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1. Teoreticky uvod k RNA interferenci

Prvni zminky o existenci procesu utlumovani genové
exprese, nazyvany nyni RNA interference (RNAI), se ob-
jevily koncem 80. let 20. stoleti v publikacich zabyvajicich
se geneticky modifikovanymi rostlinami'>.

Vroce 1998 se A. Fire a C. Mello se spolupracovniky
pokusili indukovat sekvencné specifickou degradaci cyto-
plasmatické mRNA injekci dsRNA obsahujici stejnou
sekvenci jako cilova mRNA u hlista Caenorhabditis ele-
gans. Ne€ekané¢ doslo k n€kolikandsobnému sniZeni expre-
se cilového genu, nez pfi vneseni jednofetézcovych RNA
(ssRNA). Vznikl tak novy termin ,,RNA interference®,
jenz popisoval schopnost dvoufetézcové RNA (dsRNA),
pouzité ve zminénych experimentech, degradovat mRNA
komplementarni k jednomu z fetezcti vnesené dsRNA>.
Za tento objev dostali Andrew Fire a Craig Mello v roce
2006 Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékatstvi. Schopnost
dsRNA ovliviiovat genovou expresi byla u savct znama jiz
diive. Rada signalnich drah indukovatelnych interferonem
odpovida na dsRNA inhibici translace Gc¢inkem dsRNA-
aktivované proteinkinasy (napf. proteinkinasa R, PKR)’.
Klicovy rozdil mezi touto odpovédi a RNAi spociva
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v jejich specifité. Zatimco odpovéd” PKR inhibuje genovou
expresi globalné¢, RNAi je schopna cilit sviij G¢inek na
Gtlum exprese konkrétniho genu®. Objev RNAi u hlistd
a dalSich organismt vysvétlil jiz diive popsané posttran-
skripéni umlcovani genti (PTGS) u rostlin a hub. Poté, co
byl stejny jev pozorovan i u prvokil a vétSiny testovanych
vyssich eukaryot, zacala byt RNAI intenzivné studovana
jako vyznamny pfirozeny mechanismus regulace genové
exprese i jako obranny mechanismus bunky proti virim
a transposontim. Vzhledem k moznosti vyuziti vlastnosti
RNAi krozpoznani a specifické inaktivaci mutantnich
nebo chimérnich molekul mRNA se tento jev stal u¢innym
néstrojem funkéni genomiky’.

1.1. Mechanismus RNA1

K soucasnému obecné¢ uzndvanému modelu mecha-
nismu RNAi vedly jak biochemické, tak i genetické vy-
zkumné pristupy. Mechanismus RNAI je v detailech mezi-
druhoveé odlisny, ale pfesto se jedna o vysoce konzervativ-
ni a evolucné stary proces. Zakladnim principem je St€peni
dvouvlaknové RNA (dsRNA) na kratké nepiekryvajici se
useky, které rozpoznavaji homologni mRNA a indukuji
utlumenti jejich exprese. RNAi miiZe byt realizovana dvé-
ma zpusoby, a to prostfednictvim tzv. ,,small interfering
RNA* (siRNA) indukujici degradaci cilovych mRNA ne-
bo pomoci ,,microRNA*“ (miRNA), které ve vétsing ptipa-
dii inhibuji proces translace.

1.1.1. siRNA

Biochemické charakterizace ukazuji, ze siRNA jsou
19-23 nukleotidt (nt) dlouhé tiseky dsRNA se symetricky-
mi 2-3 nt ptesahy na 3’-koncich, které obsahuji 5’-fosfa-
tovou a 3’-hydroxylovou skupinu®. Tyto kratké dsRNA
useky vznikaji vétSinou $tépenim dlouhych exogennich
dsRNA enzymovym komplexem s RNasovou aktivitou
nazyvanym Dicer.

Dicer patii do skupiny vysoce konzervativni enzymo-
vé rodiny endoribonukleas (RNas III) s charakteristickymi
rysy Stépeni. Ze strukruty Diceru vyplyva, ze se jedna
o dimerni enzym. Precizni §t€peni dsRNA na definované
fragmenty je pravdépodobné umoznéno faktem, ze jedno
z aktivnich mist na kazdém z obou ¢asti dimerni molekuly
RNasy III je defektni, coz piefazuje periodicitu St€peni
z piiblizné 9—11 nt, bézné probihajici u bakterialnich RNas
I1I, na zhruba 22 nt, vyskytujici se u enzymut skupiny Di-
cer’. Dicer je multidoménovy protein, jehoz molekulova
hmotnost se pohybuje okolo 200 kDa. Pfedpovézena struk-
tura zahrnuje nasledujici domény: ATPasova a RNA heli-
kasova doména, konzervativni PAZ doména, ktera je sdile-
na s Argonautem, dvé katalytické domény RNasy III a C-
termindlni dsSRNA vazebnd doména. Argonaut proteiny
maji molekulovou hmotnost okolo 100 kDa, obsahuji kata-
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Iytické misto pro Stépeni mRNA a konzervativni domény
zvané PAZ a PIWI. Argonaut proteiny mohou byt rozdéle-
ny do dvou podrodin, Ago a Piwi, v zavislosti na stupni
sekven¢ni homologie bud’ k AGOL1 z Arabidopsis thaliana
nebo Piwi z Drosophily melanogaster. PIWI doména slou-
zi ke kontaktu 5’-konce aktivniho vldkna siRNA
s komplexem RISC (viz dale), PAZ doména zprosttedko-
vavéa vazbu s komplexem RISC pies 3’-konec siRNA'”.
Komponenty procesu RNAI specificky rozpoznavaji
siRNA duplex a pripojuji jednotlivé siRNA na multiprotei-
novy komplex RISC (RNA-induced silencing complex).
Helikasovou aktivitou komplexu RISC dojde k rozpleteni
siRNA duplexu a k aktivaci komplexu RISC nasednutim
jednoho z vlaken a degradaci vlakna druhého. Aktivovany
komplex RISC nasledné vyhledava na molekule mRNA
sekvenci zcela komplemetdrni k navazanému vlaknu
siRNA a svou ribonukleasovou aktivitou ji degraduje,
¢imz zabrani translaci dané mRNA. O tom, které z vldken
bude zaclenéno do proteinového komplexu RISC a tcastni
se vlastniho procesu degradace cilové mRNA, rozhoduje
termodynamicka stabilita iseku na 5’-konci obou vlaken
siRNA duplexu. VIdkno sniz8i stabilitou parovani bazi
v oblasti 2—4 nt na 5’-konci preferencné asociuje s RISC
a vyhledava komplementarni sekvenci na cilové mRNA.
Detailni katalyticky mechanismus degradace mRNA
neni v soucasné dobé jesté zcela objasnén, ale vSechny
modelové organismy sdileji spolené charakteristiky toho-
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to procesu. PAZ doména Argonaut proteinu vaze 3’-konec
aktivniho siRNA vlakna. PIWI doména Argonaut proteinu,
ktera je strukturné podobna RNase H a je silnym kandida-
tem pro umisténi katalytického mista, se vaZe na 5’-konec
siRNA vldkna''™". Prvni rozitépeni cilové mRNA probi-
hé4 v oblasti 10-11 nt (pocitdno od 5’-konce siRNA vlak-
na). Uvolnéni dvou vzniklych mRNA fragmentl
z komplexu RISC vyZzaduje dodéani energie ve formé ATP.
In vivo je 3’-fragment mRNA Stépen cytoplasmatickou
exonukleasou Xrnl, zatimco 5’-fragment je degradovéan
exosomem, coz je komplex exonukleas fidici degradaci
mRNA ve sméru 3°— 5’ (cit.'?).

Objasnéni struktury siRNA vedlo k hypotéze, Zze by
siRNA mohla efektivné potlacovat genovou expresi u sav-
¢ich bunék, aniz by doslo ke spusténi interferonové odpo-
védi, coz bylo potvrzeno in vitro na tkanovych kultu-
réch8,14,15.

Jednim z nejuzasnéjSich aspekti RNAi je schopnost
opakovaného tlumeni signalu, piestoze cely cyklus je
spoustén pouze minimalnim mnozstvim dsRNA. To je
zpusobeno skute¢nosti, ze komplex RISC-RNA je schopen
po degradaci komplementarni mRNA regenerovat a pokra-
Covat v dal$im cyklu. Pouziti malého mnozstvi dsRNA
minimalizuje také pripadné vedlejsi efekty jako napf. na-
syceni komplexu RISC. U vSech eukaryot krom& hmyzu
a savcl byla zjisténa i dal§i forma Sifeni signalu, zpro-
sttedkovand tzv. RARP (RNA-dependentni RNA polyme-

dsRNA

e
sitnadupiex 3 [TTTTTY f

Dicer
v

w I

chemicky

* / isyntetizovana siRN

siRNA-protein komplex @ RISC

ADP +Pi

ATP J

Aktivace RISC

i

mRNA

siRNA-zprostiedkované rozpoznani cile

Degradace mRNA

Obr. 1. Mechanismus u¢inku RNA intereference zprostiedkované molekulami siRNA
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rasa) enzymem, ktery vyuziva jednofetézcovou siRNA
jako templat pro syntézu komplementarniho RNA fetézce.
Transport siRNA muze byt zprostiedkovan komplexem

RISC nebo pfimo inkorporovan do RARP komplexu.

1.1.2. miRNA

MicroRNA (miRNA) jsou malé molekuly RNA kodo-
vané v rostlinném i zivo¢isném genomu. Jedna se o evo-

Iu¢né konzervativni, endogenni nekodujici RNA, které s

podileji na negativni regulaci genové exprese na posttran-
skripéni trovni. miRNA tvoifi okolo 1-5 % piedpovéze-
nych gend v zivocisném genomu a 10-30 % gent koduji-

cich proteiny je regulovano miRNA. V soucasnosti byl
zaznamenano u obratlovci, bezobratlych a rostlin vice ne

4000 miRNA. Zralé miRNA jsou 19-25 nt dlouhé tseky
majici vyznamné biologické funkce v bunécéné diferencia-
ci, bunééné proliferaci, apoptoze, sekreci inzulinu, struktu-
fe chromosomi a virové rezistenci. Reguluji translacni
oblast
(untranslated region, UTR) cilové mRNA, ¢imz zabranuji

proces svou vazbou na 3’-nepiekladanou

pohybu ribosomu a naslednému vzniku proteinu.
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Geny pro miRNA se Casto v genomu vyskytuji ve
shlucich (tzv. klastry). Nasledné¢ jsou pomoci dosud nezna-
mého enzymu (pravdépodobné RNA polymerasy II) tran-
skribovéany jako jedna transkripéni jednotka do dlouhého
polycistronniho primarniho transkriptu (tzv. pri-miRNA)'S.
Ten vstupuje do jaderného multiproteinového komplexu
zvaného Microprocessor, jehoz kliCovymi slozkami jsou
specifickd endonukleasa Drosha a RNA vazebny protein
Pasha (Partner of Drosha)'”'®

Pri-miRNA je $t€pena pomoci enzymu Drosha na
priblizné¢ 70 nt RNA prekurzory, které obsahuji neuplnou
vlasenku se smyckou a které maji na 3’-konci charakteris-
ticky 1-4 nt presah (pre-miRNA)". Drosha vytvaii také
bud’ 3’-nebo 5’-konec zralé miRNA v zavislosti na fetezci,
ktery je vybran pro vazbu na RISC. Pfesahujici tsek je
nasledné rozpoznavén jadernym exportnim faktorem ex-
portin-5 (Exp5), kterym je pre-miRNA transportovana
z jadra do cytoplasmy™. V cytoplasmé dochézi ke stejné-
mu Sté€peni enzymem Dicer jako v pfipadé vzniku siRNA
molekul. RNasa III §té€pi pre-miRNA ve vzdalenosti 19 az
21 nt od konce vytvotfeného enzymem Drosha a vytvari tak
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miRNA duplex. Aktivni vlakno molekuly miRNA ve vaz-
bé na komplex RISC vyhledava usek na 3’-UTR cilové
mRNA, ¢imz dochazi k tvorbé miRNP a k sekvencné spe-
cifické represi translace® .

V tomto kroku RNA interferenc¢niho procesu je nejvi-
ce patrny rozdil mezi exogennimi siRNA a endogennimi
miRNA. siRNA rozeznava zcela komplementarni sekven-
ce prevazn¢ v kodujici oblasti cilové mRNA, zatimco
miRNA je schopna interagovat i se sekvencemi pouze
CasteCné komplementarnimi a to pfevazné v 3’-UTR. Déle
siRNA iniciuje Stépeni a degradaci mRNA na rozdil od
miRNA, ktera vazbou na cilovou mRNA zpisobuje represi
jeji translace. Oba mechanismy regulace — siRNA i miRNA
— jsou vzajemné propojené; miRNA, ktera je zcela komple-
mentarni k cilové mRNA, miZze plsobit i jako siRNA
a naopak™. Piesny mechanismus potladeni exprese geni
pomoci miRNA neni v dne$ni dobé zcela objasnén, patrné
k nému dochézi v prubchu translace jinym nez degradac-
nim mechanismem, protoze mnozstvi funkéni mRNA
zustava nezménéno. Obvykle jsou vyZadovana vicenasob-
na vazebna mista v 3’-UTR cilové mRNA k ziskani mefi-
telné represe translace. Nedavné studie ukazuji, ze malé
RNA molekuly, které se vdzou na sav¢i Argonaut protein
Ago2, dokazi presunout cilové mRNA z cytoplasmy do
tzv. P-bodies (téliska pro zpracovani, processing bodies),
o kterych se predpoklada, ze by mohl byt misty degradace
mRNA.  P-bodies  jsou  mikroskopické  utvary
v eukaryotickych bunkach, které se podileji na preméné
(turnover) a degradaci mnohych mRNA, které¢ jsou nepou-
zitelné pro dalsi translacni proces. Zustava otazkou, zda je
snizeni stability cilové mRNA a represe translace disled-
kem piemisténi mRNA do P-bodies nebo naopak'”.

1.1.3. Tvorba heterochromatinu

Mezi procesy tlumici genovou expresi vlivem dsRNA
se zaclenuje také utlumeni chromatinu (chromatin silen-
cing). Pod timto pojmem rozumime modifikaci jaderné
DNA a histonti a nasledné sbaleni chromatinu do konden-
zovangé, transkripéné neaktivni heterochromatinové formy.
Genom eukaryot obsahuje rozsahlé oblasti aktivné tran-
skribovaného euchromatinu a neaktivni kompaktni hete-
rochromatin, ktery se dale déli na konstitutivni a fakulta-
tivni**. Konstitutivni heterochromatin se vyskytuje zejmé-
na v telomerickych a centromerickych oblastech chromo-
somu a je tvoien repetitivnimi sekvencemi a inzerci mobil-
nich elementl, tzv. transposomid. Mnozstvi unikatnich
genll v konstitutivnim heterochromatinu je extrémné nizké.
Prikladem vzniku fakultativniho heterochromatinu mize
byt inaktivace jednoho ze dvou X-chromosomi®. Hete-
rochromatin je charakteristicky snizenou acetylaci histont,
vys§im obsahem methylovaného lysinu (K) v histonu 3
v pozici 9 (H3K9™®) a u rostlin a savcll obsahuji &asto
heterochromatinové oblasti methylovanou DNA*. Me-
thylace histonu H3 je nezbytna pro vazbu konzervativnich
heterochromatinovych proteinti, zejména heterochromati-
nového proteinu 1 (HP1)®?°. Ackoliv jsou drahy vzniku

celého procesu ziistava stdle nejasnd. V souasnosti se
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predpoklada, ze vyznamnou roli v indukci vzniku hete-
rochromatinu maji malé nekodujici RNA®?!. Predeviim je
mechanismus chromatinové represe pomoci dsRNA pii-
kladem zapojeni RNA molekul do epigenetické regulace®.

Malé molekuly RNA (siRNA), zpusobujici
v cytoplasmé posttranskripéni Gtlum genové exprese, mo-
hou v jadife zpusobovat represi transkripce homolognich
genl a tim vyvolat lokalni zmény ve struktufe chromatinu.
Uméla exprese malych molekul RNA odpovidajici aktivné
transkribovanym geniim vedla u kvasinek, rostlin i lid-
skych bun€k k represi transkripce a k narGistu mnozstvi
methylovanych histontt H3K9™® (cit.***). U savcii a rost-
lin byla represe indukovana molekulami siRNA spojena
také s methylaci homolognich tseki DNA. Existuji
rozdilné efektorové komplexy obsahujici siRNA, které
reprimuji translaci a $tépi mRNA (RISC komplex) nebo
indukuji chromatinovou represi (RITS komplex, RNA-
induced initiation of transcriptional silencing complex).
Tyto komplexy zahrnuji fadu rozdilnych proteind, ale oba
obsahuji proteiny rodiny Argonaut. Mutace gent koduji-
cich protein Argonaut ovlivnila dsRNA fizenou degradaci
mRNA, represi translace pomoci miRNA a také represi
transkripce a vznik heterochromatinu zptisobenou malymi
molekulami RNA%,

Dalsi funkei malych nekodujicich molekul RNA
v jadfe je ochrana genomu pomoci transkripéni represe
mobilnich elementdl (tzv. transposontll). Mnoha eukaryota
obsahuji dsSRNA a siRNA odpovidajici sekvencim retro-
transposonii nebo DNA-transposonit’’. Mobilni elementy
mohou byt Casto transkribovany jak piimo, tak také reverz-
né. Opacny smér transkripce muze zaviset na vlastnich
antisense* promotorech transposonii nebo na externich
promotorech v blizkosti inzerce mobilniho elementu™.
Inverzni oblasti v transkripci transposonti mohou produko-
vat vlasenkové struktury”. Kvili piitomnosti dsRNA
transposonti mize bunéény aparat RNA interference utlu-
mit jejich expresi, coz je pro organismus casto zhoubné,
protoZe vede k mutacim a pfeuspoiadanim chromosomi*.

Zapojeni siRNA do regulace genové exprese ukazuje,
ze ne pouze proteiny, ale také molekuly RNA nekodujici
proteiny hraji v tomto procesu vyznamnou roli. miRNA
a siRNA jsou pouze malou ¢asti nekddujicich regulacnich
molekul RNA. U eukaryot je znacné mnozstvi DNA tran-
skribovano, avsak vznikla mRNA neni zapojena do synté-
zy proteinl. Kromé heterochromatinizace fizené pomoci
siRNA byly popsany i jiné ptipady zapojujici nekodujici
RNA do regulace struktury chromatinu. U savel a hmyzu
reguluji aktivitu X-chromosomovych genti na chromatino-
vé urovni nekodujici a dosti rozsahlé molekuly RNA (az
vice nez 10 000 nukleotidt)?’. Inaktivace X-chromosomil
u samic savell pomoci nekodujicich RNA je spojena
s methylaci DNA.

Produkce kratkych dsRNA zapojenych do inaktivace
chromatinu a jejich Sifeni do pfilehlych oblasti umoZiuje
novy uhel pohledu nejenom na mechanismus genové re-
prese, ale také na novou funkci heterochromatinu a jeho
evoluci®.
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2. Prakticka hlediska vyuziti RNA interference

Ackoliv existuje vice metod pro studium genovych
funkei, mnoho z nich, jako napf. transgenni zvifeci mode-
ly, knockout genti a antisense RNA, je velice ¢asové na-
ro¢nych, drahych a slozit¢ aplikovatelnych na rozsahle;jsi
studie. Po diikazech podanych skupinou T. Tuschla v roce
2001 (cit.*"), Ze exogenni synteticka siRNA mize slouzit
v sav€ich bunkach k cilenému utlumeni exprese gend, se
RNA interference stala klicovou strategii pro studium ge-
novych funkci mnoha vyzkumnych tymi. Rychlé pfijeti
RNAI technologie vychazelo primarné ze snadného pouziti
siRNA a silné potfeby najit metodu, kterd redukuje expresi
jednotlivych genti v savéich buiikach s cilem potvrdit vaz-
bu mezi identitou genti a jejich funkei.

Nejvice kritickymi aspekty experimentalniho designu
je vybér funkénich siRNA, vhodnych bunéénych linii
a ucinného transportu siRNA do bunék. Tato rozhodnuti
by méla byt zaloZzena na typu studovaného biologického
procesu.

Efektivni siRNA design je klicovy pro uspésnost celé-
ho experimentu. Nejucinngjsiho tlumeni genové exprese
se dosahuje pouzitim 19-21 nt dlouhé dsRNA. siRNA je
obvykle cilena do koédujici sekvence genu, 50-100 nt od
AANNI9TT obsahujici 30-50 % GC part. Dulezitym
faktorem pro zaclenéni spravného ze dvou vldken siRNA
do komplexu RISC je pocet GC part na 3’-konci interfe-
renéni sekvence®. Pro ovéfeni specifity navrzené siRNA
je nezbytné vybranou sekvenci podrobit hledani
v BLAST® algoritmu, aby byla vyloudena homologie
s nékterym z dalSich genti a tak byla degradovana pouze
cilovdi mRNA. I pfes dodrzeni vSech pravidel vSak neni
zaruceno, ze navrzena siRNA sekvence bude ucinné tlumit
expresi cilového genu. Navrhuje se proto pripravit si sSiRNA
sekvenci vice a jejich ucinnost si experimentalné ovéfit.

Rada spolegnosti zabyvajicich se problematikou
RNAI nabizi na svych strankach algoritmy pro navrh G¢in-
né siRNA sekvence. Také jsou na internetu pfistupné data-
baze ovéfenych siRNA (napf. www.rnainterference.org/
Sequences.html), ve kterych Ize vyhledat jiz publikované
sekvence. Mnoho komer¢nich vyrobcli siRNA (Ambion,
Dharmacon, Qiagen, Proligo atd.) nabizi syntézu podle
pozadované sekvence zaslané¢ zakaznikem (tzv. custom
siRNA). Dalsi moznosti je vybrat si ze seznamu ovérenych
siRNA (tzv. validated), které vyrobci sami experimentalné
otestovali a zaru€uji tak jejich G¢innost. Nevyhodou vali-
dovanych siRNA je, Ze vyrobce neposkytuje informace
o jejich sekvenci.

2.1. Zpusoby ziskani siRNA

Jak jiz bylo uvedeno vyse, dsRNA delsi nez 30 bp
aktivuje v sav€ich builkdch interferonovou odpovéd
a nespecifickou inhibici translace, a to bud’ aktivaci pro-
tein-kinasy R (PKR), ktera fosforyluje a inaktivuje iniciac-
ni translaéni faktor elF2a, coz vede k represi translace®,
nebo aktivaci RNasy L, kterd zplisobuje nespecifickou
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degradaci RNA*. Tento jev se pfi védeckém vyuziti me-
chanismu RNAi obchdzi pfimym vnaSenim kratkych
siRNA do bunék, coz vyznamné eliminuje nespecifickou
odpovéd. 'V nésledujicich odstavcich jsou shrnuty
4 hlavni zptsoby ziskavani kratkych molekul siRNA, pfi-
¢emZ vSechny maji své vyhody a nevyhody a vybér vhod-
né metody zavisi na cilech daného experimentu.

Mezi metody in vitro pripravy siRNA patii chemicka
syntéza, in vitro transkripce a §tépeni dlouhych dsRNA
molekul pomoci RNasy III. Dalsi metody jsou zaloZeny na
transfekci DNA do bunék, které se in vivo transkribuji do
funkénich siRNA molekul. Jedna se o expresi z siRNA/
shRNA vektord nebo siRNA expresnich kazet.

Chemické syntéza siRNA

Chemicka syntéza oligoribonukleotid je preferovany
a nejéastéji pouzivany zpusob piipravy siRNA pro kratko-
dobé experimenty na bunécnych kulturach. Velkou vyho-
dou chemicky syntetizovanych siRNA je velky vytézek
vysoce Cisté siRNA a nendrocnost na pracovni usili uziva-
tele, nevyhodou je vysoka finan¢ni naro¢nost, snadna de-
gradovatelnost a ¢asové omezeny ucinek. Takto pfipravo-
vané siRNA jsou casto pouzivany k pilotnim screeningo-
vym studiim.

In vitro transkripce

siRNA mohou byt pfipraveny také metodou in vitro
transkripce (IVT) syntetickych DNA oligonukleotidovych
templatd. Oproti chemické syntéze je tento pfistup levnéjsi
také vytéZzek a kvalita ziskané siRNA, pro n€které bunécné
linie byla empiricky zjiSténa vyssi toxicita pii pouziti IVT
produkovanych siRNA.

Stépeni dlouhé dsRNA pomoci RNasy III

Dlouhy dsRNA fetézec ptipraveny in vitro transkripci
a kodujici 200—-1000 nt oblast cilové mRNA je nésledné in
vitro $tépen RNasou III nebo enzymem Dicer. Vznika tak
smés mnoha riznych siRNA proti jednomu cilovému ge-
nu. Je to jedinad z uvedenych metod, ktera nevyzaduje na-
vrh vhodné siRNA sekvence. Jedna se o metodu naro¢nou
na uzivatelovu zrucnost a ¢asto pfi transfekci bun€k touto
smési riznych siRNA dochdzi k nechténym vedlejSim
efektim (napft. ,,off-target efekt — nespecifické tlumeni
sekvencné homolognich gentl).

shRNA expresni vektory

Protoze v sav€ich bunikach neexistuje mechanismus
amplifikace siRNA (neobsahuji RNA-dependentni RNA
polymerasu, RARP), zajistuji transfekce bunéénych kultur
kratkymi siRNA molekulami pouze kratkodoby ucinek
(3-7 dni). Pro dlouhodobé¢ trvajici experimenty byl vyvi-
nut systém expresnich plasmidt a virovych vektorti schop-
nych zajistovat expresi siRNA v bufice po delsi dobu,
v nékterych pripadech i tvale. Expresni vektory obsahuji
oligonukleotid kodujici tzv. kratkou vlasenkovou RNA
(short hairpin RNA, shRNA), kterad je slozena ze dvou
19-21 nt inverznich repetic oddélenych né&kolika (obvykle



Chem. Listy 103, 302-309 (2009)

3-9) nukleotidy. Po transfekci vektoru do bunky dojde in
vivo transkripci k pfepisu shRNA, z které po Stépeni enzy-
mem Dicer vznika funkéni siRNA molekula, ktera se za-
Cleniuje do soukoli RNA intereference v buiice. VétSina
shRNA expresnich vektort je fizena promotorem pro RNA
polymerasu III (napf. lidské promotory U6, H1), nckteré
obsahuji promotor pro RNA polymerasu II (napf. virové
promotory SV40, CMV). Pfiprava expresnich vektorl je
pomérné ¢asové narocna, avsak jejich vyhody pro potieby
dlouhodobych studii jsou nesporné — exprese cilového
genu je snizena po dobu nékolik tydni, nékdy i déle. Vel-
kou vyhodou je moZnost vneseni selek¢niho markeru, kte-
ry slouzi k obohaceni kultury o uspés$né transfekované
bunky nesouci pfislusny vektor, coz velice zvySuje Gspes-
nost tlumeni exprese gend u tézko transfekovatelnych bu-
nek. Komeréné dostupné jsou také rizné adenovirové
a retrovirové vektory pro expresi shRNA, produkujici vi-
rové Castice, jejichz mira infekce cilovych bunék je vyraz-
né¢ vyssi nez u klasickych plasmidd. Hlavni nevyhodou
expresnich vektorti ve srovnani se syntetickymi oligo-
nukleotidy je jejich vyrazné niz$i ucCinnost transfekce
z diivodu nutnosti dopravit vektor az do bunétného jadra,
nikoliv pouze do cytoplasmy, jak je tomu u kratkych siRNA.

2.1.1. Faktory ovliviwjici vneseni siRNA do cilovych bunék

Za normalnich podminek je ucinnost pfijmu a exprese
exogenni DNA v sav¢ich bunkach velice nizka. To je zpi-
sobeno hydrofobni lipidovou dvouvrtsvou eukaryotni plas-
matické membrany, kterd tvofi vyznamnou bariéru pro
vstup nabitych molekul do bunky. Pro feSeni tohoto pro-
blému bylo vyvinuto nékolik typi transfek¢nich ¢inidel.
Diky témto metodam se genové exprese v bunéénych kul-
turdch s pouZitim DNA a RNA transfekci staly rutinni
zalezitosti. V nasledujicich odstavcich jsou jednotlivé pa-
rametry ovliviiujici UspéSnost transfekce diskutovany
podrobngji.

Typ transfekovanych bunék

Kvalita, typ a mnozstvi zvolenych buné€k miZzou vy-
znamn¢ ovlivnit prubéh experimentu. Konkrétni bunécna
linie se voli podle typu studovaného biochemického proce-
su, nejvhodnéjsi jsou adherentni transformované buriky,
a to pro jejich dostupnost a lepsi reprodukovatelnost zvole-
nych experimenti. Existuje $iroka fada vefejné¢ dostupnych
lidskych, mysich, potkanich a hmyzich transformovanych
bunéénych linii. Obecné plati, Ze zdravé a pravidelné pasa-
zované bunky jsou snadnéji transfekovatelné. Pti dodrzeni
stalych podminek kultivaci a experimentli se minimalizuje
riziko nestability kontinudlnich bunéénych linii a zmén
expresnich profilti bun¢k zptisobenych stresem vyvolanym
Castymi zménami podminek (teplota, pH, mnozstvi séra,
slozeni kultiva¢niho média, obsah antibiotik, atd). Dulezi-
tym parametrem je konfluence bunék v dobé transfekce.
Vétsinou je doporuc¢ovana 30—-70% konfluence v zavislosti
na zvolené metod¢ transfekce, pfi¢emz jak nizsi, tak vyssi
procento konfluence mize vyrazné snizit UspéSnost
transfekce.
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Kvalita a kvantita siRNA

Kvalita siRNA miiZe vyznamné ovlivnit RNAI expe-
rimenty. siRNA by méla byt zbavena vSech kontaminuji-
cich sloucenin jako pozlstatki z pfiprav a izolaci, zejména
proteint, soli a ethanolu. Déle je nutné se vyvarovat konta-
minace dsRNA delsi nez 30 bp, kterd mize spustit nespe-
cifickou interferenovou odpovéd’, cytotoxitu a degradaci
RNA. Optimalni mnozstvi siRNA zavisi na typu transfe-
kovanych bunék, cilovém genu a povaze transfekéniho
¢inidla. Obvykla koncentrace se pohybuje v rozmezi 1 az
200 nM pro siRNA a 50 ng az nékolik mg pro pfipravené
expresni vektory (v zavislosti na objemu transfekéni smési).

Typ transfekéni metody

Obecné existuji dva typy transfekénich metod, pouziti
transfekéniho ¢inidla nebo elektroporace. Transfekéni
¢inidla umoziuji vstup nabitym nukleovym kyselindm do
bunék maskovanim jejich ndboje. Smési polyamint byvaji
pro nékteré typy bunék 0c¢inéjsi, obecné jsou ale rozsiie-
ngjs§i tzv. lipofekéni Ccinidla, ktera obsahuji lipidy
s pozitivné nabitymi hlavickami, které obali zaporné nabi-
té nukleové kyseliny a usnadni jim prostup cytoplasmatic-
kou membranou mechanismem endocytozy (tento postup
byva casto nazyvan lipofekce). Elektroporace umoziuje
prostup nukleovych kyselin do cytoplasmy pomoci mikro-
skopickych port vzniklych v disledku kratkodobého (ms)
vystaveni bunék elektrickému pulsu.

Podminky experimentu

Vsechny vyse uvedené parametry je potfeba experi-
mentalné€ optimalizovat pro potieby konkrétniho vyzkumu.
Dulezité je zaméfit se pfedev§sim na vhodny objem trasn-
fekéniho ¢inidla (pokud je pfili§ nizky, transfekce je neu-
¢inna, pokud je pfili§ vysoky, ¢inidlo pusobi cytotoxicky),
na spravny pomér vnaSené siRNA (DNA) k objemu
transfekcniho Cinidla, dale na pfitomnosti / neptitomnosti
séra v transfekénim médiu, na dobu plisobeni transfekcni

popf. na optimalizaci parametrt elektroporace.

2.1.2. Analyza efektu RNA interference

Miru utlumeni exprese studovaného genu lze detego-
vat a kvantifikovat na urovni transkribované mRNA
(northern blot, qRT-PCR) nebo na trovni proteind
(western blot, imunofluorescence). Nejvhodnéjsi je sledo-
vat pokles mnozstvi jak mRNA, tak také cilového protei-
nu. Videdlnim pfipadé pokles hladiny mRNA koreluje
s poklesem mnozstvi sledovaného proteinu. V piipadé
snizeni hladiny mRNA sledovaného genu, avsak stejného
mnozstvi proteinu, je pravdépodobnym vysvétlenim poma-
ly obrat (turn-over) proteinu v buiice, v opacném piipadeé,
kdy je hladina mRNA stejnd, ale mnozstvi proteinu po-
kleslo, doslo ztfejmé k plisobeni vnesené siRNA na represi
translace mechanismem miRNA. Dulezitym efektem
RNAI je zména fenotypového projevu buiky (morfologie,
zména bun&cného cyklu, apoptdza, proliferace, zmény
v metabolismu). Béhem RNAi experimentdi nesmi byt
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opomenuta dilezitost sledovani pozitivnich a negativnich
kontrol, které vypovidaji o spravnosti celého procesu.

Aplikace metod RNA interference na savéi bunky
vyznamné urychlila vyzkum v oblasti funkéni genomiky
iobjevi 1¢ku. S experimentalnim dikazem uspé$ného
utlumeni exprese cilovych genii se nabizelo vyuziti RNA
interference v terapeutickém procesu. Bylo vSak problém
prenést vysledky ziskané in vitro na bunéénych modelech
do tak komplikovaného mnohobunééného systému, jako je
lidsky organismus. Nejvice problematicky se projevil zpt-
sob vnaseni siRNA do cilovych bunék in vivo. I ptes poca-
teCni problémy se vSak podafilo inhibovat v mysich jatrech
expresi proteintl viru hepatitidy C (cit.**). V humanni me-
dicin€ se dnes vyvojem terapii zalozenych na RNA intefe-
renénich procesech zabyvd mnoho biotechnologickych
spolecnosti.

Tato publikace vznikla za financni podpory granti
144500110805 a MSMT 6046137305.

LITERATURA

1. Napoli C., Lemieux C., Jorgensen R.: Plant Cell 2,
279 (1990).

2. van der Krol A., Mur L., Beld M., Mol J., Stuitje A.:
Plant Cell 2, 291 (1990).

3. Fire A., Xu S., Montgomery M., Kostas S., Driver S.,
Mello C.: Nature 391, 744 (1998).

4. Montgomery M., Xu S., Fire A.: Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 95, 15502 (1998).

5. Williams B.: Oncogene /8, 6112 (1999).

6. Hammond S., Caudy A., Hannon G.: Nat. Rev. Genet.
2,110 (2001).

7. Struncova S., Borska R., Kusenda B., Mejstiik P.,
Dvoidkova D., Mayer J., Pospisilova S.: Biologické
listy 70, 231 (2005).

8. Elbashir S., Lendeckel W., Tuschl T.: Genes Dev. 15,
188 (2001).

9. Blaszczyk J., Tropea J., Routzahn K., Waugh D.,
Court D, Ji X.: Structure 9, 1225 (2001).

10. Rivas F., Tolia N., Song J., Aragon J., Liu J., Hannon
G., Joshua-Tor L.: Nat. Struct. Mol. Biol. 72, 340
(2005).

11. Filipowitz W.: Cell 122, 17 (2005).

12. Tomari Y., Zamore P.: Genes Dev. 19, 517 (2005).

13. Zamore P., Haley B.: Science 309, 1519 (2005).

14. Bitko V., Barik S.: BMC Microbiol. 7, 34 (2001).

15. Caplen N., Parrish S., Imani F., Fire A., Morgan R.:
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98, 9742 (2001).

16. Lagos-Quintana M., Rauhut R., Lendeckel W., Tuschl
T.: Science 294, 853 (2001).

17. Denli A., Tops B., Plasterk R., Ketting R., Hannon G.:
Nature 432, 231 (2004).

18. Gregory R., Yan K., Amuthan G., Chendrimada T.,
Doratotaj B., Cooch N., Shiekhattar T.: Nature 432,
235 (2004).

19. Lee Y., Ahn C., Han J., Choi H., Kim J.,, Yim J., Lee

J., Provost P., Radmark O., Kim S., Kim V.: Nature

308

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

30.

31.
32.
33.
34.
35.
36.

37.

38.
39.
40.
41,
42.
43,
44,

45.

Referat

425,415 (2003).

Lund E., Guttinger S., Calado A., Dahlberg J., Kutay
U.: Science 303, 95 (2004).

Xu P., Vernooy S., Guo M., Hay B.: Trends Genet.
20, 617 (2004).

Ke X., Liu C., Liu D., Liang C.: Curr. Opin. Chem.
Biol. 7, 516 (2003).

Mallory A., Vaucheret H.: Curr. Opin. Plant. Biol. 7,
120 (2004).

Pollard T., Earnshaw W.: Cell Biology 210 (2002).
Akhtar A.: Curr. Opin. Genet. Dev. 13, 161 (2003).
Jenuwein T., Allis C.: Science 293, 1074 (2001).

Bird A.: Genes Dev. 16, 6 (2002).

Richards E., Elgin S.: Cell 108, 489 (2002).

Lachner M., O'Carroll D., Rea S., Mechtler K., Je-
nuwein T.: Nature 410, 116 (2001).

Bannister A., Zegerman P., Partridge J., Miska E.,
Thomas J., Allshire R., Kouzarides T.: Nature 410,
120 (2001).

Andersen A., Panning B.: Curr. Opin. Cell Biol. 15,
281 (2003).

Klenov M., Gvozdev V.: Biochemistry 70, 1187
(2005).

Schramke V., Allshire R.: Science 301, 1069 (2003).
Kawasaki H., Taira K.: Nature 437, 211 (2004).
Morris K., Chan S., Jacobsen S., Looney D.: Science
305, 1289 (2004).

Verdel A., Jia S., Gerber S., Sugiyama T., Gygi S.,
Grewal S., Moazed D.: Science 303, 672 (2004).

Xie Z., Johansen L., Gustafson A., Kasschau K., Lel-
lis A., Zilberman D., Jacobsen S., Carrington J.: PLoS
Biol. 2, E104 (2004).

Lankenau S., Corces V., Lankenau D.: Mol. Cell.
Biol. 14, 1764 (1994).

Sijen T., Plasterk R.: Nature 426, 310 (2003).
Gvozdev V.: Genetica 39, 151 (2003).

Elbashir S., Harbort J., Lendeckel W., Yalcin A.,
Weber K., Tuschl T.: Nature 4717, 494 (2001).
Schwarz D., Hutvagner G., Du T., Xu Z., Aronin N.,
Zamore P.: Cell 115, 199 (2003).

Manche L., Green S., Schmedt C., Mathews M.: Mol.
Cell. Biol. 12, 5238 (1992).

Minks M., West D., Benvin S., Baglioni C.: J. Biol.
Chem. 254, 10180 (1979).

McCaffrey A., Meuse L., Pham T., Conklin D.: Natu-
re 418, 38 (2002).

K. Kontrova, V. Skop, J. Sajdok, and J. Zidkova

(Department of Biochemistry and Microbiology, Institute
of Chemical Technology, Prague): RNA Interference and
Practical Aspects of Its Application

RNA interference (RNAI) is a natural mechanism that

inhibits gene expression at the stage of translation or by
blocking the transcription of specific genes. RNAI targets
include RNA from viruses and transposons which could
contribute to innate immune response. RNAi plays a key
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role in regulating genom development and its mainte-
nance. Small interfering RNA (siRNA) and micro RNA
(miRNA) are a key to the RNAI process. Their nucleotide
sequences are complementary to the target mRNA strand.
The selective effect of RNAi on gene expression makes it
a valuable research tool, both in cell culture and in living
organisms, because synthetic dsSRNA introduced into cells
can induce suppression of specific genes of interest. RNAi
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may also be used for large-scale screenings that systemati-
cally silence expression of genes in the cell, which can
help identify the components necessary for a particular cell
process. To develop an effective gene-silencing procedure,
several approaches to the long-term introduction of RNA
into cells have been tested. RNA silencing seems to be
a promising tool in biotechnology, pharmacology and
medicine.



