeho aktivithddg et al., 2007). Dalsi moznosti je zvysSit
expresi samotného represoru tetR (Zhang et al7)20@ouziti fuzniho proteinu slozeného z DNA
vazebné domény tetR a domény omlijici transkripci. Tento protein #e mit na transkripci
pozitivni vliv, tj. pomahat sestaveni ini¢idho komplexu, tzv. tet-transkeipi aktivator (tTA), resp.
reverzni transkrigni aktivator (rtTA) (Babinet and Cohen-Tannoudji, 200%), negativni vliv, tj.
transkripci blokovat, naptTRKRAB fuzni proteinSzulc et al., 2006).

6 RNA interference (RNAI)

6.1 Uvod do RNAI
V roce 2006 byla ulena Nobelova cena v oblasti fyziologie a medichay objev “RNA

interference — gene silencing by double-stranded'RAhdrew Z. Firovi a Craigu C. Mellovi. Tito
laureati ukazali, Ze kratké dvimgzcové RNA (dsRNA) jsou €. elegans schopné undbvat geny na
zaklad své sekvetni komplementarity procesem zvanym RNA interfere(RBIAi). Tento objev

otewel moznost vyuziti této metody jako alternativy lasickému KO. Zéarowve vzbudil zdjem o

pochopeni jejiho mechanismu &emi proces, kterych se v organismuastni. Zjistilo se, Ze dsRNA
molekuly syntetizované uviitbuiky, tzv. microRNA (miRNA), mohou sniZiti dokonce zrusit

expresi endogennich gem jejich spravna funkce je nutnd nejénvyvoji organismu a diferenciaci
burgk, ale také pro udrZeni fyziologickych funkci Bkna tkani. V @iznych organismech
zprostedkovavaji interferujici RNA rezistenciiéi exogennim patogennim um a brani mnozeni
parasitickym mobilnim genetickym elemént uvnitt genomu.

Dnes je zndmo, Ze efektorovy komplex RNAI, tzv. RIGRNA-induced silencing complex),
miZe kontrolovat genovou expresi na drovni transkriptzv. transkripni genové undeni (TGS),
nebo na postranskipi Urovni, tzv. post-transkrimi genové undeni (PTGS).

Transkrigni genové undleni bylo poprvé pozorovano u rostlin, ale od téydbpla jeho
funkce prokdzana 8. pombe, C. elegans, D. melanogaster a také u savic TGS je zfisobeno jednim
rettzcem siRNA, tzv. ,guide“fettzcem, ktery je zainkorporovan do chromatin remagehe
komplexu a ktery ho cili do promotorovych obladgé dvé komplementarity. Toto cileni tgwobi
metylaci cytosif a histoi v promotorovych oblastech a naslednou tvorbu betepmatinu a
umiéeni genu komplementarniho k danému ,guidkézci.

Post-transkripni genové undeni bylo pozorovano u v3ech znamych orgafidhmvni drahou
PTGS je sekvaemé specificka degradace cilovych mRNA pomoci k ninelackomplementarnich
siRNA. Tato draha je né&gsgji pouzivand KD metodou, ve které se vyuZiva trakas¥anych
syntetickych siRNA pro kratkodoby KD nebo vekidtodujicich viasenky shRNA/miR-shRNA pro
dlouhodoby KD. shRNA jsou viasinsiRNA, jejichZ fettzce jsou spojeny smnikou. miR-shRNA

mimikuji strukturu prekurzdér miRNA, tzv. pri-miRNA, a jsou tudiZz zpracovavan@jsou drahou
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jako endogenni miRNA, ale&iti cilové mRNA shodh jako siRNA. Alternativni drdhou PTGS je
pouha blokace translace a regulace stability mRhRgliv tedy degradace cilové mRNA, pomoci
pouzecasteéne komplementarnich miRNA. U sav@xistuje jediny RISC a o PTGStignbu umteni
genové exprese tedy rozhoduje pouze komplementaeta ,guide” fettzcem a cilovymi mRNA,

nezalezi tedy naipodu kratkych dsRNA.

6.2 miRNA — genomova organizace, transkripce a jaderngpracovani
MiRNA jsou endogenni regwlai RNA molekuly, které reguluji nejmé&n30% protein-

kodujicich geit (Martin and Caplen, 2007).
VétSina ged pro miRNA je gepisovana RNA polymerazou Il. Primarni transkriptiRNA
se nazyvaji pri-miRNA. Mnoho génpro miRNA se vyskytuje na chromozomech vedle sabe
prepisuji se jako polycistronni transkripty. Velky&pb sa¢ich miRNA leZi v intronech protein-
kodujicich geih a maji tedy stejnou regulaci transkripce jako doéyproteiny (Liu et al., 2008).
Typickd monocistronni pri-miRNA je tw¥ena vldsenkou sestavajici se z 33 nt dlouhého
dvourettzcoveho Useku s termindini sthpu a dvou nestrukturovanych jedatszcovych kond.
Tento primarni transkript je v jé&l rozpoznan multiproteinovym komplexem. Hlavnimi
komponentami tohoto komplexu jsou dsRNA vazajicitgin DGCR8 a RNéaza Il Drosha. DGCR8
vaze pri-miRNA a fivadi je do blizkosti RNazy Drosha, ktera Stipeutetzcovy Usek pri-miRNA a
tvoii tak 70 nt pre-miRNA s dvdattzcovym Usekem a srilgou (Liu et al., 2008) (viz Obr. 1).

G
' pre-miRNA dsRNA
il == P i TRIEAY P
/gi ]Micrcprocessor B 45 .
- )
pri-miRNA Dicer
/ \ =
S ]
Drosha 2 ; \@ ——— IEECTTRD T ,@ e
DGCRS pre-miRNA e R
b o N s .'
Exportin 5
Degradation
Dicer
Ago
P T et RISC
miRNA
Nucleus Cytoplasm b

Obr. 1: miRNA draha (f@evzato z Liu et al., 2008)

Hotové pre-miRNA jsou exportovany z jadra do cyasphy k dalSimu zpracovani pomoci
RanGTP a exportinu-5 (Exp-5). V cytoplazie RanGTP hydrolyzovan na RanGDP, coisngbi
jeho disociaci spote¢ s Exp-5 od pre-miRNA. V Exp-5 KD pokusu byly smizekoncentrace pre-
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mMiRNA nejen v cytoplaz#) ale i v jade. Z toho vyplyva, Ze Exp-5 jeikkZity i pro stabilitu pre-
miRNA v jadre a jejich ochranuipd degradad(Liu et al., 2008).

6.3 Zpracovani pre-miRNA a dlouhych dsRNA v cytoplazné a sestaveni RISC
V cytoplazng jsou pre-miRNA rozpoznavany dalSi RNazou Il zvamicer, kterd je Stipe na

zralé 22 nt dlouhé miRNA s 3" koncovymi 2 riegahy. Zaroue je Dicer schopen vazat i dlouhé
dsRNA a Sfpit je na 21-23 nt dlouhé siRNA roth s 3" koncovymi 2 ntigsahy (Liu et al., 2008)
(viz Obr. 1).

Samotny Dicer se sestava&kalika domén. NejilezitéjSi je PAZ doména, ktera rozpoznava
3" koncové 2 ntiesahy pre-miRNA a dsRNA-vazajici doména, ktera \idehé dsRNA (Liu et al.,
2008). Aktivnimi doménami Diceru jsou &WRNazové domeny, jejichZz kazdé nezavislé katalgtick
misto S¢pi jedenietzec pre-miRNA/dlouhé dsRNA a tagsré 22nt od 3" konce a tvbtak 3°
koncové 2 nt fesahy (Filipowicz et al., 2005). \fipac dlouhych dsRNA se procesiie rékolikrat
opakovat a vytviit mnoho funknich siRNA.

Dicer v cytoplazmi interaguje s TRBP a pomaha navazani ,guid#zce miRNA/siRNA na
enzymaticky aparat RNAi RISC (Tolia and Joshua-T2)Q7). TRBP slouZi jako senzor stability,
ktery rozpozna 5" konec €tgi termodynamickou stabilitou parovani bazi a vegena j, zatimco
Dicer se vaZe na opay konec. Zda se, Ze Wb, guide” fetézce je zavisly pr&vna termodynamickée
stabilitt parovani bazi na 5 konci. ,Guidggttzec, ktery ma mensi stabilitu, je zabudovan deéhal
RISC, zatimco druhy, tzv. ,passenge€tzec, je degradovan.éBem vazby siRNA/miRNA na
Argonaut protein (Ago) dochazi k disociaci ,passatigettzce od ,guidetetézce 2 zgsoby (Tolia a
Joshua-Tor, 2007). Prvni, tzv. ,passenger strarghvelge mechanism“, zahrnujgepos celé
dvourettzcové SiRNA/miIRNA na Ago, nésledné¢@eni ,passengerfettzce Ago proteinem a
disociaci roz&peného fettzce od ,guide“ rettzce. Druhy, tzv. ,bypass mechanism®, jehoz
mechanismus zatim nenfegré zndm, pepoklada existenci helikazy, ktera reliddvouretézcove
SiRNA/MiIRNA od sebe a na Ago se vaZze uZz jen ,guidettzec. Prvni zpsob vyuZivaji
SiRNA/mMIRNA, které se vazou na enzyngosktivni Ago jako je Ago2, druhy vyuZivaji miRNA
vazici se na neaktivni Ago (Preall a Sontheime®@520

Slozeni RISC je u saucspol&né pro miRNA i siRNA. Funéni RISC byl izolovan virznych
formach o @znych velikostech a komponentach (Filipowicz et aD05). Rozdil ize spgivat v
pouZiti rozdilnych bu¢k pro izolaci¢i v rozdilnych technikach izolace RISC nebo v ofoji
Minimalni aktivni RISC je sloZzen z jednohitena proteinové rodiny Argonaut a ,guidéstzce
MiRNA/siRNA (Filipowicz et al., 2005). Nedavno vshkl izolovan lidsky RISC, ktery se skladal z
Diceru, TRBP a Ago2. Tento komplex byl desetindsofiektivrgjSi v umkovani gei diky S€peni
pre-miRNA neZ fi pouZiti uz kratkych hotovych siRNfPreall and Sontheimer, 2005). To dokazuje,
Ze nejmenSi dostates efektivni RISC se paténsklada z Diceru, TRBP a Ago2 s navazanou ,guide*

RNA.
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Argonaut protein (Ago) ma endonukleazovou aktiviuje Sépici komponentou RISC.
VSechny Ago se skladaji ze 4 domén: N-koncové, Ramény, sedni domény a PIWI domény.
PAZ doména stefnjako u Diceru rozpoznava 3" koncove 2 mieégahy siRNA/miRNA a vaze je
nezavisle na sekvenci.i8tini doména svymi aminokyselinovymi zbytky intefjagsibazi a fosfatem
na 5 konci sSIRNA/miRNA progednictvim iontovych interakci. PIWI doména ma stoult i funkci
podobnou RN&ze H, avSak konzervovanym &mika motivem je zde Asp-Asp-His, ktery je
zodpovdny za Stpeni specifickych mMRNA komplexem RISC. Tento komegany motiv nize
casteéne vyswitlit rozdilné aktivity Ago proteifi. Jakékoliv mutace vtomto motivu mohou vést ke

ztréde endonukledzové aktivity (Tolia a Joshua-Tor, 2007)

6.4 Funkce RISC
SIRNA a miRNA maji odlisné mechanismy wmhi gemm v zavislosti na nie

komplementarity bazi mezi ,guidééttzcem a cilovymi mRNA a na povaze Ago uviiSC.

V8echny siRNA jsou zcela komplementarni k cilovynRMA a jsou navazany na
enzymaticky aktivni Ago2. Po navazani RISC tialpSnou mRNA zfisobi Ago2 jeji roz&peni mezi
10. a 11. nt od 5" konce ,guidéetzce, zatimco ,guidetettzec Zistane neporusSen aude navést
RISC na dalSi cilovou mRNA. Jednou sloZzeny aktiRi$C miZe tedy rozStipat gkolik desitek
cilovych mRNA. Ri Sttpeni mRNA vznikaji 5° fosfatovée a 3" hydroxylové nke, které jsou
rozpoznané exonukleazami, coz vede k nasledné ategrailovych mRNA (Liu et al., 2008) (viz
Obr. 2 vlevo).

VétSina savich miRNA se vaze na 3" niggkladanou oblast (3"UTR) cilovych mRNA a neni s
nimi absolut® komplementéarni, obsahujeékolik ,mismatch“ nukleotid. Navic se miRNA vaZzou na
enzymaticky neaktivni Ago, coZz &gobuje, Ze tyto RISC pouze inhibuji translaci mRNiAje
destabilizuji indukci deadenylace, aldnmo je nelipi (viz Obr. 2 vpravo). Existuje vSak Ekolik
vyjimek, kdy sa¢i miRNA piimo Sgpi cilové mRNA v pipadt, Ze jsou k nim zcela komplementarni

a vazi se na Ago2. Age2

3“HO rrrrrrrrrrrmrrrrre 8P i
 7m T AAAA=T R /
5 GpppG 3" mRNA Target f! \

/ 3
/

/ *

— & — L HOmTIE  (TmP-5
. _— 7 W W ) aaa

5-7MGpppG ———————OH-3 5-P— AAAA-T /
L l Inhibition of Translation
Decapped and degraded by Degraded by 5'-exanucleases \ j ]
5-exonucleases & 3'-exonucleases & 3-exonucleases mRNA Deadenylation & Degradation

Obr. 2: Skpeni cilové mRNA pomoci siRNA (vlevo) a inhibicearslaceéi indukce

deadenylace cilové mMRNA pomoci miRNA (vpravakefzato z Liu et al., 2008)
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Experimentalni a bioinformatickériptupy ukazaly, Ze pro rozpoznani cilové mRNA RISC
komplexem je dlezitd perfektnici témei perfektni komplementarita mezi 5° koncem ,guidetzce
miRNA a cilovou mRNA v tzv. ,seed” regionu. Parovamazi na 3" konci miRNA neni pro
rozpoznani khboveé, avSak rize pomoci rozpoznani cilové mRNA zaregpokladu nizsi
komplementarity na 5° kon¢i umocnit jeji inhibici translace. Na 3'UTR mRNA s#&Ze vyskytovat
vice vazebnych mist prakolik RISC obsahujici stejnou miRN& rozdilné miRNA, coZz umatije
inhibici cilovych mRNA (Liu et al., 2008).

Ackoliv pavodni studie ukazovaly, Ze miRNA navazané na RI®Gze inhibuji translaci
cilovych mRNA bez ovlivani jejich stability, od té doby bylo prokazano, deita c¢ast cilovych
MRNA je degradovana diky zvySené deadenylaci jgjally(A) konai zpisobené RISC. Zarouegato
studie prokazala, Ze tato deadenylace nésliedkem sniZené translace a naopak poly(A) konet ne
nutny pro inhibici cilovych mRNA (Wu et al.,, 2006)o0 ukazuje na moZznost, Ze miRNA sniZuji
expresi cilového genu pomoci dvou mechaiigimhibice translace a napomahani degradace cifovyc
MRNA pomoci jejich deadenylac&imz se mMmRNA stavaji nestabilni a cilem cytosolitkyc
exonukleaz. Navic je dokazano, Zze RISC komplexgw&manymi cilovymi mRNA lokalizuji do tzv.
.P-bodies”, coZ jsou mista v cytoplagmktera obsahuji nadbytek enz§nmpro tzv. ,decapping",
deadenylaci a degradaci mRNA (Liu et al., 2008).

Pavodre se gedpokladalo, Ze RISC jefippmen pouze v cytoplazmV posledni dob viak
bylo dok&zano, Ze RISC jeifpmen také v jaied a jiz zde Stipe cilové mRNA. Experiment navic
prekvapiv ukazal, Ze fiblizné 40% cilovych mRNA je gpena v jate a zbylych 60% v cytoplazm
(Robb et al., 2005).

Zatim neni zndmo, jak je RISC regulovany, jakynisgbem interaguje s dalSimi proteiny

ovliviiujici mRNA a jak funguje ,bypass mechanismus”. Be zatinteka na odpasdi.

6.5 Tkanoveé specificky a inducibilni knock-down
Kondiciovany KD ma stejné uplatni i problémy jako tkéové specificky a inducibilni KO (viz

kap. 5.3 a 5.4)Pouziti RNAI sodasré prinaSitadu dalSich vyhod a nevyhod. Zvia§e treba
davat pozorv souvislosti s konstitutivni expresi interferigit RNA na moznost saturace RNAI
drahy, ktera zfisobi nejen sniZzenou efektivitu KD, ale i smrt #un dasledku poru3eni rovnovahy
udrzované endogennimi miRNA. Omezeni tohoto negtitiv &inku exprese shRNA/MiR-shRNA
mizZeme docilit nizkym piem integrovanych vektardo genomui inducibilnim KD.

KD je nevratny v pipad pouZiti rekombinaz Crei Flp. Tento KD se pouZivad ve dvou
variantach, které maji opay efekt. Prvni spousti expresi interferujicich Rpé\vyStpeniloxP/FRT-
ohrantené sekvence (tzv. stop sekvence) lezZici tgribmotoru, resp. uvrfitsmyky pro shRNA,
ktera ruSi aktivitu promotoru a tim brani expreseiferujicich RNA, resp. vznika pouze jedno vlakno

shRNA a RNAI je nefunkni. Naopak druha varianta, kdy rekombinaza vyStgamotnoloxP/FRT-
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ohran&enou sekvenci obsahuijici interferujici RNA, u&iokonstitutivni KD a bitka se vréati ke svému
wild-type fenotypu (Wiznerowicz et al., 2006)iftava &chto mySi i mechanismus jsou analogické
jako u KO (viz kap. 5.3). Konkrétniixlady vyuZziti tohoto systémin vivo popisuje kap. 7.2.1.5.
Velkou vyhodou RNAI je moznost vratného KD vigad pouZiti farmakologickych latek
ovliviiujicich expresi interferujicich RNA. Sté&jfako u inducibilniho KO jsou konstrukty zaloZerg n
vazl® tetR¢i rtetR natetO sekvenci a regulaci exprese interferujicich RNduktorem. Konkrétnin

vivo aplikace popisuji kap. 7.2.1.5a 7.2.2.3.

6.6 Problémy areSeni RNAI experimeni
VS8echny RNAIi experimenty s#fuji ke stejnému cili — maximalizacic¢inosti KD a

minimalizaci tzv. ,off-target efekt. Pro maximalni &inek KD pi minimalnim pdtu kopii
interferujicich RNA v genomu je vyt¥enaiada algoritni, které predikuji vhodné siRNAXestoze
se kritéria u jednotlivych predikich program ¢aste&né lisi, zakladni principy jsou vzdy stejné.
Konkrétre se jedna o zastoupeni GC parsiRNA v rozmezi 55-60%, SiRNA jergdnosts
namiena do takové oblasti mMRNA, kde neni predikovardn@é&ekundarni struktura, a proto je
pristupnd pro RISC. Zakladni kontrola specifity siRNASem spéiva ve velmi pisném
prohledani komplementarnich sekvenci BLAST algagitmtak, aby se vyl@ila moznost, ze

predikovana siRNA bude rozpoznavat i jiné mRNA bédané cilové mRNA.

6.6.1 Sekvertné nezavislé ,off-target” efekty

Obecnym nezadoucim efektem RNAIi experiniejgt inhibice vnitni aktivity RNAi drahy
diky saturaci Exp-5 ip nadn&érné expresi sShRNAiI miR-shRNA (Cullen, 2006). Gbvlasenky ho
potrebuji pro swuj export z jAdra, a protofipjeho saturaci je jednak snizena efektivita KOk ta
funkénost endogennich miRNA. Tento fakt byl potvrzéngxperimentu, kdy nadémna exprese Exp-
5 vedla ke zvySeni aktivity RNAi a obnoveni funkeedogennich miRNA (Martin a Caplen, 2007).
Toxicita vysokych koncentraci shRNA byla prokazamaivo imrtnosti mySi nezavisle na sekvenci
shRNA (Martin a Caplen, 2007). Proto je pro efekitia netoxicky KD nutné pouzit interferujici RNA
koncentrace individualni pro jednotlivé hgné typy (Cullen, 2006). Alternativni metodou
vyvarovani se saturace RNAI drahy je pouZiti intilisich promotod.

Druhym sekve#né nezavislym efektem je stimulace interferonové (llepowdi typu | diky
ptitomnosti dsRNA (Cullen, 2006), nappti virové infekci. Rivodné se gedpokladalo, Ze siRNA
mensi neZz 30 nt nespusti imunitni od@aby dodnes byla publikovangada studii, kde se tato
skute&nost vyvratila (Martin a Caplen, 2007). Produkcé IEypu | je indukovana prasdnictvim
aktivace dsRNA-dependentni protein kindzy (PKR)an€hR receptak v endozomech a na povrchu

burgk. V obou gipadech je zavisla na koncentraci shRNA, miR-shRWNAIRNA a na bu&ném

v s
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téchto nezadoucich efakmize @byt i moznost chemické modifikace siRNA, ktera al aktivaci
PKR (Martin a Caplen, 2007). Skutest, Ze i cytosolické dsRNA véazajici receptory RHIGIDA-5
spousti IFN odpasd’ v piitomnosti interferujicich RNA, zatim nebyla prokaaa

6.6.2 Sekvertné zavislé ,off-target” efekty

Zasadnim sekven¢ zavislym ,off-target” efektem jecasténd komplementarita mezi
cilovymi mRNA a ,off-target* mRNA (Cullen, 2006) Qff-target* mRNA jsou obohaceny o ty, které
obsahuji komplementarni baze mezi jejich 3'UTR ®maheeremci heptamerem (pozice 2 2-8)
.seed" sekvence na 5 konci ,guidéettzce siRNA (Martin a Caplen, 2007). Na zakaohoto
zjisteni vznikl novy algoritmus, ktery tuto skdteost bere v Gvahu, a byla vytema nova databaze s
validovanymi siRNA pod nazvem siRTato databéze je tak dalsim zdrojem publikovarsietNA
vedle u? existujicich databazi siRecOraHuSiD4 PouZitelnostdchto zdroj je vSak nizka, jelikoz
nejsou pravidel aktualizovany. B navrhu siRNA jeiteba brat v ivahu moznost, Ze se i ,passenger”
fettzec miZe zainkorporovat do RISC a nespecifick§piitjiné mRNA, a proto je nutné interferujici
RNA vymyslet tak, aby se tomuto efektu zabranil@&tSiha prediknich program v3ak s touto
moznosti peita, a tak ji nemusiméesSit. Pokud si if@ci jen nejsme jisti, Ize zabranit v&zb
interferujicich RNA k vyvarovani se ,off-target“a¥fti (Martin a Caplen, 2007). Navic lIze tento efekt
jeS€ minimalizovat pouZzitim sisi interferujicich RNA proti stejné mRNA, aniZz bygh sniZili
efektivitu KD. Principem této moznosti je fakt, Zeespecifické ,off-target* efekty zaloZzené na
casténé komplementaritse snizuji skolikanasobn rychleji nez specifické efekty, a tak pouZzitim
nizSich koncentraciékolika interferujicich RNA misto jen jediné snizim®znost ,off-target” efekit
na minimum. Tohoto efektu vyuZivaji jak firemni sgtické siRNA (spolénosti Dharmacon, Ambion,
Qiuagen), tak i Siroké genomové knihovny (Kittleae, 2007).

DalSim sekvetn¢ zavislym ,off-target* efektem RNAi experimenfe opt spus¢ni IFN
odpowdi typu |. Tentokrat vSak efekt probiha v zavislost schopnosti TLR receptorozpoznat
ur¢ité nukleotidové motivy v sekvenci siRNA, zvla3pak motivy bohaté na GU. JelikoZ se TLR
nachazeji na povrchu bélna v endozomech, tento efekt se netykarmdiexprimovanych shRNA a
miR-shRNA (Cullen, 2006). i#P aplikaci siRNA ntizeme tomuto ,off-target* efektu zabranit
nepouZzivanim stimutamich motivi pro TLR ¢i pouZitim chemicky modifikovanych interferujicich
RNA (Martin a Caplen, 2007). V séasné dob neni znamo, zda také RIG-1/MDA-5 jsou schopny

rozpoznat utité nukleotidové motivy v sekvencich interferujiciRNA stejré jako TLR.

* Databaze jeifistupna na http://biotools.swmed.edu/siRNA/
® DatabAze jeifistupna na http://sirecords.umn.edu/siRecords/
® Databaze jeifistupna na http://www.human-siRNA-database.net/
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6.6.3 Specifita RNAI experimenti

Ackoliv je dilezité minimalizovat moznosti ,off-target” efékttato optimalizace v Zaddném
pripad nenahrazuje potvrzeni specifity KD. Tu Iz&itungkolika zpisoby a jejich satasné pouZiti
dokazuje hodnasrnost sledovaného fenotypu.

Uginnost KD se vzdy potvrzuje specifickym snizenimnéentrace cilové mRNA nebo
proteinu pomoci real-time PCR Western blotu oproti neztnéné koncentraci ,housekeeping®
kontrolni mRNA ¢i proteinu. VSechny RNAIi experimenty byém obsahovat jednu nebo vice
negativnich kontrol. AvSak tyto kontroly by n&mbyt prdzdné, ale vzdy nést siRNA, shREANIR-
RNA proti nezavislému genu, napsFP, aby se vylatila moznost obecné inhibice RNAI drahy. O
specifi¢ fenotypu tyto kontroly v3ak ifi8 nevypovi (Cullen, 2006). PouZiti celogenomdvyc
expresnicheipa ma vyrazi lepSi vypovidaci hodnotu, avSak diky jejich fit@innar@nosti stéle
vétSina laboratti dava pednost pouzedkolika negativnim kontrolam.

LepSi metodou pro zji&i specifity KD je pouZiti 3 a vice rozdilnych irferujicich RNA
proti rozdilnym Usekm cilové mRNA. Pokud jejich nezavislé pouZiti vekie vzniku stejného
fenotypu, je pravépodobné, Ze sledovany fenotyp jéigpbeny inhibici daného genu (Cullen, 2006).

Klicovou kontrolou pro vSechny RNAIi experimenty je obmmi fenotypu po expresi
rezistentni formy mRNA proti RNAi z vneseného veltotzv. ,rescue” experiment. Nejjednodussi
moznosti je pouZiti interferujici RNA cilené do 3TR, pak pro obnoveni wild-type (wt) fenotypu
stai v buice exprimovat mRNA bez 3" UTR. AlternativimizZe tzv. ,rescue“ mRNA obsahovat
synonymni mutace v cilové sekvenci uyrsvé kodujici sekvence. Z tohotévddu jiz nadéle neni
cilem specifické interferujici RNA, ale diky degem@ genetického koédu e vznikat gvodni
protein, ktery obnovi wt fenotyp. Je nutno vSak m@omenat, Ze existuje moznost, Ze se ,rescue”
MRNA nebude dostata¢ exprimovat z vneseného vektoru, a tim se stdeékiatrola nepouZzitelna
(Cullen, 2006). Row¥ je mozné, Ze pozorovany fenotyp je vysledkem koaqe mezi cilovou a
nespecifickou mMRNA a tuto interakci neodhalime @mito ,rescue“ experimentem. Pro potvrzeni
fenotypu je proto nutné pouZziizné experimentélni podminky (ffafind metoda transfekce btk
pouZziti SIRNA jako kontrolu fenotypu shRNA) (Mart@nCaplen, 2007).

7 RNAI in vivo

S objevem fungujici RNAIi v sg&ich somatickych hikach se otaela moznost pouziti této
metody také vn vivo experimentalnich modelech a lidské medicitacilit mizeme jak zarodmé
buiky, tak i kmenové somatické fiky a jejich nasledné diferencované Bime linie. Z hlediska
Gcinku miZzeme stejé jako v burénych kulturach rozglit KD na kratkodoby a dlouhodoby.
Kratkodoby KD je zprogedkovan syntetickymi siRNA, zatimco dlouhodoby Kipugiva shRNAG
miR-shRNA integrovanych do genomu, které jsétsiwmou do buik virové transfekovany. Specifita a

dostaténa Einnost KD se u vSecn vivo experimeni nejprve o¥tuje na urovniin vitro pomoci
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kotransdukce vektoru exprimujiciho sledovany gerlgorem exprimujicim specifickou interferujici
RNA. Jako negativni kontrola slouZi s&$tji kotransdukce vektoru obsahujiciho luciferahuc) ¢i

~green fluorescent proteinGQFP) spolu s vektorem exprimujicinfipluSnou interferujici RNA.

7.1 Kratkodoby knock-down in vivo
Poprvé byl KD pouZitin vivo k transientni inhibici exprese derv jatrech dosglé mysSi

(Lewis et al., 2002; McCaffrey et al., 2002; Sortgak, 2003). VSechnytit experimenty vyuzily
syntetickych siRNA, které byly dopraveny do hepstbcpomoci hydrodynamickych metod, tj.
vstiiknutim velkého objemu fyziologického roztoku s NiR proti konkrétnimu genu do ocasni Zily.
Lewis a McCaffrey pouZzili pro aweni &innosti KD in vivo sowashou koinjekci plazmidu
exprimujiciluc spole&né s siRNA protiluc genu. Oba dosahli specifického 81% (McCaffreylgt a
2002) a 80-90% (Lewis et al., 2002) KDc genu. Lewis pozoroval navic st&jdcinny KD i v
ostatnich organech — slegjnplicich, ledvinach a slinivceti8ni (Lewis et al., 2002). McCaffrey
doplnil tento experiment o terapeutickou moznosicfitkého KD virovych mRNA. Plasmid nesouci
fuzovanyluc s regionem kodujici HCV polymerazu byl injikovgoosiné s siRNA proti genu HCV
polymerazy do ocasni Zily, coz vedlo k 75% redualktivity luc diky specifickému KD virové mRNA
(McCaffrey et al., 2002). Lewis a Song déle slediovanhibici exprese endogenniho genu a oba
ziskali signifikatni redukci mRNA i proteinu az t&hke 100% (Lewis et al., 2002; Song et al., 2003).
VSichni i ukazali, Ze mira inhibice je zavisla na koncetitrgiRNA injikované do Zily¢im vice
siRNA je aplikovano, tim &inngjSiho KD je docileno (Lewis et al., 2002; McCaffrey al., 2002;
Song et al., 2003). Zarokesledovali i poldas RNAI, ktery se v obou studiich liSil. Zatimcowie
sledoval inhibici jen par dni diky KD vneseného gaaniho genu exprimovaného na plazmidu (Lewis
et al., 2002), Song pozoroval RNAI stabilni i pasele dnech, jelikoZ studoval inhibici endogenniho
Fas receptoru (Song et al., 2003). Mozny rozdiéleeltrvani je nejspiSe igpoben nizsi fyziologickou
hladinou mRNA v druhémifpact. AvSak oba sledovali aktivitu RNAi podstatdéle nezZ je tomu u
burgenych linii, které se vicedtl a siRNA se tak rychleji Migd’uje a sniZuje svoji aktivitu. Existuje tu
tedy moznost, Ze pro kratkodobé terapeutické viymEbude pdeba pouziti expresnich vekiopro
stabilni KD, ale pouze opakované systémové podBNA in vivo.

Této mozZnosti se ujaléada laborath a vymySleji nové postupy, jak dopravit syntetické
siRNA do cilovych orgain Zainajici experimenty vyuZivaly pouze holé siRNA, alvgy jsou v
krevnimfiecisté velmi nestabilni, a proto se pouZivaji pouz&ipad moznosti pimého vpichnuti do
organu - ¢i, plice¢i CNS. Ri systémovém podani je nutné v krevniglisti ochranit siRNA proti
exonukleazadm, musi se zajistit jejich stabilitaolde®zcova struktura), dobry tropismus a zabranit
nespecifické imunitni odp&di. Dodnes byla vymySlenada mozZnosti, jak toho docilit, a v gaané
dobs se intenziva pracuje na dalSich a jeéSefektivrgjSich metodach. siRNA vyt komplexy
s nejiizrejSimi polyvalentnimi a nabitymi latkami a mame ta& vykEr jejich dopravu pomoci

nabitych ¢i nenabitych lipozor a lipoplexi, polymefi na béazi dynamickych polykonjudgét
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nana@astic odvozenych od cyklodextrinu, chitosanu. Dai#izeme siRNA konjugovat s
cholesterolem, cozZ zajisti jeji inkorporaci do Lpartikuli acast&ne ovlivni i jeji tropismus, nebo ji
konjugovat s aptamery a neposlethd mame na vydr peptidové a proteinové komplexy. Pro vice
informaci odkazuji na souhrnn§lanek, ktery detaikh popisuje vySe zmimé zmisoby dopravy

syntetickych siRNA a moznosti jejich aplikace ské medicit (de Fougerolles, 2008).

7.2 Dlouhodoby knock-down
Dlouhodoby KD je umoZin expresi interferujicich RNA uviitburgk podmirgné jejich

integraci do genomu hostitelskéily. Tato exprese je stabilni , tj. &kem se nesniZuje, a jédicna.
Pro absolut# stabilni KD je vSak nezbytné omezit epigenetickagulaci na minimum (viz konec této
kapitoly). Velkou vyhodou této jednorazové aplikgeei mensi finatini nar@nost nez je tomu u
syntetickych siRNA. Interferujici RNA zaloZené n#senkdch mohou byt rodeény do dvou
kategorii podle toho, kterou RNA polymerazou (RN#)psou episovanySvoboda, 2008).

RNA pol Ill pouZivaji promotory HEi U6 a fFepisuji ShRNA, které jsou zak&amy rékolika
thymidiny pro ukokeni transkripce. Jedna se o jednoduché vlasenk9-211nt dlouhém dsRNA
Useku s 4-9 nt dlouhou spojujici sthgu a 3" koncovym 2 ntipsahem, ktery je nutny pro export z
jadra a rozpoznani ,guide‘ettzce komplexem RISGSvoboda, 2008) (viz. Obr. 3). Tyto kratké
shRNA nejsou v cytoplazgnSgpeny Dicerem, jelikoZ jejich dsRNA Usek je krat®znv jaké
vzdéalenosti od 3" konce &ti dsRNA Dicer. Fedpoklada se, Ze tyto shRNA jsou v cytopléazm
rozpoznavany endonukledzou, kterépBtedndettzcovou oblast sniky, a tim vznikaji z shRNA
funkéni siRNA (Siolas et al., 2005). Vyhodou RNA pol promotofi je jejich vysoka aktivita ve
veétSing burgk a vysoké hodnoty KD pomoci shRNA i moznost indiniho KD. Proto se tyto
promotory vyuZivaji k vytvieni transgennich zét, ve kterych chceme docilit KD na drovni celého
organismu, tj. ve vSech b&mych typech. Pro docileni exprese interferujicidtARpouze v ukité

tkani se pouzivaji promotory RNA pol Il, které umiaj tkénovy i inducibilni KD (Svoboda, 2008).

H1 promater .

GCAAGCTGACCCTGAAGTTC T ' €

o 5>

ﬂCG'ITCGACTGGGAC'I'I’CMG Ao A

\.-

Obr. 3: Struktura shRNA {pvzato z Tiscornia et al., 2003).

RNA pol Il prepisuji miR-shRNA, které mimikuji strukturu endogéh pri-miRNA
(negastji miR-30 ¢i miR-155), avSak na rozdil od nich jsou zcela ktangentarni k cilovym mRNA,
a tak zprosedkuji jejich Stpeni. Skladaji se z 5" a 3" kdnmimikujici endogenni pri-miRNA a
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misto jejich dsRNA Useku se sitkpu (pre-miRNA) je vloZena arteficielni shRNA s 23-nt
dlouhym dsRNA Usekem a stikpou pochézejici aft z miRNA (viz Obr. 4). Tyto miR-shRNA tedy
vstupuji do RNAI drahy je8tpied zpracovanim komplexem Drosha/DGCRS8 a jsou rogpamy a
Sttpeny stejd jako endogenni miRNA, a proto jsou lépe zainkoogany do RISC. Stejnym
zpasobem jako geny pro miRNA jsou miR-shRNA vloZenyigimonovych oblasti protein-kddujicich
geni, negastji do reportérovych gan které spolehli identifikuji buiky exprimujici tyto miR-
shRNA. Promotory RNA pol Il (CM\i ubiquitin C) umo#uji KD v celém organismu, obdobiako
promotory RNA pol lll, ale maji &Si variabilitu v expresi mezi badnymi typy nez promotory RNA
pol Ill. Jiné specifické promotory RNA pol Il vSaknoziuji na rozdil od promotérRNA pol 11l i
tkanove specificky KD, coZ dovoluje sledovat funkce gemupe v utité tkani (Svoboda, 2008).
Navic promotory RNA pol Il dovoluji exprimovagkolik miR-shRNA, a to i rozdilnych specifit, z
jednoho polycistronniho transkriptu.idnost a specifitu KD Ize tedy regulovat mnoZstvam

specifitou miR-RNA vloZenych do jediného vektoru.

Pol Il promoter

Obr. 4: Struktura miR-shRNAierveré oznaené sekvence pochézi z endogennich miRNA,

cerrg ozn&ené sekvencerpdstavuji vioZzenou siRNA {pvzato z Wang et al., 2007).

Dnes se ukazuje, Z&iganost KD zalezi na mistvstupu dsRNA do RNAI drahy. Zabudovani
siRNA do RISC je zpraZeno s jejichiggleSlym Stpenim z prekurzdr (Preall and Sontheimer, 2005).
Tento fakt potvrdil i srovnavaci experiment, kdynwatické 29 nt dlouhé shRNA s 3" koncovym 2 nt
presahem, které mimikovaly pre-miRNA vznikajici z-priRNA ¢i miR-shRNA, byly dvojnasobn
aeinngjSi v indukci KD a to v 20 krét nizSich koncentdtineZ syntetické siRNA, které bylyimo
zainkorporovany do RISC. Z tohoto experimentu ilygplo, Ze syntetické 19 nt dlouhé shRNA s 3°
koncovym 2 nt pesahem, které mimikovaly shRNA exprimované s RNA Idopromotori, ngly
stejnou dinnost jako siRNA, coZ potvrzuje, Ze se na zpranogARNA nepodili Dicer (Siolas et al.,
2005). Tento fakt potvrdilo iffimé porovnani efektivity KD pomoci shRNA a miR-shiRNkdy miR-
shRNA snizily koncentraci specifického proteinutmpdné minimum, zatimco shRNA &gpobily 70%
KD (Dickins et al., 2005). #esto nelzetici, Ze RNA pol Il promotory jsou lepSi celkivjsou jen
vhodrgjsi pro konkrétni fipady.

PrestoZe je ve &Sire piipadi mozné mndiit G¢inek interferujicich RNA fimo, \WtSina
konstrukfi vyuziva exprese interferujicich RNA spiie s GFP, & uz ze stejného promotoru (miR-
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shRNA) nebo z nezavislych promaiqishRNA), pro dinné a vyhodné monitorovani transfekovanych
burgk, zjiS&ni chimérismu u transgennich #ati a pro zji&ni celkové exprese.

Zpusoh, jakym jsou interferujici RNA dopraveny do ®knje mnoho a v podstakopiruji
metodiku pipravy transgennich organi@mJednéa se o elektroporaci embryonélnich kmenovych
burgk, ptimé vpichnuti konstruktu do prvojadra oplédého vajtka ¢i infekce virovymi expresnimi
vektory. V sodasné dob prevaZzuje pouZiti integrujicich se vekioodvozenych od retrovir a
lentivird, které diky svému zabudovéani do hostitelského genpardi stabilni expresi interferujicich
RNA. JelikoZ je vSak tato integrace nahodnézendojit k uméeni expresesthto interferujicich RNA
béhem vyvoje. Proti tomuto efektu jsou vice rezigtéméntivirové expresni vektory nez retrovirové
(Lois et al., 2002). DalSi velkou vyhodou lentivile jejich schopnost infikovat néldci se buiky.
Lentiviry ke své infekci navic pouZzivaji endogemedeptory, a proto maji Siroky tropismus a infikuji
mnoho bugénych typi. Vyraznou vyhodou je jejich nizkd imunogenicitab@kdo-Adesida et al.,
2005). Diky ttmto dilezitym vlastnostem se dnes pouZivaigy@azié lentivirové expresni vektory.
Dale se vyuZivaji i Ebdvozené adenovirové, ,helper-dependent” adenogimadeno-asociované
vektory (AAV), které infikuji hods burg¢nych typi, jsou nezavislé na aktivningléni burgk a
umoZiuji pouziti vysokych titit. AvSak tropismuséthto vektofi je zavisly na zajighi ektopické
exprese fislusného receptoru v cilovych iikach. Z posledni studie vyplynulo, Ze adenovirové a
.helper-dependent” vektory spousti IFN typu | immfhiodpo¥d jako nasledek infekce organismu
viry. AAV proti tomu zpisobuji mnohem men3i 2my v hostitelskych programech, a proto se pro
pouzitiin vivo hodi Iépe (McCaffrey et al., 2008).

Elektroporace, infekce lentivirovymi vektoryi pronuklearni injekce vede k nadhodné a i
vicenasobné integraci konstriikdo hostitelského genomu. Naslednym nutnym krok&hto metod
je pracna analyza a identifikace transgennich, Ikigré nesou integrované konstrukty ve vhodném
genomovém progtdi (neperuSeni dlezitych endogennich géna v dostattném pdétu k dosazeni
acinného KD. Nahodnou integraci tedy vznikaji unikatrjen stzi reprodukovatelné expresni profily
shRNA/miR-shRNA. Naproti tomu integrace konstiukto vSudygitomne transkrigné aktivnich
lokusi jako jsouRosa26 ¢i Hprt, ktera zajisti expresi ve vSech Buanych typech a ktera docili ¥ip
pouhé jediné kopii ShRNA, resp. miR-shRNA na genti¥®5% KD (Seibler et al., 2005), resp. 97%
KD (Wang et al., 2007), ktery je reprodukovatelRyo urychleni vzniku rekombinantnich ES Bkin
je mozné pouzit RMCE strategii (recombinase mediasssette exchange strategy) s pouZitim gistn
specifickych rekombinaz,ipkteré dochazi pomoci homologni rekombinace ka&ghsekvenci mezi
donorovym vektorem (nesouci antibiotikovou rezistem miR-shRNA/shRNA pod RNA pol I/l
promotorem) a akceptorovou alelou uyniekombingnich mist vRosa26/Hprt lokusu. Gen pro
antibiotikovou rezistenci nema vlastni promotohgeexprese jgizena z filehlého Rosa26/Hprt
promotoru, a tak slouzi jako pozitivni selekce spé integrace do lokusu. Zatimco samotna

homologni rekombinace probiha s prgwodobnosti 0,1-1%, pomoci RMCE strategie vznikn85%
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spravre zrekombinovanych ES begk (Seibler et al., 2005). Nasledné wyteni transgennich mysi
pomoci tetraploidni agregace pak zkrati dobu céffrgvy na piblizn¢ 3 mssice (Seibler et al., 2007;
Seibler et al., 2005; Steuber-Buchberger et alQ8p0DalSi moznosti tké@vé shodné a stabilni
exprese shRNA/mMiR-shRNA je zavedeni tzv. ,scaffolattix attachment region“ (S/MAR) vedle
promotorovych oblasti (Girod et al.,, 2007). Tytolas v disledku omezeni mistniho sloZeni
heterochromatinu zahtaji epigenetickému urééni a udrzuji stalou transkipi aktivitu transgenu.
Zaji&tuji tak stabilni expresi interferujicich RNA a regukovatelgjSi KD (Kissler et al., 2006).

V nasledujicich kapitolach popisuji konkrétni aptik RNAiin vivo. Pokud nebude uvedeno

jinak, shRNA a miR-shRNA odpovidaji svou délkouralsurou vySe uvedenému popisu.

7.2.1 Systémy vyuZivajici RNA polymerazu IlI

7.2.1.1 Knock-down ES burgk a vznik chimernich mysi

Prvnim pokusem o potvrzengdi¢nosti RNAI i u savé bylo vytva‘eni chimernich mysi.
Carmell a kol. do ES bwk vnesli expresni plazmid s shRNA prdtleill genu pod U6/H1
promotorem a pro vytdeni RNAI transgennich mysi pouZili analogicky pestpripravy KO.
Analyza prokazala u poloviny F1 pototnlshRNA expresni plazmidy, byly nalezeny specifické
siRNA i sniZzena koncentrace mRNA i proteinu Neilakmell et al., 2003). Tento prvotni pokus
dokazal, Ze RNAI je rychlym alternativnimigmbem ke KO.

Rubinson a kol. naopak &tovali udrZzeni aktivity RNAiI Bhem vyvoje a pro tentocal
vytvorili lentivirovy expresni vektor pLL3.7, ktery jep8i diky své &inngjsi integraci do genomu nez
pouhy expresni plazmid. Vektorem nesoucim shRNAi @2B8 genu pod U6 promotorem a EGFP
pod CMV promotorem infikovali ES liky. Pouze EGFP pozitivni ES itky poté injikovali doRAG -

" recipientnich blastocyst, které postradaji T i Biflgcyty. Specificky KDCD8 genu ve vyvijejicich
se thymocytech, které pochéazely pouze z transgerB® buik, dosahoval 89% a tento KD byl
stabilni, tj. nebyl unden Ehem vyvoje ani v dosfosti (Rubinson et al., 2003).

Kunath a kol. jako prvni dokézali, Ze KD rekapijaliKO fenotyp. K tomuto &elu pouZili
expresni plazmid, ktery nesl shRNA proti genu pt@@Ras GTPazu aktivujici protein (RasGAP)
pod H1 promotorem, a pomoci elektroporace ho vikeskS busk. Transgenni mysi nesouci shRNA
byly vytvoreny tetraploidni agregaci (viz kap. 5.2). Tyto mygkazovaly specificky a té#h Upiny
KD RasGAP genu a zaroverykazovaly plno znak charakteristickych pro KO mysi stejného genu
(Kunath et al., 2003).

7.2.1.2 Vznik transgennich mysSi s RNAI
RychlejSim zfisobem pipravy zvtat, které exprimuiji interferujici RNA ve vSech tkém je
injekce virovych konstrukt piimo do prvojadra oplodgmého vajtka nebo injekce virovych partikuli

pod zonu pellucidu jednob&&ného embrya. JelikoZ je prvni metoda technicky &rda@ draha, druhd
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metoda se zd4 byt vyhogai. Tato metoda je i mérinvazivni, tudiZz vice embryi pokfaje ve svém
vyvoji i po zékroku. Alternativou druhé metody jdstrargni zony pellucidy embryi a inkubac&hto
embryi s lentivirovymi vektory. Velkou vyhodou tdlbgaistupu je technicka nendmost a vicemén
jednotny pdet integrovanych provir do genomu u jednotlivych wt oproti injekci pod zonu
pellucidu. Ri ni se obtiza kontroluje vstiknuty objem s virovymi vektory, coz vede k indiuénimu
poctu integrovanych provir u jednotlivych zwviat (0-20 provié/genom) (Lois et al., 2002).
Nevyhodou inkubace s lentivirovymi vektory je fake, odstraéni zony pellucidy vede k opoZdéemu
vyvoji embryi a kjejich zvySené umrtnosti. Limifagirovych transgenezi je omezena velikost
exogenni sekvence vloZzené do vektoru a nutnostokiytthomozygotni transgenni linii fi
vicenasobné integraci protido genomu. Pokud proto experiment vyZaduje vlo¥etié sekvence
do genomwi vétSi mnoZstvi integrovanych protipro dostaténou expresi transgenu, je pro tento
Gcel vyhodrgjSi injekce do prvojadra (Lois et al., 2002). Korkati vzniku transgennich mysi pomoci
infekce viry je skuténost, Ze existuje moznost, Ze se virovy expresktiovelostane do jadra az pote,
co embryo pro&la dalsi dleni. Pokud virovy vektor neinfikuje ¢lbuiky, narozena mys je chimérou,
ktera nese zaintegrovany vektor pouzeskterych buitkach (Lois et al., 2002; Lu et al., 2004). Proto
je tteba vzdy o¥fit potencialni chimérismusied vnesenim transgenni blastocysty do ndhradniymatk
aby nevznikl nespravny z&vo pozorovaném fenotypu.

V posledni dob se ukazala také jako vhodna metoda integrace rkiastdo vSudypitomng
transkrigné aktivnich loku§ Rosa26 ¢i Hprt, které i i jedné kopii konstruktu na genom zajisti stejn
ucinny specificky KD jako nahodna integrace a navimhem |épe reprodukovatelny.

Zpusob gipravy transgennich At exprimujicich shRNA proti konkrétnim mRNA pomoci
jiz zmirgné injekce lentivirovych expresnich vekiowyuZilo vice laboratié ke svymin vivo
experimenim. Transgenni zi@ta byla identifikovdna pomoci exprese GFP z vnisenvektoru.
VSichni potvrdili, Ze exprese shRNA je stabilni,ignénna khem ontogeneze, &dicna (Dann et
al., 2006; Hou et al., 2007 ; Kissler et al., 2006;et al., 2004; Rubinson et al., 2003; Tiscoetial.,
2003).

Rubinson pouzil s% vytvoreny pLL3.7 vektor s shRNA pro€D8 genu. Prokazal expresi
EGFP i gitomnost specifické siRNA u transgennich mysSi icfejpotomki ve vSech testovanych
tkanich (mozek, srdce, ledviny, jatra, varlata)pac#ficky 91% KD CD8 genu ve vyvijejicich se
thymocytech (Rubinson et al., 2003).

Hou a kol pouzili ke svému experimentu vektor FUGWozZenou shRNA proti claudinu-16
genu pod U6/H1 promotorem. Transgenni my&8liym 00 krat snizenou koncentraci mRNA i proteinu
claudin-16 (Hou et al., 2007). Hlavniniiposem jejich experimentu v3ak bylo zjist exprese GFP a
tedy i ShRNA v nejizrgjSich bugenych typech. Pro tentatél déle upravili jiz pouzity FUGW vektor
pridanim jaderného lokalizaiho signalu k GFP sekvenci. Tim docilili lokalizaGFP do jadra, kde je
Iépe detekovatelny nez je tomu v cytoplézid transgennich zkdt zjistili, Ze GFP je exprimovano
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skoro ve v3ech hikach, ale méhje ho v pankreatickych fibroblastech a endotei@irbuikach, v
neékterych ¢astech ledvin, jaternim endotelu a Kupferovychikdeh a v pohlavnich kikach ve
vajeinicich a varlatech. Prokazali tedy, Ze exprese ghigNtkaiow¢ rozdilna pravépodobr z
priciny epigenetického urééni (Hou et al., 2007).

Tiscornia a kol. pouzili lentivirovy vektor, do jeh unikatniho restriniho mista v U3
regionu na LTR (long terminal repeat) vloZzili shRNoti GFP genu pod H1 promotorem (Tiscornia
et al., 2003). Tento vektor budé gazdé integraci do genomu exprimovat dhRNA a takto zvySi
acinnost KD. Oocyty oplodnili GFP pozitivnimi spermie a F1 potomci transgennich mysi byli
analyzovani. U &kterych byla prokazanaripomnost specifické shRNA a ¥ahto gipadech byla
fluorescence snizena na minimum (Tiscornia eR@D3).

Lu a kol. potvrdili moZnost vzniku chimérisnuri plentivirové transgenezi, kde pouZili
lentivirovy vektor FUGW, do kterého vnesli shRNAofirRyk genu pod H1 promotorem. To potvrdili
pomoci FACS analyzy, kdyZ jen 30% leukacytylo GFP pozitivnich. Nicménnasledna analyza
isté transgennich mysi prokazala 5-10 kréat specifickigemni Ryk proteinLu et al., 2004). Tento
potencialni chimérismus je nutné vZdytivpied vyslovenim zaru o fenotypu.

Kissler a kol. se zajimali o roli proteinu Nramplnachylnosti k diabetu typu I, coZ je
komplexni autoimunitni nemoc, na jejimz vzniku éahghu se podili mnoho génZprvu pro studium
pouZili pLL3.7 vektor s shRNA proftD8 genu. PestoZe exprese CD8 byla sniZzena u transgennich
zvirat, @i detailnim rozboru jejich leukocytzjistili, Ze jen malo bukk exprimuje shRNA a exprese se
li5i mezi buke¢nymi typy. JelikoZ nili vS8ak stejnou variaci i jejich potomci, zda se, tento efekt
zpisobuje epigenetické utidni spiSe nez chimérismus Bkn(Kissler et al., 2006). Proto upravili
pavodni vektor o 2 elementy snizujici epigenetickddemi — fragment antirepresoru vioZiliga U6
promotor a tzv. ,scaffold-attachment region“ (SARA GFP — a tento novy lentivirovy vektor
pojmenovali pLB. Dle fedpokladu tento novy vektor &gobil rovnongrngjSi expresi transgenu ve
vSech biikach, 70% oproti vodnim 11-34% perifernich leukodytexprimovalo stabily GFP i
shRNA (Kissler et al., 2006). Nestudovali sice egpiv dalSich buignych typech, ale v dnesni dob
se zd4, Ze zavedeni epigenetickych regulédorkonstruki piinese lepSi expresi v celém organismu.
S novym vektorem potvrdili 70% specificky KD geNvampl. Navic tyto mysi byly méhnéachylné k
diabetu typu I. Jako prvni tedy demonstrovali ma&tneyuZiti RNAiI @i studiu komplexnich
genetickych nemoci a k vytipovani kandidatnich igekteré hraji vyznamnou rolifpvzniku a
prabéhu onemoc#ni (Kissler et al., 2006).

RNAI se prokazala jako velicesinnd metoda b vytvoieni transgennich krys, které maji jen
omezené moznosti reverzni genetiky. Byl vy novy lentivirovy vektor pLLU2G, ktery vznikl
modifikaci pivodniho pLL3.7. Tento vektor nesl shRNA proti gebaz a dosSlo k zagné CMV
promotoru za ubiquitin C promotor, ktery ma rovriongjSi expresi GFP. U transgennichiatibyla
prokadzana fitomnost specifickych siRNA a doSlo ke 70% KD gdévarl (Dann et al., 2006). Proto
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RNAI jako alternativa ke klasickému KO se zda fggenim u experimentalnich afi, kde homologni
rekombinace nefunguje s dostateu (&innosti nebo nejsou dostupné ESilou

Poprvé byla integrace konstruktu @&wmsa26 lokusu pouZzita pro transgenni mySi klasickym
postupem injekci ES bgk exprimujicich gen pro luciferdzu i H1/U6-shRNAopr nému do
recipientnich blastocyst. U6 i H1 promotor dos&itsjre ucinného 70-95% specifického KIDc genu
ve v8ech orgéanech kr@nsleziny a varlat (40% KD). @odem snizeného KD ¥¢hto tkanich raize
byt epigenetické uméni. Alternativd pouZili RMCE strategii, kdy doRosa26 pomoci Flp
rekombinazy vloZili ShRNA proti genu pro leptinowyceptor pod H1 promotorem. Transgenni mysi
nasled® vytvorili pomoci tetraploidni agregace. Specificky KD gepro leptinovy receptor dosahl
vice jak 80%, ficemz v srdci, mozku, svalech, pankreatu a Zlutév@kdni doséhl az 95-99%.

V tomto experimentu cel&iprava transgennich zat trvala pouhé 2 &sice (Seibler et al., 2005).

7.2.1.3 Knock-down hematopoetickych kmenovych buik

Transplantace transgennighh KO hematopoetickych kmenovych hkikn (HS burgk) do
piipraveného fijemce je Siroce pouzivanou metodou Kemi funkni role leukocytarnich génin
vivo. PouZiti RNAI tento velmi zdlouhavy a nény proces vyrazhurychlilo.

Prvni experiment na toto témaadmi Hemann a kol. kdyZ dokazali, Zze stabilni esare
shRNA v HS biikach rekapituluje fenotyp KO HS b&k(Hemann et al., 2003). K tomut@alu si
vybrali Trp53 gen, ktery kéduje nadorovy ,suppresor’ p53 a jeK&X fenotyp byl doke zndmy a
tudiz vysledky dosazené pomoci RNAIi bylo mozné snatovnavat s vysledky KO.&&ina nadak
nese mutace Vrp53 genu zfisobujici jeho nefurnost g reparaci genomové nestability. Hemann a
kol. zkonstruovali iizné retrovirové vektory, které nesly shRNA (27-2908RNA s 8 nt smikou)
proti Trp53 genu pod U6 promotorem a infikovali jimi HSitky z Ex-Myc transgennich mySi. Tyto
mysSi exprimuji Myc onkogen a tudiz samotné tytdkyuzpisobuji nadory. Dleigdpokladu by ztrata
p53 v8ak vedla jeStk wétSimu rozmachu nador Po 3-5 tydnech rekonstituované kontrolni mysi
nevykazovaly Zadnou proliferativni nemoc, zatimogsinmekonstituované infikovanymi HS tkami
zpasobily jen hyperplazii bez vzniku nadorjiné vektory zgsobily malé maligni nadory, které
vykazovaly nizkou proliferaci a invazivitu a vysokdéadiny apoptézy. Jiné vektoryéhg nadory
porovnatelné s nadory, které vznikly u mysi rekibmsvanych Trp53" HS buikami, tj. vysokou
proliferaci a invazivitu a nizké hladiny apoptéozgbytkova aktivita p53 u shRNA mysi v3ak
zpasobila, Ze na rozdil od KO, ktery tgpbuje aneuploidii, byla DNA z shRNA Trp53 KD mysi
normalni. Tudiz mala aktivita p53 zabrani odchylk&anDNA, ale neni dostajici na spus$ni
apoptézy (Hemann et al., 2003). Nebyla zd&ewa @innost KDin vivo, coZ je velkym nedostatkem.
Autori predpokladali stejny dinek jakoin vitro. V tomto experimentu byly pouZity delSi shRNAa# t
byl KD Winngjsi nez u klasickych 19 nt shRNA. Tento experinaakézal, Zettzné shRNA mohou
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zpasobit rozdilny KD, ktery se projevi rozdilnym feppém, a proto je RNAI mozné vyuZzit k tveérb
odstugiovaného KD a ke konstrukci hypomorfnich mutaci.

VylepSeni pinesli Bot a kol., kt& ke stejnému &elu pouzili lentivirové vektory, které
nevyZaduji manipulaci s HS fikami, aby se zvysila jejichétici se schopnost, jako je tomu kigpack
retrovird. Lentivirovym vektorem, ktery nesl shRNA pr@&CR2 genu pod H1 promotorem, infikovali
HS buiky a ty pak penesli do oz&ného pijemce. CCR2 je chemokinovy receptor, ktery hragei
roli v ptitahovani monocyt do mista z&#tu. Proto dle pedpokladu po jeho KD nastalo 70% sniZeni
pritahovani makrofaly do mista stimulu, stefnjako tomu bylo po transferu CCRHS burek. Fi
analyze &chto makrofad se zjistil specificky KDCCR2 genu na hladinu 0,4% mRNA oproti wt
mySim. Navic v tomtoifipact sledovali i IFN odpo¥d’, ktera nebyla indukovana (Bot et al., 2005).

MozZnost vyuZiti tohoto postupuriplécbé lidskych krvetvornych onemoéni demonstroval
Schomber a kolin vitro. Pro swj G¢el upravil lentivirovy vektor pWPXL, do kterého wieshRNA
proti Trp53 genu pod H1 promotorem. Specificky KIDp53 genu prokazal nejen v lidskych CD34
buiikach (3% mRNA oproti wt), ale také u CD3Burek diferenciovanych z transfekovanych tzv.
»colony-forming unit cell* progenitar (8-10 krat mé& mRNA oproti wt) i HS busk (9% mRNA
oproti wt). Tento KD byl stabilni po&kolik tydni a CD34 buiky vykazovaly sniZzenou apoptézu
(Schomber et al., 2004). Tento postufwm byt aplikovan v lidské terapii, kdei#e pomoci pi lé¢be
krvetvornych nemoci, ip které budou HS hiky modifikovanéex vivo a pak peneseny nazp do

oz&eného pacienta.

7.2.1.4 Knock-down u dosgglych zvirat

Lentivirové vektory Ize pouZzit i pro KD v dodgch zviratech, jelikoZz maji schopnost
infikovat i nedtlici se buiky, nag. terminal@ diferenciované hitky. Tuto schopnost maji i
adenovirové, ,helper-dependent” adenovirové a AAMN, jak jiz bylo zmiino vySe, z adenovirovych
vektori jsou nejvhod#Si AAV. VyuZiti virovych vektofi je dodnes velmi omezené @vbdu jejich
nedostaténé kontroly. Proto se vyvijejitpvazré nové techniky na dotovani syntetickych siRNA do
mist svého &inku, ttebaze pechodného, ale bez dlouhodobého nebdzpe

Lasek a Babcock pouZili shRNA pod pol lll promotorde studiu funkce genu v mozku
dosgglé mySi (Babcock et al., 2005; Lasek et al., 20Q@sek pouzil ke studiu vlivu mu opioidniho
receptoru (MOR) na konzumaci alkoholu lentivirovgktor pLL3.7 (Lasek et al., 2007), Babcock
vyuzil pro studium C#/calmodulin-dependentni protein kindzy Il (CAMK WAV (Babcock et al.,
2005). Oba vektory byly vpichnuty doc¢enych oblasti mozku a jejichéiinost byla monitorovana
pomoci exprese GFP. S prodluZujici se dobou pohupge infekce mighrozstila, ale neopustila
hranice uwenych oblasti, ifiéemZ nejvice infikovanych bk bylo v centru a na okrajich byly pouze
roztrouSed. To potvrzuje, Ze infekce je v mozku pouze lok&nherozguje se pilis od mista své

aplikace. Analyza infikovanych bk potvrdila specifické snizeni koncentrace mMRNA MOR38-
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97% i specifické sniZzeni koncentrace proteinu CAMI¢ 50% (Babcock et al., 2005; Lasek et al.,
2007). GFP se z vneseného vektoru exprimoval stapd 6 tydri, coZ potvrzuje jeho stabilitudase
(Lasek et al., 2007; Babcock et al., 2005).¢Glxupiny vSak opomenuly moZznost indukce IFN
odpowdi.. Jelikoz vSak nedetekovaly Zadnou nekrézuizaggnou touto odposdi, je tato moznost
minimalni. Zarové ukazali, Ze specificky KD vede k behaviordlniménmdm, a tak poukazuji na
moznost vyuZiti RNAI ke studiu funkce dewlvliviiujicich chovani a moznostdani ¢asti mozku,
které jsou za dany proces odpdré (Lasek et al., 2007; Babcock et al., 2005).

Sun a kol. demonstrovali pouZziti virovych vektde studiu C5aR v plicich. Protgwicel si
vybrali adenovirovy vektor, do kterého vlozili shRNroti C5aR genu pod U6 promotorem. Tento
vektor byl vpichnut do trachey dage mysi. Ctyii dny po injekci byla zji&na snizena koncentrace
C5aR mRNA v biikach plic. Stejny vysledek zjistili ifpvyvolani sepse, coZz znamena, Ze C5aR je
G¢inné snizen za normalnich i z&hvych podminek(Sun et al., 2006). @p vSak nezkoumali, jestli
samotny virovy vektor indukoval IFN odp&¥, coZ v gfipadt adenovirového vektoru je vysoce
pravdpodobné (McCaffrey et al., 2008).

Uspsny KD byl docilen i vjatrech (Witting et al., 28)0 Jelikoz adenoviry maji vysoky
tropismus k hepatocin, ale obsahuji stale virové proteiny, Witting & kmuZili pro swij experiment
»helper-dependent” adenovirovy vektor, ktery je \ara virovych sekvenci a je tudiz méétoxicky a
IFN odpo¥d’ na r¥j je transientni. Do vektoru vioZili ShRNA prdtbp5 genu pod U6 promotorem a
rekombinantni vektor vpichli do ocasni Zily. Poydnu byly analyzovany hepatocyty, u kterych bylo
nalezeno specifické 75% sniZeni koncentrace prof@inp5. Na druhou stranu v3ak z histologickych
preparal jater byla patrnd zétliva infiltrace lymfocyti a nekr6za hepatodyt avSak histologie
ostatnich orgah byla normdlni. To ukazuje, Ze vysoké koncentragihnutého viru jsou toxickeé
pouze pro jatra. Hledali tedy koncentraciayipti které se dosahne maximalniho KDiégm nebude
pro jatra toxicka. Uk&zalo se, Ze v jatrech exestutity prdh RNAI, kterého je mozno dosahnout, a
pii vySSich koncentracich virse zvySuje uz jen toxicita bez Zadného zlepSeniBiChledani piciny
toxicity vylowili moznost saturace RNAI drahy, jelikoZ refe¢anjaterni endogenni miRNA i jejich
regulované proteinyistaly nezminény i pii vysokych koncentracich vir Jako pic¢ina se ukéazala IFN
odpovd, jelikoz dilezité proteiny v této draze byly vysoce exprima¥&witting et al., 2008). Tento
pokus tedy jash demonstroval, Ze ip aplikaci virovych vektolt in vivo je nutné sledovat IFN

odpovd, jelikoZ existuje tenk& hranice meziitnym KD a nespecifickymi efekty RNA..

7.2.1.5 Inducibilni knock-down

Promotory RNA pol Il vyuZivaji oba systémy, nevnatKD zaloZeny na pouZiti mistn
specifickych rekombinaz Cxe Flp i vratny @i pouZiti induktofi.

Ventura a kol. pouZili lentivirové vektory pro incibilni aktivaci, resp. inaktivaci, exprese

shRNA pod U6 promotorem pomoci Cre rekombinazy (k&p. 6.5). Pro zachovani aktivity
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promotoru je nutné dodrzet vzdalenosti mezi jelgula@nimi oblastmi. Aby tato vzdalenostistala
po vyStpeni stop kazety (EGFP pod CMV promotorem) uvpitomotoru neporusena, vyt
bifunkeni loxP misto (tzv. TATAlox ), které podléha rekombinact@ove obsahuje funkni TATA
box. Tato zarna neovlivnila aktivitu U6 promotoru. Tento vekforo inducibilni aktivaci exprese
shRNA nazvali pSico. Vektor pro inducibilni inaldii exprese shRNA nazvany pSicoR &P
misty ohrantenou sekvenci DNA obsahujici shRNA pod U6 promotora EGFP pod CMV
promotorem, kterd je celéa vy¢pena po fidani Cre rekombinazy. V obou vektorech EGFP sl{ako
znatka pro infikované biky a jeho ztrata indikuje Ugpnou rekombinaci. €innost &chto vektof
owili in vitro koinfekci MEF bugk pSico, resp. pSicoR vektorem s shRNA piiof53 genu a Cre-
expresnim vektorem. Po tydnu byla prokédzana u pBiE& infikovanych busk dramaticka redukce
MRNA i proteinu p53, zatimco u pSicoR infikovanyblintk byl p53 protein fitomen ve wt
koncentraci. Pro a¥eni inducibility systémiin vivo byly ES buiky infikované pSico s shRNA proti
CD8 genu injikovany do blastocyst. Chimérni mysi by8sleds kiizeny agisté transgenni mysi byly
dale Kizeny s mySmi exprimujicimi Cre rekombinazu podcsjmkymi promotory. Bylo tak docileno
rekombinace v celém organismu, resp. pouze v thywhabou gipadech bylo prokazano snizené
mnoZstvi CD8 T lymfocyti (Ventura et al., 2004).

Coumoul a kol. vytviili inducibilni transgenni mySi pomoci injekce komsktu nesouciho
shRNA (21-26nt dsRNA se sikou) proti Fgfr2 genu pod U6 promotorem se stop kazetou do
prvojadra oplodéného vajtka. Vzniklé transgenni mysikiiili s Ella-Cre my3mi, které exprimuji Cre
rekombinazu v zarodeych buikach, a tudiz detekovali specificky 95% KEyfr2 genu ve vSech
burg¢nych typech. Jinétkzeni transgennich mysi s AP2-Cre mySmi, kteréiewgi Cre rekombinéazu
v kornetinach, vedlo k rozsahlym abnormalitam ve vyvojstp (Coumoul et al., 2005), avSak
samotnou efektivitu KD nesledovali.

Integrace do specifického akceptorovéRosa26 lokusu pro vytvéeni inducibilniho KD
pomoci Cre/loxP systému vyuZilakolik laboratdi (Hitz et al., 2007; Steuber-Buchberger et al.,
2008; Yu and McMahon, 2006). VSechny wyitilpkonstrukty zaloZené na expresi U6-shRNA se stop
kazetou. Ta byla vloZzena do U6 promotoru (Yu andVvidicon, 2006Xi do oblasti smyky shRNA
(Hitz et al., 2007; Steuber-Buchberger et al., 20@%i v jednom pipad nebyla sniZzena aktivita
promotoru, ani efektivita KD oproti neinducibilninl{D. V tomto sndru jsou vSak rozdilné vysledky
(Coumoul et al., 2005; Hitz et al., 2007; Ventutalke, 2004). Pro vyti@ni transgennich ES btin
byla pouzita RMCE strategie za pouZiti exogenrégrdzy (Hitz et al., 2007; Steuber-Buchberger et
al., 2008) nebo samotna homologni rekombinace (i lcMahon, 2006). Transgenni mysi byly
pak gipraveny pes stadium chiméry a naslednyriZienim (Hitz et al., 2007; Yu and McMahon,
2006) ¢i primo tetraploidni agregaci (Steuber-Buchberger et 2008). Inducibilniho KD bylo
dosazeno #zZenim transgenni mysi s Cre-mySi exprimujici Gleombinazu pouze ve specifickych
tkdnich (Hitz et al., 2007; Steuber-Buchberger kt 2008), resp. aktivaci Cre rekombinazy
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induktorem (Yu and McMahon, 2006). Pomoci této rdgtbyl dosazen 70% KBraf genu pouze

v prednim mozku dosé mySi a 65% KDMek genu v celé nervové soustaiHitz et al., 2007), 92%
KD exogennihoYFP genu a 60% KDBmMo genu v celém z#éti (Yu and McMahon, 2006). Zatimco
Hitz a Yu potl@ovali expresi pouze jediného genwase, Steuber-Buchberger inhibovala expresi 2
geni sowasr z jediného konstruktu. Doséhla 60% KI3k-3a genu spoléné s 50% KDGsk-35 genu

v nervové soustava tebaze byl tento KD nizky, pouZitim pouze jediné NARv konstruktu se
doséahlo steja efektivniho KD (Steuber-Buchberger et al., 20@3)vodem nizké &nnosti KD byly
proto nejspiSe Spatmavrzené struktury shRNA.

Vratny inducibilni KD zavisly na ffitomnosti induktorun vivo poprvé demonstroval Seibler a
kol. Ukazali dva postupy,ipkterych konstrukty integrovali d®osa26 lokusu a vznikaly chimerni,
resp. pl# transgenni mysSi. V oboufipadech na weSeni minimalizace bazalni transkripce v
neindukovaném stavu pouzili kodon-optimalizovanyrtéitetR), ktery se mnohem |épe vazZetel®
misto v promotoru a je Iépe exprimovan nez wt {@&ibler et al., 2007). Sthtedy jedinéetO misto,
které sniZzuje aktivitu promotoru minim&lr{80% aktivita) (Zhang et al., 2007). Pro exprdsRNA
pouZili tet-regulovatelny H1 promotor, ktery vykaab pevnou kontrolu transkripce, zatimco tet-
regulovatelny U6 promotor ¢hrezidualni transkripci i bez induktoru (Seiblerag, 2007). B prvnim
postupu integrovali d&Rosa26 pomoci pouhé homologni rekombinace 2 plazmidyg&&stil prvniho
byla shRNA protiluc genu pod tet-regulovatelnym H1 promotorem,égati druhého byluc gen a
gen pro itetR pod konstituti¢naktivnim CAGGS promotorem. Plazmidy transduko¥ buiky a
rekombinované hiky injikovali do blastocyst. Chimérni mysi néslédanalyzovali a zatimco
v neindukovaném stavu vykazovaly nulovy KD, gagani doxycyklinu KD dosahl 50-90% Urovne
vSech organech krammozku. Ri¢inou nedostatmého KD v mozku je patin Spatna difluze
doxycyklinu. Druhy postup, kterym vytiiéi reverzibilni model diabetes mellitus typu llalzrnoval
pripravu konstruktu nesouciho shRNA proti genu psulimovy receptor (INSR) pod tet-regulovanym
H1 promotorem, gen pro itetR pod CAGGS promotoregerl pro neomycinovou rezistenci. Tento
postup byl mnohem rychlejsi, jelikoZz zahrnoval RM&tEategii pro vytveéeni rekombinantnich ES
burgk, jejiz &innost byla vice nez 90%, a tetraploidni agregaaiznik transgennich mysi, které
timto postupem vzniklydhem 3 ngsiai. U t&chto mySi byl po podani doxycyklinu zgétse zvysujici
se koncentraci doxycyklinu zvySujici se KD, ktegsdhl ténsi 100% ve vSech organech. Zardve
byla zjiS€na progrese nemoci v zavislosti na mnoZstvi doxjicyk Po odstragni doxycyklinu po
nékolika dnech odezity vSechny piznaky nemoci a v jatrech byl &ppatrny INSR. Potomcithto
mysSi vykazovali stejny fenotyp jako jejich rédj tudiz je KD ddi¢ny (Seibler et al., 2007).

Zhang a kol. pouZili proipkonani stérické slabosti inducibilniho KD zavisltéma induktoru
nadn&rnou expresi tetRips bicistronni konstrukt.iipravili jediny lentivirovy vektor, ktery nesl tetR
pod CMV promotorem, kteryidil jeS& expresi puromycinuips IRES, a do 3" UTR vloZili shRNA

proti Trp53 genu pod tet-regulovanym U6 promotorem. Timto lilpcie infikované buiky, které
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preZiji vysokou koncentraci puromycinu, exprimuji rhoodsob# vice tetR (15krat vice mRNA a
50krat vice tetR proteinu neZitky infikované kometnim vektorem pro tetR expresi). Zadny vedlejsi
acinek na morfologiki transkrigni aktivitu burgk nadngérné exprese tetR neia. Infikované MCF-7
buriky vykazovaly minimalni transkripci ShRNA bez doyitinu a vziiistajici KD se zvySujici se
koncentraci doxycyklinu, ktery se zastavil na 80P© odebrani doxycyklinu se &p vratila
koncentrace p53 naipodni hodnotu fed indukci (Zhang et al., 2007). PouZiti lentiwSak zahrnuje
nahodnou integraci, a tudiz je nutna analyzakldtera je vSak s pouZzitim jediného vektéasow
mert nara@né nez p pouziti obvyklych 2 vektar (prvni exprimujici shRNA a druhy exprimujici
tetR).

Doxycyklin m& navic u RNAI i jedno dalSi vyuZitiyBpiipraven fazni protein slozeny z KRAB
domény s tetRi rtetR DNA vazajici doménou (tzv. tTRKRAB) (Szudtal., 2006), ktery po vagma
tetO sekvenci (tetRi rtetR doména) unilije transkripci pomocifivadni chromatin remodetaiho
komplexu k DNA (KRAB doména). Tento komplextgobi deadenylaci a metylaci historvazbu
heterochromatin proteinu 1 a lokélni formovani rethromatinu aZz do vzdalenosti 3 kilobazi od
mista vazby. To umakije reverzibilni kontrolu aktivity jakéhokoliv prastoru v blizkostitetO
sekvence pomoci doxycyklinu a todw tet-onci tet-off systému. Touto metodou docilili vysoké
regulace exprese shRNA (29 nt dsRNA se &my) z promotoru RNA polymerdazy Il i transgenu z
promotoru RNA polymerazy Il pomoci obou systém to reversibild a s vysokou citlivosti na
pritomnost doxycyklinu. Furnidnost této metody prokazali v biimych liniich, v embryonalnich a
hematopoetickych kmenovych iikéch, v nadorech, lok&nv mozku dos@ych krys i v celych
transgennich ziatech(Szulc et al., 2006). Tento igob ovlivreni exprese transgenu a KD je tedy
vysoce @inny a univerzalni a pokud transgenem bude repmryegen, usnadni se detekovani dua

aktivnimi interferujicimi RNA.

7.2.2 Systémy vyuZivajici RNA polymerazu Il

7.2.2.1 Transgenni mysi

Xia a kol. pouzili miR-shRNA proifpravu transgennich zait vykazujicich specificky KD na
arovni celého organismu. Vytuiti konstrukt nesouci miR-shRNA pro8od2 genu pod ubiquitin C
promotorem, kterd je vloZzena do intronu pro EGFRaalruhy exon EGFP vlozili poly(A) signal.
Konstrukt injikovali do prvojadra oploéného vajfka. U transgennich mySi byla prokazana
piitomnost specifickych siRNA, které igobily 60-90% sniZzeni koncentrace mRNA, proteinu i
enzymoveé aktivitySod2 genu ve vSech begdnych typech. Tento KD byl stabilni, tj. stabilite s
nentnila bkéhem ontogeneze, agdicny. Expresni profil se vS8ak u transgennichiaviliSil od
tkénovych kultur. Zatimco u zvét byly detekovany pouze siRNA, u linii byl detekovEGFP,
shRNA i siRNA. Chybni shRNA Ize vysgtlit rychlym zpracovanim shRNAn vivo. Negitomnost

EGFP niize mit d¢ pri¢iny. Prvni, kdy je transgen zmen, ale tato mozZnost byla pomoci PCR
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vylou¢ena. Druha, kdy pri-miRNA sddt je natolik rychly, Ze praihne je¥ pred sesihem pre-
MRNA, a tak nerize vznikat funkni mRNA pro EGFP. Druhd moZnost se potvrdila jagoagna,
kdyZz pi zavedeni shRNA proti Drosha se obnovila expreG&E RestoZe tato transgenni gatia
nesouradu vlastnosti jako KO ztdta pro dany gertada jim i chybi. Pro tGplnou rekapitulaci KO byly
tyto mySi navzajem ziZeny, coz vedlo k Uplnému sniZeni koncentrace mRIgloteinu ténsi na
Urover pozadi (Xia et al., 2006a). Timto prokazali, 7eiR-shRNA mohou vést k dostateému KD
na urovni celého organismu.

LepSi exprese EGFP dociliti vitro Du a kol., kdyZ miR-shRNA byly vioZzeny do chimérai
intronu sloZzeného z¢inngjSiho 5° donorového ségtového mista intronu za prvnim exonem, mista
vétveni sedthu za miR-shRNA a d&inngjSiho 3° akceptorového sikbvého mista intronu ipd
kodujici sekvenci pro EGFP. Tyto vektory nazvalM#® a pSM155. Dle fg@dpokladu by nejdve
meélo dojit k sediZzeni pre-mRNA, tudiz by #h vznikat funkéni EGFP, a aZ poté k s&bku pri-
mMiRNA. Tyto vektory opravdu podstatizlepsily expresi EGFP dle fluorescence i Westéotul(Du
et al., 2006). FestoZe tyto efekty byly @veny pouzein vitro a vysledky byly pouze transientni,
mozné zavedenécthto konstruld do lentivirovych vektal ¢i primo do transkripné aktivnich lokug
na genomu povede k dlouhodobé expresi miR-shRNpartérovych gehin vivo.

Vyuziti RNA pol Il k vytvaeni tkdove specifického KD pomoci miR-shRNA bylo poprvé
demonstrovanoippouZiti tkdioveé specifického promotoru aktivniho pouze v Sertoliuikach (Rao
et al., 2006)¢i myeloidni linii (Cullere et al., 2008), ktergidil expresi miR-shRNA vloZzenou do
intronu. Tento konstrukt byl injikovan do prvojadoplodreného vajtka. Transgenni mysi i jejich
potomci exprimovali specifickou miR-shRNA a docitipecifického KD pouze v konkrétnich tkanich,
kde je promotor aktivni. KD byl v oboutipadech velice &inny, dosahoval 50-75% sniZeni
koncentrace proteinu WT1 (Rao et al., 2006), r&@§p95% CD18 (Cullere et al., 2008) oproti wt
zviratim. Tk&owveé specificky KD je mozny vytvist i standardnim zjpsobem pomoci Cre
rekombinazy aloxP mist, avSak tento #Zgob vyZaduje mnohondsobnéiZeni a je zavisly na
efektivitt Cre rekombindzy. Proto vyuZiti thkéveé specifickych promotdr RNA pol Il je mnohem
rychlejSi a jednodussi, jelikoz sped v gipraw jediného transgenniho #ete, a tak se tento postup

zda byt idealnim k vytu@ni specifickych KD viznych tkanich.

7.2.2.2 Knock-down v dosgElych zviiratech

Prvni experiment vyuZivajici promotor RNA polymerdt k expresi interferujici RNA v
dosgglé mySi provedli v roce 2002 Xia a kol. Tato shRNAL nt dsRNA se snékou) je vSak
identicka k shRNA exprimovanymi z RNA pol lll protooi, a tudiz nemimikuje pri-miRNA.
Adenovirovy vektor nesouci shRNA se syntetickymypl) koncem protiEGFP genu (exogenni),
resp. genu prop-glukosidazu (endogenni) pod CMV promotorem bylikimjdn do mozku

transgennich mysSi exprimujicich EGFP, resp. jai@moge exprimujicictB-glukosidazu. KD obou
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geri byl velice &inny a zavisel na multipligitinfekce (MOI — multiplicity of infection), tj. p&u
integrovanych vektdr na genom (Xia et al., 2002). Nesledovali vSak Bthpovd’, jejiz spulini je

velice pravdpodobné g pouZiti adenovirového vektoru.

7.2.2.3 Inducibilni knock-down

RNA pol Il promotory maji potencial pouzivat obas®my inducibilniho KD, vratny i
nevratny, avSak dosud byh vivo aplikovan pouze vratny, jelikoZ jefipmoznosti pouZiti tkéove
specifickych promotdr pro expresi miR-shRNA pouZiti Cre rekombinézy ebgé¢ slozZité (viz vyse).

Dickins a kol. demonstrovali, Ze miR-shRNA pod patarem RNA pol Il jsou mnohem
weinngjSi ve specifickém KD nez klasické shRNA exprimo®a@®NA pol 11l (Dickins et al., 2005).
Zaroveh dokazali @innost reverzibilniho specifického KIh vitro pomoci doxycyklinu v HelLa
buikach i primarnich btkdch a to v tet-on i tet-off systému. Tyto transgeprimarni buiky
obsahujici vektor s miR-shRNA profirp53 genu a vektor exprimujici tTA vpichnuli do podkoZi
nu/nu mysSi a pozorovali rychly vznik nadorDialezitym zjiS€nim byl fakt, Ze po podani doxycyklinu
tyto nadory rychle mizely, &dy Uplré a po ogtovném odebrani doxycyklinu se nadory obnovily
(Dickins et al., 2005). Z toho vyplyva, Ze pro pok&gjici rast nddoi je nutna trvala inaktivacérp53
genu. Tato metoda ma velky potenciél k identifikaiétinnych souvislosti v biologickych procesech a
experimentalnimu potvrzeni gienkteré jsou zodp@dné za patologické jevy. Tézue [ispst k
testovani novych latekéinnych [ jejich l1&cbe.

Transgenni mysi s inducibilnim a reverzibilnim ostym i tk&ove specifickym KD vytvaili
Dickins a kol. v roce 2007. Konstrukt obsahujicRashRNA protiTrp53 genu pod tet-regulovanym
CMV promotorem injikovali do prvojadra oplo&mého vajtka. Pro vytvéeni inducibilnino KD ve
veétSing tkani zKizili transgenni mySi s mySmi exprimujicimi rtTAefton systém) pod CMV
promotorem. Poifidani doxycyklinu detekovali specifické siRNA prdtip53 genu ve v3ech tkanich
(Dickins et al., 2007), dinnost KD vSak netestovali. Pro ziskani mySi sioké specifickym KD
zkiizili transgenni mysi nesouci miR-shRNA s LAP-tTrartsgennimi mySmi, které exprimuji tTA
(tet-off systém) jen v hepatocytech. Pouze v jéirdyly detekovany specifické siRNA a dle
predpokladu nastal specificky KDrp53 genu exprimovaného z arteficiélrvneseného plazmidu
pouze v jatrech. Tento KD byl zruSeridanim doxycyklinu. Stejnym postupem vytilbi mySi se
specifickym KD endogennih®rp53 genu v B lymfocytech. Pro kontrolu sledovali v abgipadech
koncentraci miRNA specifické pro dany kdny typ, ktera fistala nezénéna, tudiz exprese miR-
shRNA nesaturuje RNAI drahu (Dickins et al., 20@&)istence mnoha mysSich linii, které exprimuji
tTA ¢i rtTA z tk&hové specifickych promotdr, vyrazrié usnaduje ipravu mysi s tkigove
specifickym a inducibilnim KD, a proto ma tato nadioselky potencial do budoucnosti.

Xia a kol. a Wang a kol. prokézaif vitro v NF-1 buikach (Xia et al., 2006b), resp. Ainvl5
ES buikach (Wang et al., 2007) moznost inducibilni exprefce miR-shRNA z jediného konstruktu
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zavislou na fitomnosti induktoru. Vytviili plazmid, ktery nesl tet-regulovany ubiquitin gfomotor,
kterytidil expresi azif miR-shRNA vloZenych do intrénEGFP (Xia et al., 2006b). Tento plazmid se
vSak integroval do hostitelského genomu nakipdntudiz mohl podiéhat transkémmu uméeni
z priciny chromozomalniho poaniho efektu. Zatimco Wang pouZzil speciamodifikované ES hitky
(obsahujici tet-regulovatelny elementeO misty, gen pro neomycinovou rezistenci a gen pré r
exprimovany zZRosa26 lokusu) a pomoci Cre rekombinazy integroval pLabgeting vektor nesouci
az i miR-shRNA do blizkosti vSudyftomre transkrigné aktivnihoHprt lokusu, kterytidil expresi
vlasenek (Wang et al., 2007). Ob&sfpupy zmisobily &inny specificky KD na urovni proteinu.
VloZzené miR-shRNA mohou byt specifické pro stejrghga tim zvySovat efektivitu KD. 97% KD
Nanog genu pi jedné integrované kopii miR-shRNA do genomu, 98% pii dvou kopiich a 100%
KD pii trech kopiich (Wang et al., 2007). Nebo mohou mggmvané miR-shRNAiznou specifitu
a zpisobit &inny 80% KD viech gansowasre (Xia et al., 2006b). Wang docilil vyssi efektivigD
diky specifické integraci konstruktu darggem znamého lokusu, ktery neni donan. Zatimco
pristup, ktery pouzila Xia nezabrani wmhi exprese plazmidu vlivem nahodné integrace. Mstzn
exprese vice miR-shRNA z jediného konstruktu m&é/etyuZiti ¥ studiu redundance fippuznosti
proteirni a jejich signélnich drah. Tato metoda je navic mamé&sob# rychlejsi nez Kzeni mySi pro

ptipravu trojitého KO, které trva &aice az roky.

8 RNAI knihovny

VétSina experimerit vyuZiva KD jednohai jen nekolika gerii, které se fimo vztahuji ke
zkoumané biologické otdzce. Naprotimto Uzce zamtenym aplikacim stoji pouZiti rozsahlych
celogenomovych RNAI analyz. Vysledkem snahy o vigmd shRNA knihoven proti vSem lidskym i
mySim ge@m pristupnych pro sdeckou komunitu je ,The RNAi Consortium* (TCR) které
sdruzujefadu laboratti po celém s§té. Dnes je zacileno na 15 000 mySich a 15 000 Iaddskyers a
pripravuji se sShRNA jests efektivigjSim KD. PouZivaji seizné RNAI knihovny: syntetické siRNA
knihovny?, esiRNA (Kittler et al., 2007), expresni shRN& miR-shRNA® knihovny a v3echny jsou
bézne komeekn¢ dostupné. Omezené RNAIi knihovny mohou byt zacilgnéti vSem gefim
Gcastnicim se zkoumaného procesu nebo jen préatéyroteinové rodie RozsahlejsSi celogenomové
RNAI knihovny mohou slouZzit k nalezeni novych getastnicich se ditého procesu, objeveni

novych funkci jiz znAmych génci k nalezeni gein které zvysi ginek jiz existujicich terapeutik.

" http://www.broad. mit.edu/genome_bio/trc/
8 Syntetické siRNA knihovny komeng dostupné od Ambion http://www.ambion.com/techiistrurces/RNAI/
¢i Qiagen http://www1.giagen.com/Products/RNAI/
° Expresni shRNA knihovny kom&® dostupné od TCR http://www.broad.mit.edu/genome/ttai/ & Sigma
Aldrich http://www.sigmaaldrich.com/Area_of_Intetksfe Science/Functional_Genomics_and_RNAi.html
19 Expresni miR-shRNA knihovny komew dostupné od Openbiosystems
https://www.openbiosystems.com/Products/
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Celogenomové RNAI analyzy jsou dneéasow i financné dostupné pro akademické labotato
(Martin and Caplen, 2007).

9 Lidska terapie

S dokorenym osekvenovanim lidského a mySiho genomu mokdai wyni systematicky
z etickych a technickych tetodi. Proto se s objevem RNAI of@a mozZnost terapeutického
umlcovani specifickych genv lidskych buikdch. Na drovniin vivo napomahaji studiu lidskych
onemocgni mySi modely, které ukézaly pouzitelnost RNAi Kbk virovych infekci,
neurodegenerativnich onemeéof rakoviny a dominantndédicnych onemoceni. RNAI se také
ukazala jako vhodnou metodoui pstudiu multigenovych onemoéni a odhaleni potencidn
dulezitych gerfi, stejré jako pi modelovani lidskych onemoénich zaloZenych na hypomorfnich
mutacich. V neposlednifack se ukazala i moznost Upravy povrchovych anfigésk, aby po
transplantaci nebyly organy rozpoznany a odhojovémynitnim systémemifjemce. V dnesni déb
uz prvni klinické studie probihajifada skupin je ve fazi preklinického vyvoje. Velkypiislibem je
pouZziti RNAIi knihoven v experimentech, které urychledani molekularnichifgin onemoctni a
povedou i k vyvoji novych lék které se pak vyhnou vysokym davkam a vedlejSiekt#ih na
pacienta(Martin and Caplen, 2007).

Dnes vSak nadaleigtava hlavnim problémem igob dopravy interferujicich RNA. Existuje
variabilita v transfekovatelnosti orgénnekteré fijimaji efektorové molekuly &inngji neZ ostatni, a
to se netyka pouze interferujicich RNA. Zavazndazkou je bezpmost aplikace, a proto se dnes v
lidské terapii stéle davagdnost syntetickym siRNAfpd virow dopravenymi shRNAi miR-shRNA
(de Fougerolles, 2008).

10 Zavér

Ptinos KO a RNAI technologie ke studiu funkce @yga nepopiratelnd. V této praci jsem
shrnula sotasné poznatky o aplikaci RNAn vivo u savaé v klasické i inducibilni variagt Z mé
prace vyplyva, Ze geny lzeiané a specificky umiet pomoci kratkodobého i dlouhodobého knock-
downu (KD) in vivo. Ke kratkodobému KD se vyuZivaji siRNA, které jsoiznymi zpisoby
dopraveny do mista svéhgidku. K dlouhodobému KD se pouZivaji shRNA nebo reifRNA, které
se integruji do hostitelského genomu, a tak setzggjich dlouhodoba exprese.

Specificky, stabilni a @licny KD byl prokazan u transgennich iati nesoucich interferujici
RNA i jejich potomk. Stejre tak byl dlouhodoby stabilni a specificky KD prokaizu bugénych linii
diferenciovanych z transgennich HS &kini v konkrétnich somatickych be&gnych typech u

dosglych zvirat. Z porovnani &innosti specifického KD pomoci shRNA exprimovan@ramotoru

35



RNA pol lll a miR-shRNA z promotoru RNA pol Il vigimiR-shRNA @&inngjSi a byly schopny sniZit
koncentraci specifické mMRNA a proteinu az ke 108%amotory RNA pol || umoiuji nejen KD na
arovni celého organismu, ale i i@& specificky v zavislosti na pouzitém promotoru. KaRNA pol

Il promotory mohou fepisovat i polycistronni transkripty, které mohodd&vat stejn&i rozdilné
miR-shRNA, a tim zvysit efektivitu KD pro dany génumoznit specificky KD vice geénsowasre.
Této vlastnosti Ize vyuzitipstudiu multigenové redundance. To vSe ukazujéonade miR-shRNA
maji velky potencidl. f&sto se pro vytieni transgennich At se specifickym KD na drovni celého
organismu dodnes pouZivajigglevSim shRNA, jejichZ nespornou vyhodou je rowroijSi a obects
vySS8i exprese nez je tomu u miR-shRNA. RNA polrbrpotory jsou v8ak nepostradatelriétgorhe
tkanove specifického KD. Pro vyvozeni jednozngho z&vru existuje stale ifflis méalo publikaci.
Proto zaleZi na cili experimentu, jaky RNA pol gysta interferujici RNA zvolit. Oba systémy
umo#iuji vytvoreni inducibilniho KD pomoci Cre/loxP systénti tet systému, ktery dovoluje
pripravit organismy s jinak letalnim fenotypem, n€éZaie RNAI drahu Bhem vyvoje organismu a
zabraiuje vzajemné kompenzaci mezi geny. Nppd tet systému je navic tento KD reverzibilni, tj.
exprese interferujicich RNA Ize zapnatitzastavit. Vyhodou RNAI je i mozZnost rychlé&ipravy
mySiho modelu s kombinovanym KD pro vice specifadkgeri, a to pouhym zikZenim transgennich
mySi mezi sebou. Tatoriprava se jestmiaZze urychlit pouZitim polycistronnich transkiiptRNAI
rovnéz umoziuje vytvdit odstugiovany KD, ktery umoiuje sledovat korelaci mezi postupnou
ztratou funkniho genu a vyslednym fenotypem. Velniile¥itou aplikaci RNAI je na rozdil od KO
technik jeji moznost vyuziti v lidské terapii kil nejrizr¢jSich chorob. V dnesni déhiz probiha
fada preklinickych a klinickych studii.

Metod pro pipravu RNAI transgennich Z@t je fada, v dnedSni deébprevaZzuje infekce
virovymi vektory. NejvhodyjSi jsou lentivirové expresni vektory. Tyto vektoryaji schopnost
infikovat i neclici se buky, jsou vice rezistentniu¢i epigenetickému umiéni nez retrovirové
vektory, mohou se pouZzivat ve vysokych titrech § miakou imunogenicitu, tj. schopnost stimulovat
buiky imunitniho systému. Velmi slibnd je integracen&wukii do vSudypitomrg transkrigne
aktivnich lokus jako jeRosa26 ¢i Hprt, které zajisti velice dinny a dolbe reprodukovatelny KD iip
pouhé jedné kopii ShARNA/miR-shRNA na genom. Ste€ginnou metodou Kk zaji&hi rovnongrngjsi
exprese interferujicich RNA by mohlo byt i zaved&iMAR do blizkosti promotdr Navic i
pouZiti RMCE strategie, ip které se dosahne az 95% sprawrekombinovanych ES bk,
nasledovanou tetraploidni agregaci, je mozné ziRkE&i transgenni zvata za pouhé 3 &mice. AZ

¢as ukéze, zdali je RNAI skutes tak efektivnim progedkem, jakym se zda byt dnes.
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