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1 Abstrakt

Knock-out (KO) a RNA interference (RNAi) jsou zavedené metody, které umozZiuji
systematickou analyzu funkce geni a jejich exprese. Zatimco KO je spiSe neflexibilni metoda, ktera
vede k cilené deleci genu pomoci homologni rekombinace na drovni DNA, RNAI inhibuje expresi
genli na urovni transkripéni i posttranskriptni a nechdvd gen neporuseny. Tento evolu¢né
konzervovany systém umléeni genové exprese vyuZziva kratkych dvouretézcovych RNA, které cili
poZadovany gen na zidkladé€ své sekvencni komplementarity. Tato prace shmuje dosavadni poznatky o
vyuziti RNAI in vivo u savci, a to v klasickém i inducibilnim systému. Diiraz je kladen na efektivitu
ztraty genové exprese pii studiu funkce genl v transgennich zvitatech i v konkrétnich somatickych
buné&énych typech. Utinny a specificky knock-down (KD) byl dosaZen za pouZiti syntetickych siRNA
(small interfering RNA) pro kritkodoby KD a integrovanych shRNA (short hairpin RNA) ¢i miR-
shRNA (microRNA-based shRNA) pro dlouhodoby KD. Organismy s KO letdlnim fenotypem lze
pfipravit pomoci inducibilnich KD systémi (Cre/loxP nebo tet) , které nezahlcuji RNAi drdhu béhem
vyvoje a zabrafiuji vzdjemné kompenzaci genovych produktid. Tet inducibilni systém je navic
reverzibilni, tj. umoZiiuje zapinat a vypinat expresi vlasenek dle pfitomnosti induktoru. PouZiti vektort
obsahujicich vice vldsenek proti stejnému genu, resp. proti rtiznym geniim, vede jesté k vetsi efektivité
KD, resp. KD nékolika geni soucasné. Vedle nihodné integrace konstrukti do genomu pouZitim
klasickych metod transgeneze, hlavné lentivirovou infekci, je slibnou metodou cilend integrace
konstruktu do definovaného lokusu v genomu napi. Rosa26 ¢i Hprt a takovy KD je stabilni a dobfe
reprodukovatelny. Navic pfi pouZiti RMCE strategie spolecné s tetraploidni agregaci lze vytvorit
transgenni zvifata s vysoce u¢innym KD uZ za 3 mésice oproti KO metodé, ktera trva v priméru 12 a
vice mésicli. RNAI je dnes dostatecné uicinnou a zéroveii rychlou metodou, kterou je mozné zkoumat

funkce genti a zahajuje novou éru v zdkladnim vyzkumu a lidské terapii.
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shRNA, miR-shRNA, Cre rekombindza, tetracyklinovy represor (tetR).



2 Abstract
Knock-out (KO) and RNA interference (RNAi) are established methods that allow a systematic

analysis of gene expression and function. While KO is a rather non-flexible method leading to fixed
gene deletion via homologous recombination on the level of DNA, RNAI inhibits the gene expression
on transcriptional and post-transcriptional levels leaving the gene itself unaffected. This evolutionary
conserved system of gene expression silencing employs short double stranded RNAs that target the
genes of interest in a sequence-specific manner. This thesis summarizes the current knowledge about
RNAI for in vivo application in mammals in both stable and inducible systems. Major emphasis is put
on in vivo loss-of-function efficiency in transgenic animals as well as in specific somatic cell types.
Effective and specific knock-down (KD) is mediated either by the use of synthetic siRNAs (short
interfering RNAs) for short-term KD or by host genome integrated shRNAs (short hairpin RNAs) or
miR-shRNAs (microRNA-based shRNAs) for long-term KD. Cre/loxP or tetracycline (tet) inducible
KD allows to produce phenotypes that are lethal in other circumstances, does not overload RNAi
pathway during the specific developmental stages and avoids mutual compensation effects of other
gene products. The tet KD is reversible i.e. allows to switch on and off the expression of hairpins
depending on the presence of an inductor. The use of the polycistronic vectors containing more
hairpins directed to the same gene or different genes leads to even more efficient KD or KD of
multiple genes at the same time. Lentiviral infection is the widely used traditional method of random
transgenesis. Novel methods of transgenesis based on site-directed integration into host genome such
as Rosa26 or Hprt loci lead to more reproducible expression and stable KD. Moreover, RMCE
strategy together with tetraploid aggregation enable the generation of RNAI transgenic mice with
highly specific KD within 3 months in comparison to classic KO lasting 12 and more months on
average. In summary, RNAIi technology is currently an effective and fast method for gene function
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study and has started new era in both basic research and human therapy.
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4 Uvod

Studium funkce geni in vivo bylo dlouhou dobu omezeno a to diky nedokonalym
technologiim neumozZiujicim G¢innou cilenou mutaci gent. Védci tak byli pfi studiu funkce genu
odkazini na sledovani Gcinkd ndhodnych zmén v DNA vlivem pfirozenych mutaci ¢i mutaci
zpuisobenych aplikaci mutagennich latek. Cilend mutageneze Cili funk¢ni inaktivace jakéhokoliv
vybraného genu pomoci metody ,.gene targeting®, tzv. knock-out (KO), zcela zménila moZnosti
zkoumani funkce genid. DalSi revoluci v tomto sméru byl objev RNA interference (RNAIi), kterd
spoc¢iva ve specifickém sniZeni exprese vybraného genu, tzv. knock-down (KD), jako rychlé
alternativy klasického ,,gene targeting" postupu. O vyznamu obou metod svéd¢i fakt, Ze v roce 2006

,Gene targeting® je dnes béZn€ vyuZivanou metodou, kterd ddva vzniknout knock-out (KO)
organismim, tj. organismim deficitnim pro dany gen, jehoZ funkce je pfedmétem zkoumani, a kterd
umozZiuje studovat roli specifickych genfi, resp. jejich produkti, v embryondlnim vyvoji,
fyziologickych a patologickych procesech a starnuti. Vedle nesporné univerzilni mozZnosti ,,gene
targeting” metody cilené¢ modifikovat téméf jakykoliv gen, je uritou nevyhodou jeji komplikovanost
(je nutny unikétni pfistup k vyrfazeni kazdého jednotlivého genu), neflexibilita, dlouha doba ptipravy
(kolem 1 roku) a v neposledni fad€ i finan¢ni ndroc¢nost (dnes komer¢né dostupna sluzba — cca 20000
EUR/KO zvite).

Proto objev RNAi mechanismu, ktery ddvd vzniknout knock-down (KD) organismim, tj.
organismim se sniZzenou expresi specifického genu, vedl k moZnosti pouziti RNAi misto klasického
KO. RNAi mi oproti klasické KO metodé fadu vyhod, oviem 1 nevyhod. Je to metoda méné
komplikovand, rychld i podstatné levnéj§i. UmozZiiuje inhibovat expresi jakéhokoliv transkripéné
aktivniho genu a je flexibilni, tj. exprese interferujicich RNA se pfi pouZiti inducibilnich systémi
muzZe zapinat a vypinat. Velkym pifinosem RNAI je jeji schopnost vytvorfit odstupfiovany KD, coZ
umozZiuje studium dominantné dé€di¢nych poruch, zatimco KO metoda vytvafi zvifata jen s 0% (u
homozygotnich jedinct) ¢i 50% expresi genu (u heterozygotnich jedinci). Vektory nesouci nékolik
raznych interferujicich RNA soucasné umoziiuji inhibici exprese vice gend soucasné. RNAi metoda
pomohla vytvofit transgenni zvifata u savcid, kde klasické techniky reverzni genetiky jsou velice
omezené (krysa, koza a dalsi). Velkou vyhodou je moznost jeji aplikace v lidské terapii, kde KO
metoda neni eticky moZna. Nevyhodou RNAI je v§ak nemoznost docilit 100% sniZeni exprese genu
jako je tomu u KO, avSak fada experimenti s drobnymi rozdily zopakovala KO fenotyp a zda se, Ze
pouziti vektorii nesoucich vice interferujicich RNA proti totoZzné mRNA miZe tento problém vyfesit.
Dalsi nevyhodou RNAi je fada moZnych ,off-target efektd, af jiz sekven¢né specifickych ¢i
nespecifickych, kterych se 1ze ¢asteCné vyvarovat optimalnim vybérem ucinné sekvence a nastavenim
experimentalnich podminek. VSechny interferujici RNA se proto nejdfive experimentilné ovétuji in

vitro, jelikoZ u¢innost KD je velmi individudlni a nelze ji pfedem ur¢it.



RNAI je dnes bé€Zn€ pouZivanou metodou in vitro, avSak jeji in vivo aplikace je stdle jeSté
omezena. Uelem této bakalafské prace je shrnout dosavadni poznatky o aplikaci RNAi in vivo u
savcl. Ve své praci se zabyvam experimentdlnim my$im modelem. Popisuji aplikace a efektivnost
siRNA pro kriatkodoby KD a shRNA, miR-shRNA integrovanych do genomu pro dlouhodoby KD.
Rutinné 1ze dosdhnout vysoce u€inného KD na drovni celého organismu i ve specifickych tkanich.
V dnesni dobé se na pfipravu RNAI transgennich zvifat pfevaZzné pouZiva injekce do prvojadra ¢i
infekce lentiviry, které vSak tsti v ndhodnou integraci vektord zptisobujici individualni expresni profil
interferujicich RNA.. Integrace a exprese shRNA/miR-shRNA zpfedem definovaného a
vSudypfitomné transkripéné aktivniho Rosa26 ¢i Hprt lokusu vede ke stejné G¢innému KD jako je KD
dosazeny klasickymi metodami a navic je tento KD reprodukovatelny nékolika nezavislymi
experimenty. RovnéZz zavedeni S/MAR do blizkosti promotorti fidicich expresi interferujich RNA je
slibnou moZnosti pro ziskadni stabilnéjStho KD. Inducibilni KD pomoci Cre/loxP systému c¢i
tetracyklinového (tet) systému umoZziuje piipravu organismi s KO letdlnim fenotypem, nezatéZuje
RNAi drdhu béhem vyvoje, zabrafiuje vzajemné kompenzaci mezi geny a v pripadé tet systému je
tento KD reverzibilni. Existence vektori nesoucich né€kolik shRNA/miR-shRNA umoziiuje mnohem
efektivnéjsi KD ¢i KD nékolika riznych genid zaroveii. RNAI je tedy dostate¢né ucinnou, specifickou

a rychlou metodou s fadou aplikaci pro studium funkce gena in vivo.

5 ,,Knock-outované*“ (KQO) organismy

5.1 Uvod do historie
Mario R. Capecchi, Martin J. Evans a Oliver Smithies obdrZeli v fijnu 2007 Nobelovu

cenu v oblasti fyziologie nebo mediciny za objev "Principles for introducing specific gene
modifications in mice by the use of embryonic stem cells". Ukazali, Ze embryondlni kmenové
(ES) buiiky mohou byt specificky geneticky upraveny a poté€ injikovany do mysi blastocysty za
ucelem vytvoreni potomstva, které bude mit zmény v DNA neseny v zarodecnych buiikéch, a tyto
budou preddvany na dal$i generace.

Tento novy ndstroj oteviel dvefe neuvéritelné mocné technologii dnes znamé pod pojmem
»gene targeting®, kterd dava vzniknout KO organismim. Kombinaci metod ,gene-targeting”
(cileny KO) a ,gene-trap” (ndhodny KO) (Zambrowicz et al., 1998) je dnes vytvofeno a
publikovéano pfiblizné 11 000 KO mysi, aviak z toho je klasickych cilenych KO jen 3200. Navic
vét§ina té€chto mysi neni vefejné dostupna (pfiblizn€ jen 740 cilenych KO mysi je uloZeno
v ,International Mouse Strain Resource* (IMSR)"), jelikoZ byly vytvofeny v nespolupracujicich

laboratofich ¢i z komeréniho ucelu. Z tohoto diivodu bylo vytvofeno ,,The International Mouse

" IMRS je dostupna na http://www.informatics.jax.org/imst/index.jsp



Knockout Consortium* (IKMC), které sdruZuje svétové agentury a jejich programy” a které se
zavdazalo vytvofit konstitutivni, kondiciované i reporterové KO mysi pro vSechny protein-kédujici
geny, které jsou klonovatelné. Tyto mysSi budou dostupné celé védecké vefejnosti, aby se tim
urychlilo studium funkce jednotlivych geni (Collins et al., 2007a; Collins et al., 2007b).
Alternativou klasického ,,gene targeting* jsou BAC vektory, které umoziuji cileny KO ¢i riizné
mutace rozsdhlych sekvenci az do velikosti 70 kbp bez standardni sloZité pfipravy dedikovanych
cilicich vektora (Valenzuela et al., 2003). Ndhodné KO mysi mohou vznikat ve velkém rozsahu i
chemickou mutagenezi (Hrabe de Angelis et al., 2000), avSak kvili ndrocnosti nasledné
identifikace vyfazeného genu se dnes tato metoda Siroce nepouzivad. Nicméné s rozvojem novych
celogenomovych sekvenacnich technik muZe dojit k jejimu oZiveni.

Alternativu ke KO predstavuje knock-in, kdy je pivodni gen pomoci homologni rekombinace
nahrazen mutovanym nebo jinym genem. Tim je vneseny gen vloZen pod promotor a regulacni
sekvence plivodniho genu, je exprimovan misto ného a neni tak vystaven pozi¢nim efektim ndhodné
integrace. Vneseny gen byva nejcastéji pivodni pozménény gen ¢i jeho paralog, ale muzZe to byt i
dplné cizi gen, napf. reportérovy LacZ ¢i GFP, ktery pomaha urcit expresni profil ptivodniho genu
vorganismu ¢i osud modifikovanych bunék letdlntho fenotypu (tzv. reportérovy KO) (Cohen-
Tannoudji a Babinet, 1998).

V nésledujicich kapitolach se budu vyhradné zabyvat vytvofenim cileného KO, jelikoz tato
metoda poskytuje 100% inhibici exprese cilového genu (delece na trovni genomu). Metoda ,,gene
trap* oproti tomu inhibuje expresi na transkrip¢ni drovni (zménou sestfihu mRNA), a tak nemusi

dojit vzdy dojit ke 100% inhibici exprese genu’.

5.2 Klasicky postup pripravy knock-out mysi
KO mysi jsou pfipravovéany ve 2 etapach:

ES buiiky jsou transfekovany vektorem obsahujicim nefunkéni alelu cileného genu diky
vloZenému genu pro antibiotikum pro pozitivni selekci ES bun€k. Vné ramének pro homologni
rekombinaci vektor nese virovou sekvenci (HSV-tk) pro negativni selekci ES bunék, ve kterych se
vektor integroval ndhodné, tudiz cely a tyto ES nejsou schopné Zit na mediu s antivirovou
substanci (ganciklovir). Na plotné€ s antibiotikem a antivirovou substanci tedy vyrostou pouze ES
buriky geneticky modifikované pomoci homologni rekombinace (vétSinou méné nez 0,1-1% vsech

ES bunék).

? Agentura NIH s programem KOMP: http://www.knockoutmouse.org;

Agentura EC s programem EUCOMM: http://www.eucomm.org;

Agentura Genome Canada s programem NorCOMM: http://norcomm.phenogenomics.ca/index.htm;
Texas institute for genomic medicine: http://www.tigm.org

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



V druhé etapé jsou ES buriky heterozygotni pro dany gen (frekvence homologni rekombinace
na obou aleldch soucasné je 0,0001-0,01%) injikovany do recipientni blastocysty a pfeneseny do
ndhradni matky. Vzniklé chimerni mysi se zpétné€ kiiZi s homozygotnimi mySmi, aby se urcilo, zda je
mutace inkorporovdna do pohlavnich bungk. Cast potomkidi je opét heterozygotni pro danou
genetickou modifikaci a tito potomci se mezi sebou navzijem ddle kiizi. Dle Mendelovych zidkond
dédi¢nosti poté vznikaji vedle normélnich (wild type) potomki bez modifikaci a heterozygotl i
homozygotni mysi, které maji modifikované obé dvé alely prislusného genu, a to v poméru 1:2:1.

Alternativni metodou piipravy KO mysi je tzv. tetraploidni agregace, pfi které vznikaji
chimémi embrya, jeZ maji téméf striktné rozdélené populace bun€k. Zatimco z tetraploidniho embrya
vznikd pouze trofoblast a entoderm Zloutkového vicku, z KO ES bunék vznikd celé embryo a
mezoderm Zloutkového vacku. Tato metoda je mnohem rychlejsi nez klasickd pfiprava KO, jelikoz
neni nutna selekce chimernich zvitat s cilenou alelou v zarodec¢nych burikiach. Nevyhodou je fakt, Ze
tato metoda pracuje pouze s nékterymi hybridnimi ES buifikami a vysoké procento embryi je
nespecificky letalnich ¢i abnormalnich.

V posledni dobé se objevila dalsi alternativa pfipravy transgennich my$i, kterd spoliva
v laserem asistovaném vpichnuti libovolnych rekombinantnich ES bunék do 8-bunécného embrya.
Takto pfipravend zvifata vznikaji pouze z ES bunék, jsou minimdlnimi chimérami (0,1% oproti 2% pfi

tetraploidni agregaci), jsou plné zdrava a vneseny gen je 100% dédi¢ny (Poueymirou et al., 2007).

5.3 Tkanové specificky a inducibilni KO

KO Zivotn€ duleZitych gend vétSinou vede k letadlnimu fenotypu ¢i arteficielné vyvojové
defektnimu organismu v mnoha irelevantnich tkanich, pfiCemZ nds primarn€ zajima pouze KO
fenotyp v ur€ité tkani. Tato limitace byla pfekondna s objevem mistné-specifickych rekombindz:
Cre rekombinazy z bakteriofdgu P1, kterd rozpoznava mista ohranicend loxP sekvencemi, a Flp
rekombindzy z S.cerevisiae, ktera rozeznavd FRT mista (Cohen-Tannoudji and Babinet, 1998).
Diky t€émto rekombindzdm byla vymyS$lena metoda tkanové specifického a inducibilniho KO.
Tato metoda je zaloZena na principu aktivace rekombinazy, kterd je piepisovéna pod specifickym
promotorem a dokaZe vystépit jen urcity gen ohrani¢eny rekombinaénimi misty. Takovy promotor
mize byt tkanov€ specificky a pak vznikd tkanové specificky KO, kdy je rekombindza
exprimovana konstitutivné pouze v urcité tkani. Druhou moZnosti je inducibilni KO, pfi kterém
dojde k expresi rekombindzy ve vSech tkinich, kde je vnesen Cre gen, pouze po expozici
specifické latce (tzv. induktor).

Tkanové specificky ¢i inducibilni KO vznikd v n€kolika krocich. V prvnim kroku si musime
vytvorit pomoci homologni rekombinace homozygotni loxP mys, ve které vSechny bunky maji 2 loxP
mista vloZena do introni okolo dileZitého exonu zacileného genu. V druhém kroku si pfipravime

transgenni Cre mys, ktera je homozygotni pro Cre gen pod specifickym promotorem. JelikoZ jsou vSak
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tyto Cre transgenni mysi béZné dostupné, miZeme tento experimentilni krok vynechat. ZkfiZzenim
loxP mysi s Cre mysi vznikaji potomci loxP-Cre, u kterych probiha rekombinace mezi loxP misty ve
vSech bunécnych typech, kde dochazi k expresi Cre rekombinazy. Aktivita rekombinazy je limitujicim
faktorem pro dcinny KO a nemusi vZdy dostacovat pro 100% efekt. Proto se Cre my$i nebo loxP-Cre
mysSi kfiZzi s mySmi heterozygotnimi pro cileny gen (dplny KO jedné alely), coZ ve vysledku vede k
tplné ztraté funkce daného genu. Diky pouZiti tkafiové specifickych promotori mohou byt studovany
efekty KO riiznych genu v riznych tkanich.

Existuje mnoho inducibilnich systémi vyuZivajici k aktivaci antibiotika, signalizacni
molekuly, metabolicky aktivni latky, rizné malé molekuly (napf. dimerizery) a jiné latky. Dnes se
nejCastéji pouZzivaji tetracyklinové induktory. Inducibilni promotor pro rekombinizu funguje ve dvou
systémech: tet-on (transkripce genu béZi pouze v pfitomnosti induktoru) a tet-off (transkripce nebézi v
pritomnosti induktoru). V promotoru se nachazi jedno Ci vice terO vazebnych mist pro tetracyklinovy
represor (tetR), ktery se v nepfitomnosti induktoru vaZe na promotor a fyzicky tak blokuje transkripci
Cre rekombindzy. Po pridani tetracyklinu se represor uvolni, Cre rekombinéza je exprimovana a KO
probéhne ve vSech tkanich, kde je Cre gen pfitomen. Obracené plsobi reverzni tetracyklinovy represor
(rtetR), ktery se vaZe na promotor a blokuje transkripci aZ po pfidani induktoru.

Oba vySe zminéné kondiciované postupy je mozné kombinovat pro piipravu tkafové
specifického inducibilniho KO. Ten je zaloZen na vzniku fizniho proteinu z Cre rekombinizy a
ligand-vazajici domény steroidniho receptoru. Takovy fizni protein je exprimovan ve specifické tkéni,
avSak je inaktivni. Teprve po pfidani ligandu, ktery se vdZe na protein, a tim méni jeho konformaci, se

aktivuje Cre rekombinazova aktivita (Babinet and Cohen-Tannoudji, 2001).

5.4 Problémy a reSeni tkanové specifického a inducibilniho KO
Diky limitované aktivit¢ Cre rekombindzy se vytvofeni kondiciovaného KO musi fidit

nasledujicimi pravidly (Cohen-Tannoudji a Babinet, 1998): 1) exon, ktery je ohranicen loxP misty,
musi zistat funkni, 2) exprese Cre rekombindzy musi byt pfisné kontrolovéana, tj. omezena jen na
urCité buiiky nebo tkaf a 3) Cre rekombindza musi byt schopnd vyrekombinovat dany exon ve vSech
burikédch dané tkané.

NejpouzivanéjSim feSenim je integrace konstruktu obsahujici Cre gen pod expresi
specifického promotoru ndhodné do genomu, ale vtomto pfipadé je Cre gen vystaven pozi€nimu
efektu. Druhou mozZnosti je knock-in Cre genu do jedné alely endogenniho genu se specifickou
expresi v daném typu bunék, ktera je v§ak komplikované;jsi (Cohen-Tannoudji a Babinet, 1998).

Hlavnim problémem inducibilnich systému zavislych na represoru je nekompletni stéricka
represe transkripce, a tak mtize dochazet ke slabé expresi i v neindukovaném stavu. Pro pfekonani této

komplikace se do promotoru vklada vice tetO sekvenci. Nevyhodou takové multiplikace je fakt, Ze se

promotor oslabi a neprfitahuje tak efektivné RNA polymerdzu. PfiCemzZ plati, Ze ¢im vice vloZenych
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tetO mist, tim vice dochézi k oslabeni jeho aktivity (Zhang et al., 2007). Dal$i mozZnosti je zvysit
expresi samotného represoru tetR (Zhang et al., 2007) ¢i pouziti fiizniho proteinu sloZeného z DNA
vazebné domény tetR a domény ovliviiujici transkripci. Tento protein miZe mit na transkripci
pozitivni vliv, tj. pomdhat sestaveni iniciacniho komplexu, tzv. tet-transkripni aktivator (tTA), resp.
reverzni transkripéni aktivator (rtTA) (Babinet and Cohen-Tannoudji, 2001), ¢i negativni vliv, tj.
transkripci blokovat, naptf. tTRKRAB fiizn{ protein (Szulc et al., 2006).

6 RNA interference (RNAI)
6.1 Uvod do RNAi

V roce 2006 byla udélena Nobelova cena v oblasti fyziologie a mediciny za objev “RNA
interference — gene silencing by double-stranded RNA* Andrew Z. Firovi a Craigu C. Mellovi. Tito
lauredti ukazali, Ze kratké dvouretézcové RNA (dsRNA) jsou v C. elegans schopné umlcovat geny na
zdkladé své sekventni komplementarity procesem zvanym RNA interference (RNAi). Tento objev
oteviel moZnost vyuziti této metody jako alternativy ke klasickému KO. Zaroveii vzbudil zdjem o
pochopeni jejtho mechanismu a uréeni procesu, kterych se v organismu dcastni. Zjistilo se, Ze dsSRNA
molekuly syntetizované uvnitf buiiky, tzv. microRNA (miRNA), mohou snizit ¢i dokonce zrusit
expresi endogennich genu a jejich spravné funkce je nutnd nejen pfi vyvoji organismu a diferenciaci
bunék, ale také pro udrZeni fyziologickych funkci bunék a tkdni. V riznych organismech
zprostfedkovévaji interferujici RNA rezistenci vii¢i exogennim patogennim virim a brani mnoZeni
parasitickym mobilnim genetickym elementiim uvnitf genomu.

Dnes je zndmo, Ze efektorovy komplex RNAI, tzv. RISC (RNA-induced silencing complex),
miZe kontrolovat genovou expresi na drovni transkripéni, tzv. transkripéni genové umiceni (TGS),
nebo na postranskripéni drovni, tzv. post-transkripcni genové umiceni (PTGS).

Transkripcni ‘genové umlceni bylo poprvé pozorovano u rostlin, ale od té doby byla jeho
funkce prokazana u S. pombe, C. elegans, D. melanogaster a také u savci. TGS je zpisobeno jednim
fetézcem siRNA, tzv. ,guide” fetézcem, ktery je zainkorporovdn do chromatin remodelacniho
komplexu a ktery ho cili do promotorovych oblasti dle své komplementarity. Toto cileni zplsobi
metylaci cytosinii a histoni v promotorovych oblastech a naslednou tvorbu heterochromatinu a
umlceni genu komplementarniho k danému ,,guide* fetézci.

Post-transkripcni genové umiceni bylo pozorovano u vSech znamych organismi. Prvni drdhou
PTGS je sekvencné specifickd degradace cilovych mRNA pomoci k nim zcela komplementarnich
siRNA. Tato driha je nejCast€ji pouzivand KD metodou, ve které se vyuziva transfekovanych
syntetickych siRNA pro kratkodoby KD nebo vektori kédujicich vldsenky shRNA/miR-shRNA pro
dlouhodoby KD. shRNA jsou vlastné siRNA, jejichZ fetézce jsou spojeny smyCkou. miR-shRNA

mimikuji strukturu prekurzori miRNA, tzv. pri-miRNA, a jsou tudiZ zpracovavané stejnou drahou
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jako endogenni miRNA, ale §tépi cilové mRNA shodné jako siRNA. Alternativni drdhou PTGS je
pouha blokace translace a regulace stability mRNA, nikoliv tedy degradace cilové mRNA, pomoci
pouze ¢astecné komplementarnich miRNA. U savci existuje jediny RISC a o PTGS zplsobu umi¢eni
genové exprese tedy rozhoduje pouze komplementarita mezi ,,guide* fetézcem a cilovymi mRNA,

nezaleZi tedy na plivodu kratkych dsRNA.

6.2 miRNA - genomova organizace, transkripce a jaderné zpracovani
miRNA jsou endogenni regulacni RNA molekuly, které reguluji nejméné 30% protein-

kédujicich genti (Martin and Caplen, 2007).

VétSina gend pro miRNA je prepisovdna RNA polymerdzou II. Primarni transkripty miRNA
se nazyvaji pri-miRNA. Mnoho genid pro miRNA se vyskytuje na chromozomech vedle sebe a
prepisuji se jako polycistronni transkripty. Velky pocet savfich miRNA leZi v intronech protein-
kédujicich genti a maji tedy stejnou regulaci transkripce jako doty¢né proteiny (Liu et al., 2008).

Typickd monocistronni pri-miRNA je tvofena vlasenkou sestdvajici se z 33 nt dlouhého
dvouretézcového useku s termindlni smyckou a dvou nestrukturovanych jednofetézcovych konci.
Tento primdrni transkript je v jadfe rozpoznidn multiproteinovym komplexem. Hlavnimi
komponentami tohoto komplexu jsou dsRNA vazajici protein DGCR8 a RNéza III Drosha. DGCRS8
vaZe pri-miRNA a pfivadi je do blizkosti RN4zy Drosha, ktera Stipe dvoufetézcovy tsek pri-miRNA a
tvori tak 70 nt pre-miRNA s dvoufetézcovym tisekem a smyckou (Liu et al., 2008) (viz Obr. 1).

i‘-—-’ | reny

Drosha """
DGCRS. pre-miRNA

pre—muRNA ds RNA

Degradation e e
e (Db&r)
R
RISC
miRNA

Nucleus Cytoplasm

Obr. 1: miRNA driha (pfevzato z Liu et al., 2008)

Hotové pre-miRNA jsou exportovany z jadra do cytoplasmy k dal§imu zpracovani pomoci
RanGTP a exportinu-5 (Exp-5). V cytoplazmé je RanGTP hydrolyzovdn na RanGDP, coz zpusobi
jeho disociaci spole¢né s Exp-5 od pre-miRNA. V Exp-5 KD pokusu byly sniZené koncentrace pre-
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miRNA nejen v cytoplazmé, ale i v jadfe. Z toho vyplyva, Ze Exp-5 je dilezZity i pro stabilitu pre-

miRNA v jadfe a jejich ochranu pfed degradaci (Liu et al., 2008).

6.3 Zpracovani pre-miRNA a dlouhych dsRNA v cytoplazmé a sestaveni RISC

V cytoplazmé jsou pre-miRNA rozpoznavany dal$i RN4zou III zvanou Dicer, ktera je Stipe na
zralé 22 nt dlouhé miRNA s 3” koncovymi 2 nt ptesahy. Ziroveii je Dicer schopen vézat i dlouhé
dsRNA a 3$tépit je na 21-23 nt dlouhé siRNA rovnéz s 3” koncovymi 2 nt presahy (Liu et al., 2008)
(viz Obr. 1).

Samotny Dicer se sestdvd z né€kolika domén. NejdileZitéjsi je PAZ doména, kterd rozpoznava
3" koncové 2 nt pifesahy pre-miRNA a dsRNA-vézajici doména, ktera vaZe dlouhé dsRNA (Liu et al.,
2008). Aktivnimi doménami Diceru jsou dvé RN4zové domény, jejichZ kazdé nezavislé katalytické
misto $té€pi jeden fet€zec pre-miRNA/dlouhé dsRNA a to presné 22nt od 3 konce a tvoii tak 3~
koncové 2 nt pfesahy (Filipowicz et al., 2005). V pfipadé dlouhych dsRNA se proces miiZe nékolikrat
opakovat a vytvofit mnoho funkcnich siRNA.

Dicer v cytoplazmé interaguje s TRBP a pomaha navazani ,,guide” fet€zce miRNA/siRNA na
enzymaticky apardt RNAi RISC (Tolia and Joshua-Tor, 2007). TRBP slouZi jako senzor stability,
ktery rozpozna 5” konec s vétsi termodynamickou stabilitou parovani bazi a vdZe se na néj, zatimco
Dicer se vdZe na opacny konec. Zda se, Ze vybér ,,guide* fetézce je zavisly pravé na termodynamické
stabilit€¢ parovani bazi na 5” konci. ,,Guide* fetézec, ktery ma mensi stabilitu, je zabudovan do zralého
RISC, zatimco druhy, tzv. ,passenger” fetézec, je degradovian. Béhem vazby siRNA/miRNA na
Argonaut protein (Ago) dochazi k disociaci ,,passenger” fetézce od ,,guide* fetézce 2 zptsoby (Tolia a
Joshua-Tor, 2007). Prvni, tzv. ,passenger strand cleavage mechanism®, zahrnuje pfenos celé
dvoufetézcové siRNA/miRNA na Ago, nasledné S$té€peni ,passenger” fetézce Ago proteinem a
disociaci rozSt€peného fetézce od ,guide” fet€zce. Druhy, tzv. ,bypass mechanism®, jehoZ
mechanismus zatim neni pfesné zndm, pfepokldda existenci helikdzy, kterd rozdéli dvoufetézcové
siRNA/miRNA od sebe a na Ago se vdZe uZ jen ,guide” fetézec. Prvni zpisob vyuZivaji
siRNA/miRNA, které se vdZou na enzymové aktivni Ago jako je Ago2, druhy vyuZivaji miRNA
vazici se na neaktivni Ago (Preall a Sontheimer, 2005).

SloZeni RISC je u savcit spolecné pro miRNA i siRNA. Funkéni RISC byl izolovan v riznych
forméach o riznych velikostech a komponentich (Filipowicz et al., 2005). Rozdil miiZe spoéivat v
pouZiti rozdilnych bun€k pro izolaci ¢i v rozdilnych technikiach izolace RISC nebo v obojim.
Minimdlni aktivni RISC je sloZen z jednoho ¢lena proteinové rodiny Argonaut a ,.guide* fetézce
miRNA/siRNA (Filipowicz et al., 2005). Neddvno vsak byl izolovan lidsky RISC, ktery se skladal z
Diceru, TRBP a Ago2. Tento komplex byl desetindsobné efektivnéjsi v umlCovani geni diky Stépeni
pre-miRNA neZ pfi pouZiti uz kratkych hotovych siRNA (Preall and Sontheimer, 2005). To dokazuje,
Ze nejmensi dostatecné efektivni RISC se patrné sklada z Diceru, TRBP a Ago2 s navazanou ,,guide*

RNA.
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Argonaut protein (Ago) ma endonukledzovou aktivitu a je Sté€pici komponentou RISC.
Vsechny Ago se skladaji ze 4 domén: N-koncové, PAZ domény, stfedni domény a PIWI domény.
PAZ doména stejné jako u Diceru rozpoznava 3° koncové 2 nt presahy siRNA/miRNA a vize je
nezavisle na sekvenci. Stfedni doména svymi aminokyselinovymi zbytky interaguje s bazi a fosfatem
na 5 konci siRNA/miRNA prostfednictvim iontovych interakci. PIWI doména m4 strukturu i funkci
podobnou RNé&ze H, avSak konzervovanym funkénim motivem je zde Asp-Asp-His, ktery je
zodpovédny za Sté€peni specifickjch mRNA komplexem RISC. Tento konzervovany motiv miize
¢astecné vysvétlit rozdilné aktivity Ago proteind. Jakékoliv mutace v tomto motivu mohou vést ke

ztraté endonukledzové aktivity (Tolia a Joshua-Tor, 2007).

6.4 Funkce RISC

SiRNA a miRNA maji odlisné mechanismy umléeni gent v zdvislosti na mife
komplementarity bazi mezi ,,guide* fetézcem a cilovymi mRNA a na povaze Ago uvnitf RISC.

Vsechny siRNA jsou zcela komplementarni k cilovym mRNA a jsou navaziny na
enzymaticky aktivni Ago2. Po navazani RISC na pfislusnou mRNA zptisobi Ago?2 jeji rozstépeni mezi
10. a 11. nt od 57 konce ,,guide* fet€zce, zatimco ,,guide” fet€zec zistane neporusen a miZe navést
RISC na dalsi cilovou mRNA. Jednou sloZeny aktivni RISC muZe tedy rozstipat nékolik desitek
cilovych mRNA. Pfi St€épeni mRNA vznikaji 5° fosfitové a 3 hydroxylové konce, které jsou
rozpoznané exonukledzami, coZ vede k nésledné degradaci cilovych mRNA (Liu et al., 2008) (viz
Obr. 2 vievo).

Vétsina savéich miRNA se vaze na 3" nepfeklddanou oblast (3"UTR) cilovych mRNA a neni s
nimi absolutné komplementarni, obsahuje nékolik ,,mismatch nukleotidii. Navic se miRNA védZou na
enzymaticky neaktivni Ago, coZ zpisobuje, Ze tyto RISC pouze inhibuji translaci mRNA ¢i je
destabilizuji indukci deadenylace, ale pfimo je nesté€pi (viz Obr. 2 vpravo). Existuje vSak i nékolik
vyjimek, kdy savéi miRNA piimo $tépi cilové mRNA v piipadé, Ze jsou k nim zcela komplementarni

a vazi se na Ago2.

Ago2
5= TMGpppG —— TP AAAA-T mRNA Targe / \ o '
l T Q FHO e S PS5
& 8D ryeepereprrpe t & 7mG ’17 [NNTNTHI] [KTNNTNIS IIII AM
§'- TMGpppG ——————— OH-3'  5-P— aaAA-3
i \ Inhibition of Translation
Decapped and degraded by Degraded by 5-exonucleases \ ' '
5-exonucleases & 3'-exonucleases & 3-exonucleases mRNA Deadenylation & Degradation

Obr. 2: Stépeni cilové mRNA pomoci siRNA (vlevo) a inhibice translace & indukce

deadenylace cilové mRNA pomoci miRNA (vpravo) (pfevzato z Liu et al., 2008)
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Experimentdlni a bioinformatické pfistupy ukazaly, Ze pro rozpoznani cilové mRNA RISC
komplexem je dilezitd perfektni Ci téméf perfektni komplementarita mezi 5 koncem ,,guide* fetézce
miRNA a cilovou mRNA v tzv. ,seed“ regionu. Parovani bazi na 3° konci miRNA neni pro
rozpoznani kliCové, avSak milZe pomoci rozpoznani cilové mRNA za pifedpokladu niZsi
komplementarity na 5” konci ¢i umochnit jeji inhibici translace. Na 3'UTR mRNA se muZe vyskytovat
vice vazebnych mist pro n€kolik RISC obsahujici stejnou miRNA ¢i rozdilné miRNA, coZ umociiuje
inhibici cilovych mRNA (Liu et al., 2008).

Ackoliv puvodni studie ukazovaly, Ze miRNA navdzané na RISC pouze inhibuji translaci
cilovych mRNA bez ovlivnéni jejich stability, od té€ doby bylo prokazano, ze urcitd ¢ast cilovych
mRNA je degradovana diky zvySené deadenylaci jejich poly(A) konct zplsobené RISC. Zirover tato
studie prokdzala, Ze tato deadenylace neni disledkem sniZené translace a naopak poly(A) konec neni
nutny pro inhibici cilovych mRNA (Wu et al., 2006). To ukazuje na moZnost, Z2 miRNA snizuji
expresi cilového genu pomoci dvou mechanismi: inhibice translace a napomahani degradace cilovych
mRNA pomoci jejich deadenylace, ¢imZ se mRNA stdvaji nestabilni a cilem cytosolickych
exonukledz. Navic je dokdzéno, Ze RISC komplexy s navdzanymi cilovymi mRNA lokalizuji do tzv.
,»P-bodies*, coZ jsou mista v cytoplazmé, kterd obsahuji nadbytek enzymu pro tzv. ,decapping”,
deadenylaci a degradaci mRNA (Liu et al., 2008).

Pdvodné se piedpokladalo, Ze RISC je pfitomen pouze v cytoplazmé. V posledni dobé vsak
bylo dokédzano, ze RISC je pfitomen také v jadre a jiZ zde Stipe cilové mRNA. Experiment navic
prekvapivé ukdzal, Ze pfiblizné 40% cilovych mRNA je §té€pena v jadie a zbylych 60% v cytoplazmé
(Robb et al., 2005).

Zatim neni znamo, jak je RISC regulovany, jakym zpusobem interaguje s dal§imi proteiny

ovliviiujici mRNA a jak funguje ,,bypass mechanismus*. To vSe zatim ¢ek4 na odpovédi.

6.5 Tkanové specificky a inducibilni knock-down
Kondiciovany KD ma stejné uplatnéni i problémy jako tkanové specificky a inducibilni KO (viz
kap. 5.3 a 5.4). PouZiti RNAIi soucasné prindsi fadu dalSich vyhod a nevyhod. Zvlasté je tfeba
ddvat pozor v souvislosti s konstitutivni expresi interferujicich RNA na moZnost saturace RNAi
drihy, ktera zpisobi nejen snizenou efektivitu KD, ale i smrt buné€k v dusledku poruseni rovnovahy
udrZzované endogennimi miRNA. Omezeni tohoto negativniho Gcinku exprese shRNA/miR-shRNA
miZeme docilit nizkym poctem integrovanych vektori do genomu ¢i inducibilnim KD.
KD je nevratny v pfipadé pouZiti rekombindz Cre ¢i Flp. Tento KD se pouzivd ve dvou
variantich, které maji opacny efekt. Prvni spousti expresi interferujicich RNA po vystépeni loxP/FRT-
ohranicené sekvence (tzv. stop sekvence) lezici uvnitf promotoru, resp. uvnitf smycky pro shRNA,

ktera rusi aktivitu promotoru a tim brani expresi interferujicich RNA, resp. vznika pouze jedno vldkno

shRNA a RNA:I je nefunk¢ni. Naopak druhd varianta, kdy rekombinaza vystipne samotnou loxP/FRT-
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ohranicenou sekvenci obsahujici interferujici RNA, ukon¢i konstitutivni KD a burika se vrati ke svému
wild-type fenotypu (Wiznerowicz et al., 2006). Priprava t€chto myS$i i mechanismus jsou analogické
jako u KO (viz kap. 5.3). Konkrétni piiklady vyuZiti tohoto systému in vivo popisuje kap. 7.2.1.5.
Velkou vyhodou RNAIi je moznost vratného KD v pfipadé pouZiti farmakologickych latek
ovliviiyjicich expresi interferujicich RNA. Stejné€ jako u inducibilniho KO jsou konstrukty zaloZeny na
vazbé tetR Ci rtetR na tetO sekvenci a regulaci exprese interferujicich RNA induktorem. Konkrétni in

vivo aplikace popisuji kap. 7.2.1.5a7.2.2.3.

6.6 Problémy a reSeni RNAi experimenti
Vsechny RNAi experimenty sméfuji ke stejnému cili — maximalizaci Gcinnosti KD a

minimalizaci tzv. ,,off-target” efekti. Pro maximdlni Gcinek KD pfi minimdlnim poctu kopii
interferujicich RNA v genomu je vytvorena fada algoritmi, které predikuji vhodné siRNA. Piestoze
se kritéria u jednotlivych predikénich programt ¢astecné lisi, zdkladni principy jsou vZdy stejné.
Konkrétné se jednd o zastoupeni GC pard v siRNA v rozmezi 55-60%, siRNA je prednostné
namifena do takové oblasti mRNA, kde neni predikovand Zadna sekundarni struktura, a proto je
pfistupnd pro RISC. Zidkladni kontrola specifity siRNA ovSem spocivd ve velmi pfisném
prohledani komplementarnich sekvenci BLAST algoritmem tak, aby se vyloucila moZnost, Ze

v ¥z

predikované siRNA bude rozpozndvat i jiné mRNA neZ Ziddané cilové mRNA.

6.6.1 Sekvencné nezavislé ,,off-target efekty

Obecnym nezddoucim efektem RNAi experimenti je inhibice vnitini aktivity RNAi drdhy
diky saturaci Exp-5 pfi nadmémné expresi shRNA ¢i miR-shRNA (Cullen, 2006). Obé vlasenky ho
potiebuji pro svij export z jadra, a proto pfi jeho saturaci je jednak sniZena efektivita KD, tak i
funkénost endogennich miRNA. Tento fakt byl potvrzen pfi experimentu, kdy nadméma exprese Exp-
5 vedla ke zvySeni aktivity RNAi a obnoveni funkce endogennich miRNA (Martin a Caplen, 2007).
Toxicita vysokych koncentraci shRNA byla prokazana in vivo imrtnosti mySi nezévisle na sekvenci
shRNA (Martin a Caplen, 2007). Proto je pro efektivni a netoxicky KD nutné pouZit interferujici RNA
v co nejnizsi Gcinné koncentraci, kterd nesaturuje RNAi drdhu. Nesmime vSak zapominat, Ze je tato
koncentrace individudlni pro jednotlivé bunécné typy (Cullen, 2006). Alternativni metodou
vyvarovani se saturace RNAI drahy je pouziti inducibilnich promotorg.

Druhym sekvencné nezavislym efektem je stimulace interferonové (IFN) odpovédi typu I diky
pfitomnosti dsRNA (Cullen, 2006), napf. pii virové infekci. Pivodné se predpoklddalo, Ze siRNA
men$i neZ 30 nt nespusti imunitni odpovéd’, dodnes byla publikovdna fada studii, kde se tato
skutecnost vyvratila (Martin a Caplen, 2007). Produkce IFN typu I je indukovana prostfednictvim
aktivace dsRNA-dependentni protein kindzy (PKR) nebo TLR receptori v endozomech a na povrchu
bunék. V obou pfipadech je zavisld na koncentraci shRNA, miR-shRNA ¢i siRNA a na bunécném

typu. Proto 1 zde plati pouZivani co nejniz§ich koncentraci interferujicich RNA. Navic k minimalizaci
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téchto nezadoucich efektt miZe pfibyt i mozZnost chemické modifikace siRNA, ktera zabrani aktivaci
PKR (Martin a Caplen, 2007). Skute€nost, Ze i cytosolické dsRNA vazajici receptory RIG-1/MDA-5

spousti IFN odpovéd v pfitomnosti interferujicich RNA, zatim nebyla prokazana.

6.6.2 Sekvencné zavislé ,,off-target* efekty

Zasadnim sekvencné zavislym ,off-target“ efektem je CasteCnd komplementarita mezi
cilovymi mRNA a ,,off-target mRNA (Cullen, 2006). ,,Off-target“ mRNA jsou obohaceny o ty, které
obsahuji komplementarni bize mezi jejich 3"UTR a hexamerem ¢i heptamerem (pozice 2-7 ¢i 2-8)
»seed”“ sekvence na 5° konci ,,guide” fetézce siRNA (Martin a Caplen, 2007). Na zdkladé tohoto
zjisténi vznikl novy algoritmus, ktery tuto skutecnost bere v ivahu, a byla vytvofena nova databaze s
validovanymi siRNA pod ndzvem sIR*. Tato databaze je tak daliim zdrojem publikovanych siRNA
vedle uz existujicich databazi siRecords’ a HuSiDa®. PouZitelnost t&chto zdroji je viak nizk4, jelikoZ
nejsou pravidelné aktualizovdny. Pfi ndvrhu siRNA je tfeba brat v ivahu moznost, Ze se i ,,passenger*
fetézec muZe zainkorporovat do RISC a nespecificky $tépit jiné mRNA, a proto je nutné interferujici
RNA vymyslet tak, aby se tomuto efektu zabranilo. VétSina predikénich programi vsak s touto
moznosti pocCitd, a tak ji nemusime feSit. Pokud si pfeci jen nejsme jisti, lze zabranit vazbé
interferujicich RNA k vyvarovani se ,,off-target* efekti (Martin a Caplen, 2007). Navic lze tento efekt
jest€ minimalizovat pouzitim smési interferujicich RNA proti stejné mRNA, aniZ bychom sniZzili
efektivitu KD. Principem této moZnosti je fakt, Ze nespecifické ,off-target” efekty zaloZené na
casteCné komplementarité se sniZuji nékolikandsobné rychleji nez specifické efekty, a tak pouZitim
niz§ich koncentraci nékolika interferujicich RNA misto jen jediné sniZime mozZnost ,,off-target* efektu
na minimum. Tohoto efektu vyuzZivaji jak firemni syntetické siRNA (spolenosti Dharmacon, Ambion,
Qiuagen), tak i Siroké genomové knihovny (Kittler et al., 2007).

Dal$im sekvencné zavislym ,,off-target” efektem RNAi experimenti je opét spusténi IFN
odpovédi typu I. Tentokrat vSak efekt probihd v zdvislosti na schopnosti TLR receptorii rozpoznat
urCité nukleotidové motivy v sekvenci siRNA, zvlasté pak motivy bohaté na GU. JelikoZ se TLR
nachazeji na povrchu bunék a v endozomech, tento efekt se netykd vnitin€ exprimovanych shRNA a
miR-shRNA (Cullen, 2006). Pfi aplikaci siRNA miZeme tomuto ,off-target“ efektu zabranit
nepouzivanim stimula¢nich motivi pro TLR ¢i pouzitim chemicky modifikovanych interferujicich
RNA (Martin a Caplen, 2007). V soucasné dobé neni zndmo, zda také RIG-1/MDA-5 jsou schopny

rozpoznat urCité nukleotidové motivy v sekvencich interferujicich RNA stejné jako TLR.

* Databaze je piistupna na http://biotools.swmed.edu/siRNA/
5 Datab4ze je piistupna na http://sirecords.umn.edu/siRecords/
® Databize je pfistupna na http://www.human-siRNA-database.net/
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6.6.3 Specifita RNAi experimenti

Ackoliv je dilezité minimalizovat moZnosti ,,off-target* efektd, tato optimalizace v Zddném
pfipadé nenahrazuje potvrzeni specifity KD. Tu lze urcit nékolika zptisoby a jejich soucasné pouZiti
dokazuje hodnovémost sledovaného fenotypu.

Utinnost KD se vidy potvrzuje specifickym snizenim koncentrace cilové mRNA nebo
proteinu pomoci real-time PCR ¢i Western blotu oproti nezménéné koncentraci ,.housekeeping*
kontrolni mRNA ¢i proteinu. VSechny RNAi experimenty by mély obsahovat jednu nebo vice
negativnich kontrol. Avsak tyto kontroly by nemély byt prazdné, ale vzdy nést siRNA, shRNA ¢i miR-
RNA proti nezdvislému genu, napf. GFP, aby se vyloucila mozZnost obecné inhibice RNAi drdhy. O
specifit¢ fenotypu tyto kontroly vSak pfili§ nevypovi (Cullen, 2006). Pouziti celogenomovych
expresnich Cipd ma vyrazné€ lepSi vypovidaci hodnotu, avSak diky jejich finan¢ni ndroCnosti stile
vétSina laboratofi dava pfednost pouze nékolika negativnim kontrolam.

Lepsi metodou pro zjisténi specifity KD je pouZiti 3 a vice rozdilnych interferujicich RNA
proti rozdilnym udsekim cilové mRNA. Pokud jejich nezdvislé pouZiti vede ke vzniku stejného
fenotypu, je pravdépodobné, Ze sledovany fenotyp je zptisobeny inhibici daného genu (Cullen, 2006).

Klicovou kontrolou pro vSechny RNAi experimenty je obnoveni fenotypu po expresi
rezistentni formy mRNA proti RNA1 z vneseného vektoru, tzv. ,rescue” experiment. Nejjednodussi
moznosti je pouZiti interferujici RNA cilené do 3° UTR, pak pro obnoveni wild-type (wt) fenotypu
staci v bunice exprimovat mRNA bez 3° UTR. Alternativné muzZe tzv. ,rescue” mRNA obsahovat
synonymni mutace v cilové sekvenci uvnitf své kédujici sekvence. Z tohoto divodu jiZz nadile neni
cilem specifické interferujici RNA, ale diky degeneraci genetického kédu miZe vznikat pvodni
protein, ktery obnovi wt fenotyp. Je nutno vSak poznamenat, Ze existuje mozZnost, Ze se ,Jrescue‘
mRNA nebude dostate¢né exprimovat z vneseného vektoru, a tim se stdva tato kontrola nepouZzitelna
(Cullen, 2006). Rovnéz je mozné, Ze pozorovany fenotyp je vysledkem kooperace mezi cilovou a
nespecifickou mRNA a tuto interakci neodhalime ani timto ,rescue experimentem. Pro potvrzeni
fenotypu je proto nutné pouZzit rizné experimentalni podminky (napf. jind metoda transfekce bunék,

pouZiti siRNA jako kontrolu fenotypu shRNA) (Martin a Caplen, 2007).

7 RNAiin vivo

S objevem fungujici RNAI v sav¢ich somatickych bunkach se oteviela moZnost pouZiti této
metody také v in vivo experimentilnich modelech a lidské medicin€. Zacilit miZeme jak zarodecné
buriky, tak i kmenové somatické bufiky a jejich ndsledné diferencované bunécné linie. Z hlediska
ucinku miZeme stejné jako v bunécnych kulturdch rozdélit KD na kratkodoby a dlouhodoby.
Kritkodoby KD je zprostiedkovan syntetickymi siRNA, zatimco dlouhodoby KD vyuZiva shRNA ¢i
miR-shRNA integrovanych do genomu, které€ jsou vétSinou do bun€k virové transfekovany. Specifita a

dostatecna ucinnost KD se u vSech in vivo experimenti nejprve ovéfuje na urovni in vitro pomoci
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kotransdukce vektoru exprimujiciho sledovany gen s vektorem exprimujicim specifickou interferujici
RNA. Jako negativni kontrola slouZi nejCastéji kotransdukce vektoru obsahujictho luciferazu (luc) ¢i

,green fluorescent protein“ (GFP) spolu s vektorem exprimujicim pfislusnou interferujici RNA.

7.1 Kratkodoby knock-down in vivo

Poprvé byl KD pouzit in vivo k transientni inhibici exprese genli v jitrech dospélé mysi
(Lewis et al., 2002; McCaffrey et al., 2002; Song et al., 2003). VSechny tfi experimenty vyuZily
syntetickych siRNA, které byly dopraveny do hepatocyti pomoci hydrodynamickych metod, tj.
vstifknutim velkého objemu fyziologického roztoku s siRNA proti konkrétnimu genu do ocasni Zily.
Lewis a McCaffrey pouZili pro ovéfeni u€innosti KD in vivo souCasnou koinjekci plazmidu
exprimujici luc spolen€ s siRNA proti luc genu. Oba dosahli specifického 81% (McCaffrey et al.,
2002) a 80-90% (Lewis et al., 2002) KD luc genu. Lewis pozoroval navic stejné dcinny KD i v
ostatnich organech — slezing, plicich, ledvinich a slinivce bfisni (Lewis et al., 2002). McCaffrey
doplnil tento experiment o terapeutickou moznost specifického KD virovych mRNA. Plasmid nesouci
fizovany luc s regionem kédujici HCV polymerazu byl injikovéan spolecné s siRNA proti genu HCV
polymerazy do ocasni Zily, coZ vedlo k 75% redukci aktivity luc diky specifickému KD virové mRNA
(McCaffrey et al., 2002). Lewis a Song ddle sledovali i inhibici exprese endogenniho genu a oba
ziskali signifikatni redukci mRNA i proteinu aZ téméf ke 100% (Lewis et al., 2002; Song et al., 2003).
VSichni tfi ukazali, Ze mira inhibice je zavisla na koncentraci siRNA injikované do Zily, ¢im vice
siRNA je aplikovédno, tim dcinnéjsiho KD je docileno (Lewis et al., 2002; McCaffrey et al., 2002;
Song et al., 2003). Zaroveii sledovali i polocas RNAI, ktery se v obou studiich lisil. Zatimco Lewis
sledoval inhibici jen par dni diky KD vneseného exogenniho genu exprimovaného na plazmidu (Lewis
et al., 2002), Song pozoroval RNAI stabilni i po deseti dnech, jelikoZ studoval inhibici endogenniho
Fas receptoru (Song et al., 2003). MozZny rozdil v délce trvani je nejspiSe zptisoben niZsi fyziologickou
hladinou mRNA v druhém pfipadé. AvSak oba sledovali aktivitu RNAi podstatné déle nez je tomu u
bunéCnych linii, které se vice déli a siRNA se tak r‘ychleji vyfed'uje a sniZuje svoji aktivitu. Existuje tu
tedy moznost, Ze pro kratkodobé terapeutické vyuZziti nebude potieba pouZiti expresnich vektord pro
stabilni KD, ale pouze opakované systémové podani siRNA in vivo.

Této moznosti se ujala fada laboratofi a vymysleji nové postupy, jak dopravit syntetické
siRNA do cilovych orgdni. Zacinajici experimenty vyuZivaly pouze holé siRNA, avsak ty jsou v
krevnim fecist€ velmi nestabilni, a proto se pouZivaji pouze v pfipadé moznosti pfimého vpichnuti do
organu - ofi, plice ¢i CNS. Pfi systémovém podani je nutné v krevnim fecisti ochranit siRNA proti
exonukledzdm, musi se zajistit jejich stabilita (dvouretézcova struktura), dobry tropismus a zabranit
nespecifické imunitni odpovédi. Dodnes byla vymyslena fada mozZnosti, jak toho docilit, a v soucasné

v s

dobé se intenzivné pracuje na dalSich a jest€ efektivnéjSich metodach. siRNA vytvafi komplexy

wewv s

nabitych ¢i nenabitych lipozomt a lipoplexii, polymerd na bazi dynamickych polykonjugatd,
19



nanoCdstic odvozenych od cyklodextrinu, chitosanu. Dile miZeme siRNA konjugovat s
cholesterolem, coZ zajisti jeji inkorporaci do LDL partikuli a ¢aste¢n€ ovlivni i jeji tropismus, nebo ji
konjugovat s aptamery a neposledni fadé mame na vybér peptidové a proteinové komplexy. Pro vice
informaci odkazuji na souhrnny Clanek, ktery detailné popisuje vySe zminéné zpusoby dopravy

syntetickych siRNA a moznosti jejich aplikace v lidské mediciné (de Fougerolles, 2008).

7.2 Dlouhodoby knock-down

......

integraci do genomu hostitelské buriky. Tato exprese je stabilni , t). s vékem se nesniZuje, a je dédicna.
Pro absolutné stabilni KD je v§ak nezbytné omezit epigenetickou regulaci na minimum (viz konec této
kapitoly). Velkou vyhodou této jednorazové aplikace je i mens$i financni narocnost neZ je tomu u
syntetickych siRNA. Interferujici RNA zaloZené na vlasenkich mohou byt rozdéleny do dvou
kategorii podle toho, kterou RNA polymerazou (RNA pol) jsou pfepisovany (Svoboda, 2008).

RNA pol III pouZzivaji promotory H1 ¢i U6 a prepisuji shRNA, které jsou zakonceny ne€kolika
thymidiny pro ukonceni transkripce. Jedna se o jednoduché vlasenky o 19-21 nt dlouhém dsRNA
useku s 4-9 nt dlouhou spojujici smyckou a 3 koncovym 2 nt pfesahem, ktery je nutny pro export z
jadra a rozpoznani ,.guide” fetézce komplexem RISC (Svoboda, 2008) (viz. Obr. 3). Tyto kratké
shRNA nejsou v cytoplazmé St€peny Dicerem, jelikoZ jejich dsRNA isek je krat$i neZ v jaké
vzdalenosti od 3” konce §t€pi dsRNA Dicer. Predpoklada se, ze tyto shRNA jsou v cytoplazmé
rozpoznavany endonukledzou, kterd S$t€pi jednofetézcovou oblast smycky, a tim vznikaji z shRNA
funkéni siRNA (Siolas et al., 2005). Vyhodou RNA pol III promotort je jejich vysoka aktivita ve
vétSin€ bun€k a vysoké hodnoty KD pomoci shRNA i moZnost inducibilniho KD. Proto se tyto
promotory vyuZzivaji k vytvoreni transgennich zvitat, ve kterych chceme docilit KD na trovni celého
organismu, tj. ve vSech bunécnych typech. Pro docileni exprese interferujicich RNA pouze v urcité

tkdni se pouZivaji promotory RNA pol II, které umoziiuji tkanovy i inducibilni KD (Svoboda, 2008).
H1 promoter .
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Obr. 3: Struktura shRNA (prevzato z Tiscornia et al., 2003).

RNA pol II prepisuji miR-shRNA, které mimikuji strukturu endogennich pri-miRNA
(nejcastéji miR-30 ¢i miR-155), avSak na rozdil od nich jsou zcela komplementarni k cilovym mRNA,

a tak zprostiedkuji jejich $tépeni. Sklddaji se z 5” a 3" konci mimikujici endogenni pri-miRNA a
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misto jejich dsSRNA udseku se smyckou (pre-miRNA) je vloZena arteficielni shRNA s27-33 nt
dlouhym dsRNA usekem a smyckou pochdzejici opét z miRNA (viz Obr. 4). Tyto miR-shRNA tedy
vstupuji do RNAI drahy jesSt€ pfed zpracovanim komplexem Drosha/DGCRS8 a jsou rozpoznivany a
Stépeny stejné jako endogenni miRNA, a proto jsou lépe zainkorporoviny do RISC. Stejnym
zpisobem jako geny pro miRNA jsou miR-shRNA vloZeny do intronovych oblasti protein-kédujicich
gendl, nejCastéji do reportérovych genti, které spolehlivé identifikuji buiiky exprimujici tyto miR-
shRNA. Promotory RNA pol II (CMV ¢i ubiquitin C) umoZiiuji KD v celém organismu, obdobné jako
promotory RNA pol III, ale maji vétsi variabilitu v expresi mezi bunéénymi typy neZ promotory RNA
pol III. Jiné specifické promotory RNA pol II v§ak umoziuji na rozdil od promotori RNA pol III i
tkdriové specificky KD, coz dovoluje sledovat funkce genu pouze v urcité tkani (Svoboda, 2008).
Navic promotory RNA pol II dovoluji exprimovat n€kolik miR-shRNA, a to i rozdilnych specifit, z
jednoho polycistronniho transkriptu. Uginnost a specifitu KD Ize tedy regulovat mnoZstvim a

specifitou miR-RNA vlozenych do jediného vektoru.

Pol Il promoter
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Obr. 4: Struktura miR-shRNA, Cervené oznacené sekvence pochizi z endogennich miRNA,

cerné oznacené sekvence predstavuji vloZzenou siRNA (pfevzato z Wang et al., 2007).

Dnes se ukazuje, Ze ucinnost KD zileZi na mist€ vstupu dsRNA do RNAI drihy. Zabudovani
siRNA do RISC je zpraZeno s jejich predeslym $tépenim z prekurzorti (Preall and Sontheimer, 2005).
Tento fakt potvrdil i srovnavaci experiment, kdy syntetické 29 nt dlouhé shRNA s 3" koncovym 2 nt
presahem, které mimikovaly pre-miRNA vznikajici z pri-miRNA ¢i miR-shRNA, byly dvojndsobné
ucinngjsi v indukci KD a to v 20 krat nizSich koncentracich neZ syntetické siRNA, které byly pifimo
zainkorporovany do RISC. Z tohoto experimentu i vyplynulo, Ze syntetické 19 nt dlouhé shRNA s 3~
koncovym 2 nt pfesahem, které mimikovaly shRNA exprimované s RNA pol III promotord, mély
stejnou Gcinnost jako siRNA, coZ potvrzuje, Ze se na zpracovani shRNA nepodili Dicer (Siolas et al.,
2005). Tento fakt potvrdilo i pfimé porovnani efektivity KD pomoci shRNA a miR-shRNA, kdy miR-
shRNA sniZily koncentraci specifického proteinu na tplné minimum, zatimco shRNA zpiisobily 70%
KD (Dickins et al., 2005). Pfesto nelze fici, Ze RNA pol II promotory jsou lepsi celkové, jsou jen
vhodnéjsi pro konkrétni piipady.

Prestoze je ve vétSiné pfipadi mozné meéfit ucinek interferujicich RNA piimo, vétSina
konstrukti vyuZiva exprese interferujicich RNA spole¢né s GFP, af uZ ze stejného promotoru (miR-
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shRNA) nebo z nezavislych promotord (shRNA), pro i¢inné a vyhodné monitorovani transfekovanych
bunék, zjisténi chimérismu u transgennich zvitat a pro zjisténi celkové exprese.

Zputsobu, jakym jsou interferujici RNA dopraveny do bunék, je mnoho a v podstaté kopiruji
metodiku pfipravy transgennich organismu. Jednid se o elektroporaci embryonalnich kmenovych
bunék, pfimé vpichnuti konstruktu do prvojadra oplodnéného vajicka ¢i infekce virovymi expresnimi
vektory. V soucasné dobé pievazuje pouZiti integrujicich se vektori odvozenych od retroviri a
lentiviry, které diky svému zabudovani do hostitelského genomu zaruci stabilni expresi interferujicich
RNA. JelikozZ je v3ak tato integrace ndhodnd, miZe dojit k umlceni exprese téchto interferujicich RNA
béhem vyvoje. Proti tomuto efektu jsou vice rezistentni lentivirové expresni vektory nez retrovirové
(Lois et al., 2002). Dalsi velkou vyhodou lentiviri je jejich schopnost infikovat nedélici se buiiky.
Lentiviry ke své infekci navic pouZivaji endogenni receptory, a proto maji Siroky tropismus a infikuji
mnoho buné¢nych typi. Vyraznou vyhodou je jejich nizka imunogenicita (Abordo-Adesida et al.,
2005). Diky témto ddlezitym vlastnostem se dnes pouZivaji pfevdzné lentivirové expresni vektory.
Diéle se vyuzivaji i E1 odvozené adenovirové, ,helper-dependent* adenovirové a adeno-asociované
vektory (AAV), které infikuji hodné bunécnych typl, jsou nezavislé na aktivnim déleni bunék a
umoziuji pouziti vysokych titrii. AvSak tropismus téchto vektorii je zdvisly na zajiSténi ektopické
exprese prislu$ného receptoru v cilovych burikdch. Z posledni studie vyplynulo, Ze adenovirové a
»helper-dependent* vektory spousti IFN typu I imunitni odpovéd jako néasledek infekce organismu
viry. AAV proti tomu zplisobuji mnohem mensi zmény v hostitelskych programech, a proto se pro
pouZiti in vivo hodi lépe (McCaffrey et al., 2008).

Elektroporace, infekce lentivirovymi vektory ¢i pronukledrni injekce vede k ndhodné a i
vicendsobné integraci konstrukti do hostitelského genomu. Naslednym nutnym krokem téchto metod
je pracné analyza a identifikace transgennich linii, které nesou integrované konstrukty ve vhodném
genomovém prostredi (nepferuseni duleZitych endogennich genti) a v dostatecném poctu k dosaZeni
ucinného KD. Nahodnou integraci tedy vznikaji unikétni a jen stéZi reprodukovatelné expresni profily
shRNA/miR-shRNA. Naproti tomu integrace konstrukti do vSudypfitomné transkripné aktivnich
lokust jako jsou Rosa26 ¢i Hprt, ktera zajisti expresi ve vSech bunécnych typech a ktera docili i pfi
pouhé jediné kopii shRNA, resp. miR-shRNA na genom 70-95% KD (Seibler et al., 2005), resp. 97%
KD (Wang et al., 2007), ktery je reprodukovatelny. Pro urychleni vzniku rekombinantnich ES bun¢k
je mozné pouzit RMCE strategii (recombinase mediated cassette exchange strategy) s pouZitim mistné
specifickych rekombindaz, pfi které dochdzi pomoci homologni rekombinace k vyméné sekvenci mezi
donorovym vektorem (nesouci antibiotikovou rezistenci a miR-shRNA/shRNA pod RNA pol IVIII
promotorem) a akceptorovou alelou uvniti rekombinacnich mist v Rosa26/Hprt lokusu. Gen pro
antibiotikovou rezistenci nema vlastni promotor, jeho exprese je fizena z pfilehlého Rosa26/Hprt
promotoru, a tak slouzi jako pozitivni selekce spravné integrace do lokusu. Zatimco samotni

homologni rekombinace probih4 s pravdépodobnosti 0,1-1%, pomoci RMCE strategie vznikne aZ 95%
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spravné zrekombinovanych ES bunék (Seibler et al., 2005). Nasledné vytvofeni transgennich mysi
pomoci tetraploidni agregace pak zkrati dobu celé pfipravy na pfiblizn€ 3 mésice (Seibler et al., 2007,
Seibler et al., 2005; Steuber-Buchberger et al., 2008). Dals$i moZnosti tkdfiové shodné a stabilni
exprese ShRNA/miR-shRNA je zavedeni tzv. ,scaffold/matrix attachment region* (S/MAR) vedle
promotorovych oblasti (Girod et al., 2007). Tyto oblasti v dusledku omezeni mistniho sloZeni
heterochromatinu zabraiiuji epigenetickému umiCeni a udrZuji stalou transkripcni aktivitu transgenu.
Zajistuji tak stabilni expresi interferujicich RNA a reprodukovatelnéjsi KD (Kissler et al., 2006).

V nésledujicich kapitolach popisuji konkrétni aplikace RNAi in vivo. Pokud nebude uvedeno

jinak, shRNA a miR-shRNA odpovidaji svou délkou a strukturou vyse uvedenému popisu.

7.2.1 Systémy vyuzivajici RNA polymerazu III

7.2.1.1 Knock-down ES bunék a vznik chimernich mysi

Prvnim pokusem o potvrzeni dédi¢nosti RNAi i u savci bylo vytvofeni chimernich mysSi.
Carmell a kol. do ES bunék vnesli expresni plazmid s shRNA proti Neill genu pod U6/HI
promotorem a pro vytvofeni RNAI transgennich mySi pouzili analogicky postup pfipravy KO.
Analyza prokdzala u poloviny Fl1 potomkd shRNA expresni plazmidy, byly nalezeny specifické
siRNA i sniZena koncentrace mRNA i proteinu Neill (Carmell et al., 2003). Tento prvotni pokus
dokazal, Ze RNALI je rychlym alternativnim zptisobem ke KO.

Rubinson a kol. naopak ovéfovali udrZeni aktivity RNAi béhem vyvoje a pro tento ucel
pouhy expresni plazmid. Vektorem nesoucim shRNA proti CD8 genu pod U6 promotorem a EGFP
pod CMV promotorem infikovali ES buriky. Pouze EGFP pozitivni ES buiiky poté injikovali do RAG -
” recipientnich blastocyst, které postradaji T i B lymfocyty. Specificky KD CD8 genu ve vyvijejicich
se thymocytech, které pochdzely pouze z transgennich ES buné€k, dosahoval 89% a tento KD byl
stabilni, tj. nebyl uml¢en béhem vyvoje ani v dospé€losti (Rubinson et al., 2003).

Kunath a kol. jako prvni dokazali, Ze KD rekapituluje KO fenotyp. K tomuto ucelu pouZili
expresni plazmid, ktery nesl shRNA proti genu pro p120-Ras GTPazu aktivujici protein (RasGAP)
pod H1 promotorem, a pomoci elektroporace ho vnesli do ES bunék. Transgenni mysi nesouci shRNA
byly vytvofeny tetraploidni agregaci (viz kap. 5.2). Tyto mySi vykazovaly specificky a téméf dplny
KD RasGAP genu a zarovei vykazovaly plno znaku charakteristickych pro KO mysi stejného genu
(Kunath et al., 2003).

7.2.1.2 Vznik transgennich mysi s RNAi
Rychlej$im zplisobem pfipravy zvitat, které exprimuji interferujici RNA ve vSech tkdnich je
injekce virovych konstruktd pfimo do prvojadra oplodnéného vajicka nebo injekce virovych partikuli

pod zonu pellucidu jednobunééného embrya. JelikozZ je prvni metoda technicky ndro¢n4 a drah4, druha
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metoda se zd4 byt vyhodnéjsi. Tato metoda je 1 méné invazivni, tudiZ vice embryi pokracuje ve svém
vyvoji i po zakroku. Alternativou druh€ metody je odstranéni zony pellucidy embryi a inkubace téchto
embryi s lentivirovymi vektory. Velkou vyhodou tohoto pfistupu je technicka nendrocnost a viceméné
jednotny pocet integrovanych proviri do genomu u jednotlivych zvifat oproti injekci pod zonu
pellucidu. Pfi ni se obtiZné kontroluje vstfiknuty objem s virovymi vektory, coZ vede k individudlnimu
poctu integrovanych proviri u jednotlivych zvifat (0-20 proviri/genom) (Lois et al., 2002).
Nevyhodou inkubace s lentivirovymi vektory je fakt, Ze odstranéni zony pellucidy vede k opozdénému
vyvoji embryi a k jejich zvySené umrtnosti. Limitaci virovych transgenezi je omezend velikost
exogenni sekvence vloZené do vektoru a nutnost vytvofit homozygotni transgenni linii pfi
vicendsobné integraci provird do genomu. Pokud proto experiment vyZaduje vloZeni velké sekvence
do genomu ¢i veétSi mnoZstvi integrovanych proviri pro dostate¢nou expresi transgenu, je pro tento
ucel vyhodnéjsi injekce do prvojadra (Lois et al., 2002). Komplikaci vzniku transgennich mysi pomoci
infekce viry je skuteCnost, Ze existuje moznost, Ze se virovy expresni vektor dostane do jadra aZ poté,
co embryo prodéla dalsi d€leni. Pokud virovy vektor neinfikuje obé€ buiiky, narozena mys je chimérou,
ktera nese zaintegrovany vektor pouze v nékterych burikach (Lois et al., 2002; Lu et al., 2004). Proto
je tfeba vZdy ovéfit potencidlni chimérismus pfed vnesenim transgenni blastocysty do nahradni matky,
aby nevznikl nespravny zavér o pozorovaném fenotypu.

V posledni dobé se ukazala také jako vhodna metoda integrace konstrukti do vSudypfitomné
transkripcné aktivnich lokust Rosa26 ¢i Hprt, které i pii jedné kopii konstruktu na genom zajisti stejné
ucinny specificky KD jako ndhodnd integrace a navic mnohem lépe reprodukovatelny.

Zpusob pfipravy transgennich zvifat exprimujicich shRNA proti konkrétnim mRNA pomoci
experimentim. Transgenni zvifata byla identifikovdna pomoci exprese GFP z vneseného vektoru.
V3ichni potvrdili, Ze exprese shRNA je stabilni, tj. neménna béhem ontogeneze, a dédi¢na (Dann et
al., 2006; Hou et al., 2007 ; Kissler et al., 2006; Lu et al., 2004; Rubinson et al., 2003; Tiscornia et al.,
2003).

Rubinson pouZil sviij vytvofeny pLL3.7 vektor s shRNA proti CD8 genu. Prokazal expresi
EGFP 1 pfitomnost specifické siRNA u transgennich mysi i jejich potomki ve vSech testovanych
tkdnich (mozek, srdce, ledviny, jitra, varlata) a specificky 91% KD CD8 genu ve vyvijejicich se
thymocytech (Rubinson et al., 2003).

Hou a kol pouZili ke svému experimentu vektor FUGW s vloZzenou shRNA proti claudinu-16
genu pod U6/H1 promotorem. Transgenni mysi mély 100 krat sniZenou koncentraci mRNA i proteinu
claudin-16 (Hou et al., 2007). Hlavnim pfinosem jejich experimentu vSak bylo zjisténi exprese GFP a
tedy i1 shRNA v nejriznéjSich bunéEnych typech. Pro tento dcel dale upravili jiz pouzity FUGW vektor
pfidanim jaderného lokaliza¢niho signalu k GFP sekvenci. Tim docilili lokalizace GFP do jadra, kde je

lépe detekovatelny nez je tomu v cytoplazmé. U transgennich zvitat zjistili, ze GFP je exprimovano
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skoro ve vSech burikach, ale méné je ho v pankreatickych fibroblastech a endotelidlnich bunkéch, v
nékterych Castech ledvin, jaternim endotelu a Kupferovych buiikdch a v pohlavnich buiikdch ve
vajeCnicich a varlatech. Prokéazali tedy, Ze exprese shRNA je tkanové rozdilnd pravdépodobné z
pri¢iny epigenetického umlceni (Hou et al., 2007).

Tiscornia a kol. pouZili lentivirovy vektor, do jehoZ unikdtniho restrikéniho mista v U3
regionu na LTR (long terminal repeat) vloZili shRNA proti GFP genu pod H1 promotorem (Tiscornia
et al., 2003). Tento vektor bude pii kazd€ integraci do genomu exprimovat dvé shRNA a takto zvysi
ucinnost KD. Oocyty oplodnili GFP pozitivnimi spermiemi a F1 potomci transgennich mysi byli
analyzovédni. U nékterych byla prokdzana pfitomnost specifické shRNA a v téchto pfipadech byla
fluorescence sniZena na minimum (Tiscornia et al., 2003).

Lu a kol. potvrdili moznost vzniku chimérisnu pfi lentivirové transgenezi, kde pouzili
lentivirovy vektor FUGW, do kterého vnesli shRNA proti Ryk genu pod H1 promotorem. To potvrdili
pomoci FACS analyzy, kdyZ jen 30% leukocyti bylo GFP pozitivnich. Nicméné néslednd analyza
Cisté transgennich mysi prokazala 5-10 krat specifické sniZeni Ryk proteinu (Lu et al., 2004). Tento
potencidlni chimérismus je nutné vZdy ovéfit pfed vyslovenim zavéru o fenotypu.

Kissler a kol. se zajimali o roli proteinu Nrampl v nachylnosti k diabetu typu I, coZ je
komplexni autoimunitni nemoc, na jejimZ vzniku a pribéhu se podili mnoho genii. Zprvu pro studium
pouZzili pLL3.7 vektor s shRNA proti CD8 genu. PiestoZe exprese CD8 byla sniZena u transgennich
zvitat, pri detailnim rozboru jejich leukocytt zjistili, Ze jen malo bunék exprimuje shRNA a exprese se
1181 mezi bunéénymi typy. Jelikoz méli vSak stejnou variaci i jejich potomci, zda se, Ze tento efekt
zpusobuje epigenetické umlCeni spiSe neZ chimérismus bunék (Kissler et al., 2006). Proto upravili
pavodni vektor o 2 elementy sniZujici epigenetické umlceni — fragment antirepresoru vlozili pfed U6
promotor a tzv. ,scaffold-attachment region“ (SAR) za GFP - a tento novy lentivirovy vektor
pojmenovali pLB. Dle pfedpokladu tento novy vektor zpusobil rovnomérnéjsi expresi transgenu ve
vSech burikach, 70% oproti pivodnim 11-34% perifernich leukocytd exprimovalo stabilné GFP i
shRNA (Kissler et al., 2006). Nestudovali sice expresi v dalSich buné¢nych typech, ale v dne$ni dobé
se zd4, Ze zavedeni epigenetickych regulatori do konstruktti pfinese lepsi exprest v celém organismu.
S novym vektorem potvrdili 70% specificky KD genu Nramp . Navic tyto my$i byly méné nachylné k
diabetu typu 1. Jako prvni tedy demonstrovali moZnost vyuziti RNAi pfi studiu komplexnich
genetickych nemoci a k vytipovani kandidatnich gent, které hraji vyznamnou roli pfi vzniku a
prub&hu onemocnéni (Kissler et al., 2006).

RNAI se prokéazala jako velice G¢inna metoda pfi vytvorfeni transgennich krys, které maji jen
omezené moZnosti reverzni genetiky. Byl vytvofen novy lentivirovy vektor pLLU2G, ktery vznikl
modifikaci pivodniho pLL3.7. Tento vektor nesl shRNA proti genu Dazl a doslo k zdméné¢ CMV
promotoru za ubiquitin C promotor, ktery ma rovnoméméjsi expresi GFP. U transgennich zvitat byla

prokdzana pfitomnost specifickych siRNA a doSlo ke 70% KD genu Dazl (Dann et al., 2006). Proto
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RNAI jako alternativa ke klasickému KO se zda byt feSenim u experimentalnich zvitat, kde homologni
rekombinace nefunguje s dostateCnou tc¢innosti nebo nejsou dostupné ES buiiky.

Poprvé byla integrace konstruktu do Rosa26 lokusu pouZita pro transgenni mys$i klasickym
postupem injekci ES bunék exprimujicich gen pro luciferdizu i H1/U6-shRNA proti nému do
recipientnich blastocyst. U6 1 H1 promotor doséhly stejné€ ic¢inného 70-95% specifického KD luc genu
ve vSech orgdnech kromeé sleziny a varlat (40% KD). Diivodem sniZeného KD v téchto tkanich miize
byt epigenetické umlceni. Alternativné pouzili RMCE strategii, kdy do Rosa26 pomoci Flp
rekombindzy vloZili shRNA proti genu pro leptinovy receptor pod H1 promotorem. Transgenni mySi
nésledné vytvofili pomoci tetraploidni agregace. Specificky KD genu pro leptinovy receptor dosahl
vice jak 80%, pfiCemzZ v srdci, mozku, svalech, pankreatu a Zluté tukové tkani dosahl a7z 95-99%.

V tomto experimentu cel4 pfiprava transgennich zvifat trvala pouhé 2 mésice (Seibler et al., 2005).

7.2.1.3 Knock-down hematopoetickych kmenovych bunék

Transplantace transgennich ¢i KO hematopoetickych kmenovych bunék (HS buné&k) do
pripraveného piijemce je Siroce pouZivanou metodou k uréeni funkéni role leukocytarnich geni in
vivo. Pouziti RNAI tento velmi zdlouhavy a ndro¢ny proces vyrazné€ urychliio.

Prvni experiment na toto téma udélali Hemann a kol. kdyZ dokazali, Ze stabilni exprese
shRNA v HS burikach rekapituluje fenotyp KO HS bunék (Hemann et al., 2003). K tomuto dcelu si
vybrali Trp53 gen, ktery kéduje nddorovy ,,suppresor p53 a jehoz KO fenotyp byl dobfe znamy a
tudiz vysledky dosaZzené pomoci RNAi bylo mozZné snadno srovnavat s vysledky KO. Vétsina nadort
nese mutace v Trp53 genu zpisobujici jeho nefunkénost pii reparaci genomové nestability. Hemann a
kol. zkonstruovali rizné retrovirové vektory, které nesly shRNA (27-29 nt dsRNA s 8 nt smyckou)
proti Trp53 genu pod U6 promotorem a infikovali jimi HS buiiky z Eu-Myc transgennich mysi. Tyto
mysi exprimuji Myc onkogen a tudiZ samotné tyto bufiky zpisobuji nidory. Dle pfedpokladu by ztrata
p53 vsak vedla jesté k vétSimu rozmachu nadord. Po 3-5 tydnech rekonstituované kontrolni mysi
nevykazovaly Zaddnou proliferativni nemoc, zatimco mysi rekonstituované infikovanymi HS buiikami
mély uzliny hmatatelné. Pfi detailné€j$im studiu se ukazaly rozdilné ucinnosti vektori. Nékteré vektory
zpusobily jen hyperplazii bez vzniku nadori, jiné vektory zpisobily malé maligni nadory, které
vykazovaly nizkou proliferaci a invazivitu a vysoké hladiny apoptézy. Jiné vektory mély nadory
porovnatelné s nddory, které vznikly u mysi rekonstituovanych Trp53” HS buiikami, tj. vysokou
proliferaci a invazivitu a nizké hladiny apoptézy. Zbytkovd aktivita p53 u shRNA mysi vSak
zpisobila, Ze na rozdil od KO, ktery zpisobuje aneuploidii, byla DNA z shRNA Trp53 KD mysi
normdlni. TudiZ mald aktivita p53 zabrini odchylkdm v DNA, ale neni dostacujici na spusténi
apoptézy (Hemann et al., 2003). Nebyla zde ovéfena uc¢innost KD in vivo, coZ je velkym nedostatkem.
Autofi predpokladali stejny ucinek jako in vitro. V tomto experimentu byly pouZity delSi shRNA, a tak

v

byl KD ucinnéjsi nez u klasickych 19 nt shRNA. Tento experiment prokézal, Ze rizné shRNA mohou
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zplisobit rozdilny KD, ktery se projevi rozdilnym fenotypem, a proto je RNAi moZné vyuZit k tvorbé
odstupriovaného KD a ke konstrukci hypomorfnich mutaci.

Vylepseni pfinesli Bot a kol., ktefi ke stejnému ucelu pouzili lentivirové vektory, které
nevyZaduji manipulaci s HS burikami, aby se zvySila jejich délici se schopnost, jako je tomu v pfipadé
retroviru. Lentivirovym vektorem, ktery nesl shRNA proti CCR2 genu pod H1 promotorem, infikovali
HS buriky a ty pak pienesli do ozafeného pfijemce. CCR2 je chemokinovy receptor, ktery hraje hlavni
roli v pfitahovani monocyti do mista zanétu. Proto dle pfedpokladu po jeho KD nastalo 70% sniZeni
pfitahovani makrofagi do mista stimulu, stejné jako tomu bylo po transferu CCR2" HS bungk. Pfi
analyze téchto makrofagui se zjistil specificky KD CCR2 genu na hladinu 0,4% mRNA oproti wt
mysim. Navic v tomto pfipadé sledovali i IFN odpovéd', kterd nebyla indukovéna (Bot et al., 2005).

MozZnost vyuziti tohoto postupu pii 1écbé lidskych krvetvornych onemocnéni demonstroval
Schomber a kol. in vitro. Pro svij dcel upravil lentivirovy vektor pWPXL, do kterého vnesl shRNA
proti Trp53 genu pod H1 promotorem. Specificky KD Trp53 genu prokazal nejen v lidskych CD34*
buiikdch (3% mRNA oproti wt), ale také u CD34" bunék diferenciovanych z transfekovanych tzv.
»colony-forming unit cell* progenitori (8-10 krit méné mRNA oproti wt) i HS bunék (9% mRNA
oproti wt). Tento KD byl stabilni po n&kolik tydni a CD34" buiiky vykazovaly sniZenou apoptézu
(Schomber et al., 2004). Tento postup muZe byt aplikovan v lidské terapii, kde miiZze pomoci pfi lécbé
krvetvornych nemoci, pfi které budou HS burniky modifikované ex vivo a pak pfeneseny nazpét do

ozafené€ho pacienta.

7.2.1.4 Knock-down u dospélych zvirat

Lentivirové vektory lze pouzit i pro KD v dospélych zvifatech, jelikoZ maji schopnost
infikovat i nedé€lici se buiiky, napf. terminalné diferenciované buiiky. Tuto schopnost maji i
adenovirové, ,.helper-dependent adenovirové a AAV, ale jak jiZ bylo zminéno vySe, z adenovirovych
vektorti jsou nejvhodnéjsi AAV. Vyuziti virovych vektoru je dodnes velmi omezené z divodu jejich
nedostatecné kontroly. Proto se vyvijeji pfevazné nové techniky na doruovani syntetickych siRNA do
mist svého Gcinku, tfebaze pfechodného, ale bez dlouhodobého nebezpeci.

Lasek a Babcock pouzili shRNA pod pol III promotorem ke studiu funkce genu v mozku
dospélé mysi (Babcock et al., 2005; Lasek et al., 2007). Lasek pouzil ke studiu vlivu mu opioidniho
receptoru (MOR) na konzumaci alkoholu lentivirovy vektor pLL3.7 (Lasek et al., 2007), Babcock
vyuzil pro studium Ca**/calmodulin-dependentni protein kinazy II (CAMK II) AAV (Babcock et al.,
2005). Oba vektory byly vpichnuty do urenych oblasti mozku a jejich Gc¢innost byla monitorovana
pomoci exprese GFP. S prodluzujici se dobou po vpichu se infekce mirné rozsitila, ale neopustila
hranice urCenych oblasti, pficemZ nejvice infikovanych bunék bylo v centru a na okrajich byly pouze
roztrousené. To potvrzuje, Ze infekce je v mozku pouze lokdlni a nerozsifuje se pfili§ od mista své

aplikace. Analyza infikovanych bunék potvrdila specifické sniZeni koncentrace mRNA MOR o 88-
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97% 1 specifické snizeni koncentrace proteinu CAMK II o 50% (Babcock et al., 2005; Lasek et al.,
2007). GFP se z vneseného vektoru exprimoval stabiln€ po 6 tydni, coZ potvrzuje jeho stabilitu v Case
(Lasek et al., 2007; Babcock et al., 2005). Obé skupiny vSak opomenuly mozZnost indukce IFN
odpovédi.. JelikoZz vSak nedetekovaly Zddnou nekrézu zapficinénou touto odpovédi, je tato moZnost
minimélni. Zaroven ukazali, Ze specificky KD vede k behaviordlnim zménam, a tak poukazuji na
mozZnost vyuZiti RNAIi ke studiu funkce gent ovliviiujicich chovani a moZnost urceni ¢asti mozku,
které jsou za dany proces odpovédné (Lasek et al., 2007; Babcock et al., 2005).

Sun a kol. demonstrovali pouziti virovych vektori ke studiu C5aR v plicich. Pro sviij ucel si
vybrali adenovirovy vektor, do kterého vloZili shRNA proti C5aR genu pod U6 promotorem. Tento
vektor byl vpichnut do trachey dospélé mysi. Ctyfi dny po injekci byla zjisténa sniZend koncentrace
C5aR mRNA v burikdch plic. Stejny vysledek zjistili i pfi vyvoldni sepse, coz znamena, Ze CS5aR je
ucinné sniZen za normilnich i zanétlivych podminek (Sun et al., 2006). Opét v§ak nezkoumali, jestli
samotny virovy vektor indukoval IFN odpovéd, coZ v pfipadé adenovirového vektoru je vysoce
pravdépodobné (McCaffrey et al., 2008).

Uspésny KD byl docilen i v jatrech (Witting et al., 2008). Jelikoz adenoviry maji vysoky
tropismus k hepatocytiim, ale obsahuji stale virové proteiny, Witting a kol. pouZili pro sviij experiment
,.helper-dependent* adenovirovy vektor, ktery je zbaven virovych sekvenci a je tudiZ méné toxicky a
IFN odpovéd na néj je transientni. Do vektoru vlozili shRNA proti fabp5 genu pod U6 promotorem a
rekombinantni vektor vpichli do ocasni Zily. Po 1 tydnu byly analyzovany hepatocyty, u kterych bylo
nalezeno specifické 75% sniZeni koncentrace proteinu fabpS. Na druhou stranu vSak z histologickych
ostatnich orgdnti byla normdlni. To ukazuje, Zze vysoké koncentrace vpichnutého viru jsou toxické
pouze pro jatra. Hledali tedy koncentraci viri, pfi které se dosdhne maximélniho KD a pfitom nebude
pro jatra toxickd. Ukazalo se, Ze v jatrech existuje urcity prah RNAI, kterého je mozno dosdhnout, a
pfi vyssich koncentracich viri se zvySuje uZ jen toxicita bez Zadného zlepSeni KD. Pfi hledani pficiny
toxicity vyloucili moZnost saturace RNAi drahy, jelikoZ referencni jaterni endogenni miRNA i jejich
regulované proteiny zistaly nezménény i pfi vysokych koncentracich virta. Jako pii¢ina se ukazala IFN
odpovéd, jelikoz dulezité proteiny v této draze byly vysoce exprimované (Witting et al., 2008). Tento
pokus tedy jasné demonstroval, Ze pri aplikaci virovych vektori in vivo je nutné sledovat IFN

odpovéd, jelikoz existuje tenkd hranice mezi u¢innym KD a nespecifickymi efekty RNA..

7.2.1.5 Inducibilni knock-down

Promotory RNA pol III vyuZivaji oba systémy, nevratny KD zaloZeny na pouZiti mistné
specifickych rekombindz Cre ¢i Flp i vratny pfi pouZiti induktort.

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

shRNA pod U6 promotorem pomoci Cre rekombinazy (viz kap. 6.5). Pro zachovani aktivity

28



promotoru je nutné dodrZet vzdalenosti mezi jeho regulatnimi oblastmi. Aby tato vzdalenost zistala
po vystépeni stop kazety (EGFP pod CMV promotorem) uvnitf promotoru neporusSena, vytvorili
bifunk¢ni loxP misto (tzv. TATAlox ), které podléha rekombinaci a zaroven obsahuje funkéni TATA
box. Tato zdména neovlivnila aktivitu U6 promotoru. Tento vektor pro inducibilni aktivaci exprese
shRNA nazvali pSico. Vektor pro inducibilni inaktivaci exprese shRNA nazvany pSicoR méa loxP
misty ohrani¢enou sekvenci DNA obsahujici shRNA pod U6 promotorem a EGFP pod CMV
promotorem, kter4 je celd vyStépena po pfidani Cre rekombindzy. V obou vektorech EGFP slouZzi jako
znacka pro infikované buiiky a jeho ztrita indikuje tisp&$nou rekombinaci. Uinnost t&chto vektorii
ovéfili in vitro koinfekci MEF bunék pSico, resp. pSicoR vektorem s shRNA proti 7rp53 genu a Cre-
expresnim vektorem. Po tydnu byla prokdzana u pSico MEF infikovanych bun¢k dramaticka redukce
mRNA i proteinu p53, zatimco u pSicoR infikovanych bunék byl p53 protein pfitomen ve wt
koncentraci. Pro ovéfeni inducibility systému in vivo byly ES buiiky infikované pSico s shRNA proti
CD8 genu injikovany do blastocyst. Chimérni mysi byly nasledné kfiZeny a Cisté€ transgenni mysi byly
déle kfiZzeny s mySmi exprimujicimi Cre rekombindzu pod specifickymi promotory. Bylo tak docileno
rekombinace v celém organismu, resp. pouze vthymu. V obou pfipadech bylo prokdzino sniZené
mnozstvi CD8" T lymfocytd (Ventura et al., 2004).

Coumoul a kol. vytvofili inducibilni transgenni mySi pomoci injekce konstruktu nesouciho
shRNA (21-26nt dsRNA se smyckou) proti Fgfr2 genu pod U6 promotorem se stop kazetou do
prvojadra oplodnéného vajicka. Vzniklé transgenni mysi kiiZili s Ella-Cre mySmi, které exprimuji Cre
rekombindzu v zdrodec¢nych buiikach, a tudiZz detekovali specificky 95% KD Fgfr2 genu ve vSech
bunéCnych typech. Jiné kifiZeni transgennich mysi s AP2-Cre mySmi, které exprimuji Cre rekombindzu
v koncetindch, vedlo k rozsahlym abnormalitim ve vyvoji prsti (Coumoul et al., 2005), avSak
samotnou efektivitu KD nesledovali.

Integrace do specifického akceptorového Rosa26 lokusu pro vytvofeni inducibilniho KD
pomoci Cre/loxP systému vyuzilo nékolik laboratofi (Hitz et al., 2007; Steuber-Buchberger et al.,
2008; Yu and McMahon, 2006). VSechny vytvofily konstrukty zaloZené na expresi U6-shRNA se stop
kazetou. Ta byla vloZena do U6 promotoru (Yu and McMahon, 2006) ¢i do oblasti smycky shRNA
(Hitz et al., 2007; Steuber-Buchberger et al., 2008). Ani v jednom pfipad¢ nebyla sniZena aktivita
promotoru, ani efektivita KD oproti neinducibilnimu KD. V tomto sméru jsou vSak rozdilné€ vysledky
(Coumoul et al., 2005; Hitz et al., 2007; Ventura et al., 2004). Pro vytvofeni transgennich ES bunék
byla pouZita RMCE strategie za pouZiti exogenni integrazy (Hitz et al., 2007; Steuber-Buchberger et
al., 2008) nebo samotnd homologni rekombinace (Yu and McMahon, 2006). Transgenni mysi byly
pak pripraveny pies stidium chiméry a naslednym kf#iZenim (Hitz et al., 2007; Yu and McMabhon,
2006) ¢i pfimo tetraploidni agregaci (Steuber-Buchberger et al., 2008). Inducibilniho KD bylo
dosazeno kfiZzenim transgenni mysi s Cre-mySi exprimujici Cre rekombinazu pouze ve specifickych

tkdnich (Hitz et al., 2007; Steuber-Buchberger et al., 2008), resp. aktivaci Cre rekombindzy
29



induktorem (Yu and McMahon, 2006). Pomoci této metody byl dosazen 70% KD Braf genu pouze
v pfednim mozku dosp€lé mysi a 65% KD Mek genu v celé nervové soustavé (Hitz et al., 2007), 92%
KD exogenniho YFP genu a 60% KD Smo genu v celém zvifeti (Yu and McMahon, 2006). Zatimco
Hitz a Yu potlacovali expresi pouze jediného genu v Case, Steuber-Buchberger inhibovala expresi 2
gent soucasné z jediného konstruktu. Dosahla 60% KD Gsk-3a genu spolecné s 50% KD Gsk-3f genu
v nervové soustavé a tfebaze byl tento KD nizky, pouZitim pouze jediné shRNA v konstruktu se
dosahlo stejné efektivniho KD (Steuber-Buchberger et al., 2008). Divodem nizké dc¢innosti KD byly
proto nejspiSe Spatné navrZzené struktury shRNA.

Vratny inducibilni KD zavisly na pfitomnosti induktoru in vivo poprvé demonstroval Seibler a
kol. Ukazali dva postupy, pfi kterych konstrukty integrovali do Rosa26 lokusu a vznikaly chimernt,
resp. plné transgenni mySi. V obou pfipadech na vyfeSeni minimalizace bazalni transkripce v
neindukovaném stavu pouZili kodon-optimalizovany tetR (itetR), ktery se mnohem lépe vaZe na tetO
misto v promotoru a je lépe exprimovan nez wt tetR (Seibler et al., 2007). Staci tedy jediné retO misto,
které sniZuje aktivitu promotoru minimalné (80% aktivita) (Zhang et al., 2007). Pro expresi shRNA
pouzili tet-regulovatelny H1 promotor, ktery vykazoval pevnou kontrolu transkripce, zatimco tet-
regulovatelny U6 promotor mél rezidudlni transkripci i bez induktoru (Seibler et al., 2007). Pfi prvnim
postupu integrovali do Rosa26 pomoci pouhé homologni rekombinace 2 plazmidy: soucasti prvniho
byla shRNA proti luc genu pod tet-regulovatelnym H1 promotorem, soucasti druhého byl luc gen a
gen pro itetR pod konstitutivné aktivnim CAGGS promotorem. Plazmidy transdukovali ES buiiky a
rekombinované buiky injikovali do blastocyst. Chimémi mySi nasledn€é analyzovali a zatimco
v neindukovaném stavu vykazovaly nulovy KD, po pfidani doxycyklinu KD dosahl 50-90% urovné ve
vSech organech kromé€ mozku. Pficinou nedostatecného KD v mozku je patrn€ Spatnd difize
doxycyklinu. Druhy postup, kterym vytvorili reverzibilni model diabetes mellitus typu II, zahrmoval
ptipravu konstruktu nesouctho shRNA proti genu pro insulinovy receptor (INSR) pod tet-regulovanym
H1 promotorem, gen pro itetR pod CAGGS promotorem a gen pro neomycinovou rezistenci. Tento
postup byl mnohem rychlejsi, jelikoZz zahrnoval RMCE strategii pro vytvoreni rekombinantnich ES
bunék, jejiz ucinnost byla vice nez 90%, a tetraploidni agregaci pro vznik transgennich mysi, které
timto postupem vznikly béhem 3 mésicu. U téchto mysi byl po podani doxycyklinu zjistén se zvySujici
se koncentraci doxycyklinu zvySujici se KD, ktery dosahl téméf 100% ve vSech organech. Zarovei
byla zjist€éna progrese nemoci v zavislosti na mnozstvi doxycyklinu. Po odstranéni doxycyklinu po
nékolika dnech odeznély vSechny pfiznaky nemoci a v jatrech byl opét patrny INSR. Potomci téchto
mysi vykazovali stejny fenotyp jako jejich rodice, tudiZ je KD dédicny (Seibler et al., 2007).

Zhang a kol. pouzili pro pfekonani stérické slabosti inducibilniho KD z4vislému na induktoru
nadmérnou expresi tetR pres bicistronni konstrukt. Pfipravili jediny lentivirovy vektor, ktery nesl tetR
pod CMV promotorem, ktery fidil jeSt€ expresi puromycinu pfes IRES, a do 3 UTR vlozili shRNA

proti Trp53 genu pod tet-regulovanym U6 promotorem. Timto docilili, Ze infikované buriky, které
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50krat vice tetR proteinu nez buiiky infikované komerénim vektorem pro tetR expresi). Zadny vedlejsi
ucinek na morfologii €i transkripcni aktivitu bun€k nadmérna exprese tetR neméla. Infikované MCF-7
buriky vykazovaly minimadlni transkripci shRNA bez doxycyklinu a vzrustajici KD se zvySujici se
koncentraci doxycyklinu, ktery se zastavil na 80%. Po odebrani doxycyklinu se opét vratila
koncentrace p53 na plivodni hodnotu pfed indukci (Zhang et al., 2007). PouZiti lentiviri v§ak zahrnuje
ndhodnou integraci, a tudiZ je nutni analyza klond, ktera je vSak s pouZitim jediného vektoru Casoveé
méné naro¢nd neZ pri pouZiti obvyklych 2 vektord (prvni exprimujici shRNA a druhy exprimujici
tetR).

Doxycyklin ma navic u RNAI i jedno dalsi vyuziti. Byl pfipraven fuzni protein slozeny z KRAB
domény s tetR ¢i rtetR DNA vazajici doménou (tzv. tTRKRAB) (Szulc et al., 2006), ktery po vazbé na
tetO sekvenci (tetR ¢&i rtetR doména) umlcuje transkripci pomoci privadéni chromatin remodela¢niho
komplexu k DNA (KRAB doména). Tento komplex zpisobi deadenylaci a metylaci histond, vazbu
heterochromatin proteinu 1 a lokalni formovani heterochromatinu az do vzdélenosti 3 kilobazi od
mista vazby. To umoziuje reverzibilni kontrolu aktivity jakéhokoliv promotoru v blizkosti tetO
sekvence pomoci doxycyklinu a to bud’ v tet-on ¢i tet-off systému. Touto metodou docilili vysoké
regulace exprese sShRNA (29 nt dsSRNA se smyckou) z promotoru RNA polymerazy III i transgenu z
promotoru RNA polymerazy Il pomoci obou systémi a to reversibilné a s vysokou citlivosti na
pfitomnost doxycyklinu. Funk&nost této metody prokazali v bunéCnych liniich, v embryondlnich a
hematopoetickych kmenovych buiikdch, v nddorech, lokdlné v mozku dospélych krys i v celych
transgennich zvitatech (Szulc et al., 2006). Tento zpusob ovlivnéni exprese transgenu a KD je tedy
vysoce u€inny a univerzalni a pokud transgenem bude reporterovy gen, usnadni se detekovani bunék s

aktivnimi interferujicimi RNA.
7.2.2 Systémy vyuzivajici RNA polymerazu I1

7.2.2.1 Transgenni mysi

Xia a kol. pouzili miR-shRNA pro pfipravu transgennich zvitat vykazujicich specificky KD na
urovni celého organismu. Vytvofili konstrukt nesouci miR-shRNA proti Sod2 genu pod ubiquitin C
promotorem, kterd je vloZena do intronu pro EGFP, a za druhy exon EGFP vlozZili poly(A) signal.
Konstrukt injikovali do prvojiddra oplodnéného vajicka. U transgennich mysi byla prokizana
pritomnost specifickych siRNA, které zptsobily 60-90% sniZeni koncentrace mRNA, proteinu i
enzymové aktivity Sod2 genu ve vSech bunécnych typech. Tento KD byl stabilni, tj. stabilita se
neménila béhem ontogeneze, a dédi¢ny. Expresni profil se vSak u transgennich zvifat liSil od
tkanovych kultur. Zatimco u zvifat byly detekovany pouze siRNA, u linii byl detekovan EGFP,
shRNA i siRNA. Chybéni shRNA lze vysvétlit rychlym zpracovanim shRNA in vivo. Nepfitomnost

Vv

EGFP muze mit dvé pfiCiny. Prvni, kdy je transgen zménén, ale tato moZnost byla pomoci PCR
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vyloucena. Druhd, kdy pri-miRNA sestfih je natolik rychly, Ze probéhne jeSté pfed sestfihem pre-
mRNA, a tak nemiiZze vznikat funkéni mRNA pro EGFP. Druhd mozZnost se potvrdila jako spravna,
kdyz pfi zavedeni shRNA proti Drosha se obnovila exprese EGFP. Prestoze tato transgenni zvifata
nesou fadu vlastnosti jako KO zvifata pro dany gen, fada jim i chybi. Pro dplnou rekapitulaci KO byly
tyto mysi navzdjem zkfiZzeny, coz vedlo k dplnému sniZeni koncentrace mRNA i proteinu téméf na
tiroven pozadi (Xia et al., 2006a). Timto prokazali, Ze i miR-shRNA mohou vést k dostatecnému KD
na drovni celého organismu.

Lepsi exprese EGFP docilili in vitro Du a kol., kdyZ miR-shRNA byly vloZeny do chimérniho
intronu sloZeného z u¢innéj$itho 5° donorového sestfihového mista intronu za prvnim exonem, mista
vétveni sestfihu za miR-shRNA a G¢innéjsiho 3” akceptorového sestfihového mista intronu pred
kédujici sekvenci pro EGFP. Tyto vektory nazvali pSM30 a pSM155. Dle pfedpokladu by nejdfive
mélo dojit k sestfiZeni pre-mRNA, tudiZ by mél vznikat funkéni EGFP, a aZ poté k sestfihu pri-
miRNA. Tyto vektory opravdu podstatné zlepSily expresi EGFP dle fluorescence i1 Western blotu (Du
et al., 2006). PrestoZe tyto efekty byly ovéfeny pouze in vitro a vysledky byly pouze transientni,
mozné zavedeni té€chto konstruktii do lentivirovych vektoru ¢i pfimo do transkripéné aktivnich lokusu
na genomu povede k dlouhodobé expresi miR-shRNA a reportérovych gent in vivo.

Vyuziti RNA pol II k vytvoreni tkdfiové specifického KD pomoci miR-shRNA bylo poprvé
demonstrovéno pii pouZziti tkafiové specifického promotoru aktivniho pouze v Sertoliho buiikédch (Rao
et al., 2006) ¢i myeloidni linii (Cullere et al., 2008), ktery fidil expresi miR-shRNA vloZenou do
intronu. Tento konstrukt byl injikovdn do prvojadra oplodnéného vajicka. Transgenni mysi i jejich
potomci exprimovali specifickou miR-shRNA a docilili specifického KD pouze v konkrétnich tkanich,
kde je promotor aktivni. KD byl v obou pfipadech velice dcinny, dosahoval 50-75% sniZeni
koncentrace proteinu WT1 (Rao et al., 2006), resp. 75-95% CD18 (Cullere et al., 2008) oproti wt
zvifatim. Tkanoveé specificky KD je mozny vytvofit i standardnim zpGsobem pomoci Cre
rekombindzy a loxP mist, avSak tento zpisob vyZaduje mnohondsobné kiiZeni a je zdvisly na
efektivité Cre rekombindzy. Proto vyuziti tkanové specifickych promotori RNA pol II je mnohem
rychlejsi a jednodussi, jelikoZ spocivé v pripravé jediného transgenniho zvifete, a tak se tento postup

zda byt idealnim k vytvoreni specifickych KD v riznych tkanich.

7.2.2.2 Knock-down v dospélych zviratech

Prvni experiment vyuZivajici promotor RNA polymerazy II k expresi interferujici RNA v
dospélé mysi provedli v roce 2002 Xia a kol. Tato shRNA (21 nt dsRNA se smyckou) je vSak
identickd k shRNA exprimovanymi z RNA pol III promotori, a tudiZz nemimikuje pri-miRNA.
Adenovirovy vektor nesouci shRNA se syntetickym poly(A) koncem proti EGFP genu (exogenni),
resp. genu pro [P-glukosiddzu (endogenni) pod CMV promotorem byl injikovin do mozku

transgennich mysi exprimujicich EGFP, resp. jater vysoce exprimujicich B-glukosiddzu. KD obou
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genl byl velice ucinny a zavisel na multiplicité infekce (MOI — multiplicity of infection), tj. poctu
integrovanych vektorii na genom (Xia et al., 2002). Nesledovali vSak IFN odpovéd, jejiZ spusténi je

velice pravdépodobné pfi pouziti adenovirového vektoru.

7.2.2.3 Inducibilni knock-down

RNA pol II promotory maji potencidl pouZivat oba systémy inducibilntho KD, vratny i
nevratny, avSak dosud byl in vivo aplikovan pouze vratny, jelikoZ je pfi moZnosti pouZiti tkdfove
specifickych promotort pro expresi miR-shRNA pouZiti Cre rekombinazy zbytecné sloZité (viz vyse).

Dickins a kol. demonstrovali, Ze miR-shRNA pod promotorem RNA pol II jsou mnohem
ucinnéjsi ve specifickém KD nez klasické shRNA exprimované RNA pol III (Dickins et al., 2005).
Zaroveni dokézali ucinnost reverzibilntho specifického KD in vitro pomoci doxycyklinu v HeLa
burikdch i primarnich bufikdch a to v tet-on i tet-off systému. Tyto transgenni primarni buriky
obsahujici vektor s miR-shRNA proti Trp53 genu a vektor exprimujici tTA vpichnuli do podkozi
nu/nu mysi a pozorovali rychly vznik nadort. DileZitym zjisténim byl fakt, Ze po podani doxycyklinu
tyto nadory rychle mizely, nékdy dplné a po opétovném odebrani doxycyklinu se nddory obnovily
(Dickins et al., 2005). Z toho vyplyva, Ze pro pokraCujici rist naddorid je nutna trvala inaktivace Trp53
genu. Tato metoda mé velky potencidl k identifikaci pri¢innych souvislosti v biologickych procesech a
experimentdlnimu potvrzeni gend, které jsou zodpovédné za patologické jevy. TéZ miZe prispét k
testovani novych latek i¢innych pfi jejich 1€Cbé.

Transgenni mysi s inducibilnim a reverzibilnim celkovym i tkanové specifickym KD vytvofili
Dickins a kol. v roce 2007. Konstrukt obsahujici miR-shRNA proti Trp53 genu pod tet-regulovanym
CMYV promotorem injikovali do prvojadra oplodnéného vajicka. Pro vytvofeni inducibilniho KD ve
vétSiné tkani zkiiZili transgenni mySi s mySmi exprimujicimi rtTA (tet-on systém) pod CMV
promotorem. Po pfidani doxycyklinu detekovali specifické siRNA proti Trp53 genu ve vSech tkanich
(Dickins et al., 2007), u¢innost KD vSak netestovali. Pro ziskani mys$i s tkanové specifickym KD
zkiizili transgenni mySi nesouci miR-shRNA s LAP-tTA transgennimi mySmi, které exprimuji tTA
(tet-off systém) jen v hepatocytech. Pouze v jatrech byly detekovany specifické siRNA a dle
pfedpokladu nastal specificky KD Trp53 genu exprimovaného z arteficielné vneseného plazmidu
pouze v jatrech. Tento KD byl zruSen pridanim doxycyklinu. Stejnym postupem vytvofili i mysi se
specifickym KD endogenniho Trp53 genu v B lymfocytech. Pro kontrolu sledovali v obou piipadech
koncentraci miRNA specifické pro dany bunécny typ, kterd ziistala nezménéna, tudiZ exprese miR-
shRNA nesaturuje RNAi drahu (Dickins et al., 2007). Existence mnoha mysSich linif, které exprimuji
tTA ¢i ntTA z tkanové specifickych promotorti, vyrazné usnadfiuje pfipravu mysi s tkanoveé
specifickym a inducibilnim KD, a proto m4 tato metoda velky potencidl do budoucnosti.

Xia a kol. a Wang a kol. prokazali in vitro v NF-1 burikdch (Xia et al., 2006b), resp. Ainv15
ES buiikdch (Wang et al., 2007) moZnost inducibilni exprese vice miR-shRNA z jediného konstruktu
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zavislou na pfitomnosti induktoru. Vytvofili plazmid, ktery nesl tet-regulovany ubiquitin C promotor,
ktery fidil expresi aZ tfif miR-shRNA vlozenych do intronti EGFP (Xia et al., 2006b). Tento plazmid se
vSak integroval do hostitelského genomu ndhodné, a tudiz mohl podléhat transkripnimu umlcéeni
z pfi¢iny chromozomalniho pozi¢niho efektu. Zatimco Wang pouZil specidlné modifikované ES buriky
(obsahujici tet-regulovatelny element s tetO misty, gen pro neomycinovou rezistenci a gen pro rtTA
exprimovany z Rosa26 lokusu) a pomoci Cre rekombindzy integroval pLox-targeting vektor nesouci
aZ tfi miR-shRNA do blizkosti vSudypfitomné transkripcné aktivniho Hprt lokusu, ktery fidil expresi
vlasenek (Wang et al., 2007). Oba pristupy zpiisobily ucinny specificky KD na tdrovni proteinu.
VloZené miR-shRNA mohou byt specifické pro stejny gen, a tim zvySovat efektivitu KD. 97% KD
Nanog genu pii jedné integrované kopii miR-shRNA do genomu, 99% KD pii dvou kopiich a 100%
KD pfi tfech kopiich (Wang et al., 2007). Nebo mohou mit integrované miR-shRNA riznou specifitu
a zpusobit u¢inny 80% KD vsech genid soucasné (Xia et al., 2006b). Wang docilil vyssi efektivity KD
diky specifické integraci konstruktu do pfedem znidmého lokusu, ktery neni umlCovan. Zatimco
pfistup, ktery pouzila Xia nezabrani umlceni exprese plazmidu vlivem ndhodné integrace. MoZnost
exprese vice miR-shRNA z jediného konstruktu ma velké vyuZiti pfi studiu redundance, pfibuznosti

proteind a jejich signélnich drah. Tato metoda je navic mnohonasobné rychlejsi neZ kiiZzeni mysi pro

ptipravu trojitého KO, které trvd mésice aZ roky.

8 RNAIi knihovny

Vétsina experimenti vyuzivd KD jednoho ¢i jen né€kolika gend, které se pfimo vztahuji ke
zkoumané biologické otdzce. Naproti témto tzce zaméfenym aplikacim stoji pouZiti rozsahlych
celogenomovych RNAI analyz. Vysledkem snahy o vytvofeni shRNA knihoven proti v§em lidskym i
my$im geniim pfistupnych pro védeckou komunitu je ,The RNAi Consortium* (TCR)’ , které
sdruzuje fadu laboratofi po celém svét€. Dnes je zacileno na 15 000 myS$ich a 15 000 lidskych genti a
pripravuji se shRNA jesté s efektivn€jsim KD. Pouzivaji se rizné RNAIi knihovny: syntetické siRNA
knihovny®, esiRNA (Kittler et al., 2007), expresni Sh(RNA’ a miR-shRNA'® knihovny a viechny jsou
béZzné komercné dostupné. Omezené RNAi knihovny mohou byt zacilené proti viem genim

ucastnicim se zkoumaného procesu nebo jen proti ur€ité proteinové rodin€. Rozsahlejsi celogenomové

RNAi knihovny mohou slouZit k nalezeni novych genid tcastnicich se urCitého procesu, objeveni

,,,,,,

7 http://www .broad.mit.edu/genome_bio/trc/

® Syntetické siRNA knihovny komer&né dostupné od Ambion http://www.ambion.com/techlib/resources/RNA/
¢i Qiagen http://www1.qiagen.com/Products/RNA1/

® Expresni shRNA knihovny komer&né dostupné od TCR http://www.broad.mit.edu/genome_bio/trc/ & Sigma
Aldrich http://www.sigmaaldrich.com/Area_of_Interest/Life_Science/Functional_Genomics_and_RNAi.html
19 Expresni miR-shRNA knihovny komeréné dostupné od Openbiosystems
https://www.openbiosystems.com/Products/
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Celogenomové RNAI analyzy jsou dnes Casové i financné dostupné pro akademické laboratofe
(Martin and Caplen, 2007).

9 Lidska terapie

S dokoncenym osekvenovanim lidského a mys$iho genomu mohou védci nyni systematicky
hledat molekulami pficiny lidskych onemocnéni. KO technologie se v lidské terapii nemuzZe pouZivat
zetickych a technickych divodd. Proto se s objevem RNAi oteviela moZnost terapeutického
umlcovani specifickych genu v lidskych buiikach. Na trovni in vivo napomdhaji studiu lidskych
onemocnéni mySi modely, které ukdzaly pouzitelnost RNAi k 1écbé virovych infekci,
neurodegenerativnich onemocnéni, rakoviny a dominantné dédi€nych onemocnéni. RNAIi se také
ukdzala jako vhodnou metodou pfi studiu multigenovych onemocnéni a odhaleni potencidlné
dilezitych genu, stejné jako pfi modelovani lidskych onemocnénich zaloZenych na hypomorfnich
mutacich. V neposledni fadé se ukédzala i moZnost dpravy povrchovych antigeni tak, aby po
transplantaci nebyly organy rozpoznany a odhojovany imunitnim systémem piijemce. V dneSni dobé
uz prvni klinické studie probihaji a fada skupin je ve fazi preklinického vyvoje. Velkym pfislibem je
pouZiti RNAi knihoven v experimentech, které urychli hledani molekularnich pfi¢in onemocnéni a
povedou i k vyvoji novych léku, které se pak vyhnou vysokym davkidm a vedlejSim efektim na
pacienta (Martin and Caplen, 2007).

Dnes vSak nadéle zistdvd hlavnim problémem zpisob dopravy interferujicich RNA. Existuje
variabilita v transfekovatelnosti organu, nékteré pfijimaji efektorové molekuly d¢innéji neZ ostatni, a
to se netykd pouze interferujicich RNA. ZavaZnou otdzkou je bezpecnost aplikace, a proto se dnes v
lidské terapii stdle dava prednost syntetickym siRNA pfed virové dopravenymi shRNA ¢i miR-shRNA
(de Fougerolles, 2008).

10 Zavér

Piinos KO a RNAI technologie ke studiu funkce genil je nepopiratelnd. V této praci jsem
shrnula soucasné poznatky o aplikaci RNAI in vivo u savcu v klasické i inducibilni varianté. Z mé
prace vyplyva, zZe geny lze ucinné a specificky umléet pomoci kratkodobého i dlouhodobého knock-
downu (KD) in vivo. Ke kritkodobému KD se vyuZivaji siRNA, které jsou riznymi zpusoby
dopraveny do mista svého dcinku. K dlouhodobému KD se pouZivaji shRNA nebo miR-shRNA, které
se integruji do hostitelského genomu, a tak se zajisti jejich dlouhodobd exprese.

Specificky, stabilni a dédicny KD byl prokazan u transgennich zvifat nesoucich interferujici
RNA 1 jejich potomkd. Stejné tak byl dlouhodoby stabilni a specificky KD prokazan u bunéénych linii
diferenciovanych z transgennich HS bunék i v konkrétnich somatickych bunéfnych typech u

dospélych zvitat. Z porovnéani ucinnosti specifického KD pomoci shRNA exprimované z promotoru
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RNA pol III a miR-shRNA z promotoru RNA pol II vySly miR-shRNA uc¢innéjsi a byly schopny sniZzit
koncentraci specifické mRNA a proteinu aZ ke 100%. Promotory RNA pol II umozZiiuji nejen KD na
urovni celého organismu, ale i tkdfiove specificky v zdvislosti na pouZitém promotoru. Navic RNA pol
II promotory mohou prepisovat i polycistronni transkripty, které mohou kédovat stejné ¢i rozdilné
miR-shRNA, a tim zvySit efektivitu KD pro dany gen ¢i umoznit specificky KD vice genl soucasné.
Této vlastnosti lze vyuzit pfi studiu multigenové redundance. To vSe ukazuje na to, Ze miR-shRNA
maji velky potencidl. Pfesto se pro vytvofeni transgennich zvifat se specifickym KD na trovni celého
organismu dodnes pouZivaji pfedevs§im shRNA, jejichZ nespornou vyhodou je rovhomérné;jsi a obecné
vyS$si exprese neZ je tomu u miR-shRNA. RNA pol II promotory jsou v§ak nepostradatelné pii tvorbé
tkanové specifického KD. Pro vyvozeni jednoznacného zdvéru existuje stdle piili§ malo publikaci.
Proto zileZi na cili experimentu, jaky RNA pol systém a interferujici RNA zvolit. Oba systémy
umoziuji vytvofeni inducibilntho KD pomoci Cre/loxP systému i tet systému, ktery dovoluje
pfipravit organismy s jinak letdlnim fenotypem, nezatéZuje RNAi drdhu béhem vyvoje organismu a
zabrariuje vzdjemné kompenzaci mezi geny. V piipadé tet systému je navic tento KD reverzibilni, tj.
exprese interferujicich RNA lze zapnout ¢i zastavit. Vyhodou RNAI je i mozZnost rychlé pfipravy
mySiho modelu s kombinovanym KD pro vice specifickych genti, a to pouhym zkfiZzenim transgennich
mySsi mezi sebou. Tato pfiprava se jeSt€ muze urychlit pouZitim polycistronnich transkripti. RNAi
rovnéZz umoZiiuje vytvofit odstupfiovany KD, ktery umoznuje sledovat korelaci mezi postupnou
ztratou funkéniho genu a vyslednym fenotypem. Velmi duleZitou aplikaci RNAI je na rozdil od KO
technik jeji moZnost vyuZiti v lidské terapii k 1€cbé nejriiznéjSich chorob. V dnesni dobé jiz probiha
fada preklinickych a klinickych studii.

Metod pro pfipravu RNAIi transgennich zvifat je fada, v dneSni dobé pfevazuje infekce
virovymi vektory. NejvhodnéjSi jsou lentivirové expresni vektory. Tyto vektory maji schopnost
infikovat i nedé€lici se buiiky, jsou vice rezistentni vici epigenetickému umlCeni neZ retrovirové
vektory, mohou se pouZivat ve vysokych titrech a maji nizkou imunogenicitu, tj. schopnost stimulovat
buriky imunitniho systému. Velmi slibnd je integrace konstrukti do vSudypfitomné transkripéné
aktivnich lokusi jako je Rosa26 ¢i Hprt, které zajisti velice ucinny a dobfe reprodukovatelny KD i pfi
pouhé jedné kopii ShRNA/miR-shRNA na genom. Stejné ticinnou metodou k zajist€ni rovnomérné;si
exprese interferujicich RNA by mohlo byt i zavedeni S/MAR do blizkosti promotord. Navic pfi
pouZiti RMCE strategie, pfi které se dosdhne aZz 95% spravné rekombinovanych ES bunék,
nésledovanou tetraploidni agregaci, je mozné ziskat RNAI transgenni zvifata za pouhé 3 mésice. AZ

Cas ukaze, zdali je RNAI skutecné tak efektivnim prostfedkem, jakym se zd4 byt dnes.
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