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Short interfering RNAs as tools for sequence-specific gene silencing

Summary

In diverse eukaryotes, dsRNA triggers the destruction of mRNA sharing the
same sequence as the dsRNA in the process called RNAi. The guides for se-
quence-specific degradation of mRNA are 21 nt short interfering RNAs (siRNAs).
Synthetic siRNAs can efficiently mediate RNAi, but a drawback of RNAI is its
transient nature as a result of the limited availability and stability of synthetic
oligonucleotides. Recently, several groups reported the construction of expres-
sion plasmid vectors that mediate the production of siRNAs under control of
Pol Il promoters. These vectors allow the continued expression of siRNAs in the
cells resulting in persistent and specific suppression of target genes. The retroviral
siRNA expressing system allows for stable inactivation of the genes in primary
cells or living organisms.
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1. Wprowadzenie

Komorki eukariotyczne wyposazone sg w system zabezpie-
czajacy ich genom przed inwazjg obcych elementéw genetycz-
nych, takich jak wirusy i transposony. Pojawienie sie dwunicio-
wego RNA jest interpretowane przez komorke jako sygnat do ak-
tywacji proceséw hamowania ekspresji niepozadanego genu.
Zjawisko interferencji RNA polega na wyciszaniu ekspresji genéw
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poprzez sekwencyjno-specyficzng degradacje mRNA (1). Obecnos$¢ dwuniciowego
RNA powoduje uruchomienie komdrkowych mechanizméw enzymatycznych: rybo-
nukleazy Dicer specyficznej do dsRNA (2) i kompleksu nukleazowego RISC (3). Zja-
wisko RNAI, aczkolwiek odkryte dopiero w 1998 r. (1), uznano za stary mechanizm
obronny, rozpowszechniony w wielu organizmach eukariotycznych: ro$linach (PTGS),
grzybach strzepkowych, bezkregowcach i kregowcach, w tym réwniez w komoérkach
ludzkich (4,5).

Zaproponowano co najmniej dwa mechanizmy, wedtug ktérych moze zachodzic¢
ten proces (4-6). W pierwszym z nich inicjacja RNAi nastepuje przez konwersje dwu-
niciowego RNA do 21-23-nukleotydowych (nt) fragmentéw za pomoca wielodomeno-
wej rybonukleazy Dicer, wywodzacej sie z rodziny RNazy Ill. Produkty hydrolizy -
krotkie dupleksy RNA, zwane siRNA {short interfering RNA), wigczane sg w kompleks
nukleazowy RISC (RUA-induced silencing complex) i kieruja go do docelowej sekwencji
mRNA. Endorybonukleaza obecna w kompleksie RISC wykorzystuje antysensowa ni¢
siRNA do odnalezienia i degradacji komplementarnej sekwencji mRNA, dlatego tez
siRNA nazywany jest dupleksem kierujgcym. Specyficznos¢ mechanizmu RNAI opiera
sie na dokladnym sparowaniu antysensowej nici siRNA z docelowym mRNA (7). Drugi
mechanizm dziatania RNAI, zaproponowany przez Lipardi i wsp. (8), Sijen i wsp. (9),
Nishikura i wsp. (10), polega na tzw. ,degradacyjnym PCR”. W mechanizmie tym pro-
buje sie wyttumaczy¢ katalityczny charakter RNAi u nicienia Caenorhabditis elegans,
jedng z najbardziej intrygujacych wilasciwosci tego zjawiska. Stwierdzono, ze jedynie
kilka czasteczek dsRNA wystarcza do degradacji mRNA. Inaktywacja ekspresji dane-
go genu u nicienia C. elegans utrzymuje sie podczas podziatbw komérkowych, prze-
noszona jest do nietransfekowanych komérek i tkanek, jak réwniez pojawia sie w na-
stepnym pokoleniu (1). Zaproponowano, ze polimeraza RNA zalezna od RNA (RdRp,
RNA-dependent RNA polymerase) na matrycy mRNA syntetyzuje ni¢ komplementarng,
tworzac nowy dwuniciowy RNA, rozpoznawany i hydrolizowany przez rybonukleaze
Dicer. W ten spos6b tworzona jest nowa generacja siRNA. Starterem w reakcji poli-
meryzacji jest antysensowa ni¢ siRNA. Crupa hydroksylowa, obecna na koncu 3' nici
antysensowej siRNA jest bardzo istotna dla opisanego procesu polimeryzacji. Zablo-
kowanie tej grupy poprzez wprowadzenie modyfikacji (np. poprzez jej fosforylacje)
catkowicie hamuje proces amplifikacji dsSRNA u C. elegans (8). W badaniach przepro-
wadzonych w komérkach owadzich i ssaczych, polegajgcych na zablokowaniu grupy
3’-hydroksylowej poprzez wprowadzanie r6znych modyfikacji na koricach 3' siRNA
(6,7,11), oraz transfekcji takich duplekséw do komorek, nie wykazano wptywu tych
modyfikacji na wydajnos¢ RNAI. Oznacza to, ze w komérkach Drosophila melanogaster
i komérkach ssakéw proces RNAI nie zachodzi wedtug mechanizmu ,degradacyjnego
PCR”. Ponadto, w komodrkach ssaczych, jak dotgd, nie zidentyfikowano genu ko-
dujacego polimeraze RdRp. Pomiedzy r6znymi gatunkami istniejg, jak sie wydaje, za-
sadnicze réznice w mechanizmie wyciszania ekspresji genéw.

U ssakow dtugi dwuniciowy RNA (>30 nt) wywotuje genowo-specyficzng interfe-
rencje w komérkach rozrodczych, wczesnych embrionach (komérki nowotworowe
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Rys. 1. Mechanizm RNAi w komérkach ssaczych. A. siRNA moga by¢ wprowadzone do komorki egzo-
gennie (siRNA syntetyzowane chemicznie, generowane w wyniku transkrypcji in vitro lub poprzez enzy-
matyczna hydrolize diugiego dsRNA) lub wytwarzane endogennie w Jadrze komérkowym na matrycy ko-
dujacych je plazmidéw. Egzogenne dupleksy natychmiast sg wiaczane w proces RNAI, natomiast endo-
genne siRNA sg eksportowane do cytoplazmy, gdzie ulegajg obrébce (hybrydyzacja nici, hydroliza pre-
kursorowych struktur shRNA) i wchodzg na szlak RNAi tzn. sg wiagczane w kompleks nukleazowy RISC,
rozpoznajg sekwencje mRNA i prowadza do jego degradacji. B. Schematyczne przedstawienie siRNA.
Dwie nici dupleksu o dlugosci 21-23 nt, tworza 19 nt strukture dwuniciowa. Na konicu 3' obu nici znaj-
duja sie po dwa niesparowane nukleotydy. Charakterystyczna jest obecno$¢ grupy fosforanowej na kon-
cach 5 obu nici i wolnej grupy hydroksylowej na koricach 3’.

i normalne) oraz w tych komodrkach somatycznych, ktére nie sg wyposazone w sys-
tem odpowiedzi immunologicznej (12-16). jednak w wiekszosci komérek somatycz-
nych oprécz efektu RNAI diugi dwuniciowy RNA wywotuje szereg niespecyficznych
odpowiedzi. Aktywacja PKR - kinazy biatkowej zaleznej od RNA, 2'-5-syntetazy
oligoadenylanowej i interferonéw (IFN a i P) powoduje zahamowanie procesu syn-
tezy biatek komdrkowych, niespecyficzng degradacje RNA komérkowego i w konse-
kwencji prowadzi do apoptozy (13). Uwaza sie, ze w komorkach ssakéw RNAI nie
jest naturalnym mechanizmem hamowania ekspresji genéw. Z kilkoma wyjgtkami
(14-16) ditugi, dwuniciowy RNA jest aktywatorem apoptozy. Tuschl i wsp. (12,17)
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udowodnili, ze w komorkach ssakéw mozna uzyska¢ genowo-specyficzng supresje
poprzez efekt RNAI, stosujac syntetyczne siRNA. Dupleksy te doskonale nasladujg
naturalne produkty rybonukleazy Dicer, sg rozpoznawane przez kompleks nukle-
azowy RISC i zostajg witgczone w dalsze etapy procesu RNAI (rys. 1). Ze wzgledu na
swg dtugosc, 21-23 nt dupleksy nie wywotujg niespecyficznych odpowiedzi komor-
kowych. siRNA indukuja wyciszanie zaréwno egzogennych jak i endogennych ge-
néw. Mechanizm RNAi moze by¢, jak sie wydaje, zastosowany do hamowania eks-
presji kazdego niepozadanego genu (18). Zjawisko RNAI jest zatem uzytecznym na-
rzedziem molekularnym, zaréwno w aspekcie analizy funkcji gendw, jak i o znacze-
niu terapeutycznym do hamowania ekspresji genéw biatlek chorobotwérczych.

2. Charakterystyka siRNA

Natywne siRNA, bedace produktami nukleolitycznej degradacji dlugiego dsRNA
przez rybonukleaze Dicer, majg charakterystyczna budowe. Obie nici RNA o diu-
gosci 21-23 nt, tworzg dupleks na odcinku 19 nt, pozostawiajac na kazdym korcu
3’ po dwa lub wiecej niesparowane nukleotydy. Charakterystyczng cechg zjawiska
RNAI jest sekwencyjna specyficznos¢. Antysensowa ni¢ siRNA tworzy w peini kom-
plementarny dupleks z docelowym mRNA (asRNA/mRNA). jakiekolwiek modyfika-
cje w obrebie nici antysensowej siRNA powoduja obnizenie wydajnosci procesu
RNAI lub tez catkowity zanik tego zjawiska. siRNA posiadajg na kohicach 3" wolng
grupe hydroksylowa, a na kohicach 5 grupe fosforanowsg (17,19). Zadano sobie py-
tanie, czy obecnosc¢ tych grup jest konsekwencja mechanizmu nukleazy Dicer, czy
tez grupy te maja jakie$ szczegoblne znaczenie dla ktéregos$ z dalszych etapéw pro-
cesu RNAI.

2.1. Funkcja grupy 5’-fosforanowej dla aktywnosci siRNA

Wprowadzenie modyfikacji konca 5’, np. przez przylaczenie grupy 3-aminopro-
pylofosforanowej (7), lub grupy O-metylowej (6,7), nie ogranicza efektywnosci pro-
cesu RNAI jesli modyfikacja dotyczy nici sensowej, natomiast modyfikacja nici anty-
sensowej prowadzi do zaniku procesu RNAi (tab. 1A). Wynik ten wskazuje, ze ko-
niec 5' nici antysensowej siRNA petni istotna funkcje w procesie RNAI. Tuschl i wsp.
(17) sugeruja, ze miejsce hydrolizy mRNA jest zalezne od potozenia konca 5' nici an-
tysensowej siRNA, a 5'-terminalna grupa fosforanowa jest ,molekularnym punktem
odniesienia”, od ktérego mierzone jest miejsce hydrolizy mRNA. Syntetyczne siRNA,
posiadajgce na koricu 5' grupe hydroksylowg, podane do komérek Drosophila mela-
nogaster, wydajnie hamujg ekspresje gendw zaréwno egzo-jak i endogennych (17)
oraz wywotujg efekt RNAi w liniach komodrek ssaczych (12). Wykazano, ze siRNA ule-
gaja wewnatrzkomoérkowej fosforylacji na koricach 5’ W eksperymentach prowa-
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dzonych w warunkach in vitro stwierdzono aktywnos$¢ kinazowag ekstraktéw komor-
kowych w stosunku do syntetycznych siRNA (20).

Tolerancja RNAi na modyfikacje i mutacje w niciach SiRNA

5 Y-

3" X-NiN-2-

A. Modyfikacja konca 5’

Rodzaj modyfikacji Y
Y=0H

Y=OMe

Y= 3-aminopropylofosforan

B. Modyfikacja konca 3’

Rodzaj modyfikacji NiN2-X
1

NiN2=TT

X=0OH

X=fltioresceina

X=puromycyna

X=biotyna

N2=2",3" dideoksymikleotyd

88

Gen/ linia komérkowa
— Pp-luc/Drosophila S2,
Hela

— Pp-luc/witt'i
sophila S2
- gfp/Wtl2i

S100, Dro-

Gen/ linia komérkowa
2

- hTPmMZit
- pp-luc/Drosophila S2,
— Pp-luc/NIH/m, BHK-21,
CHO-KI, COS-7, HEK293,
Hela S3,
- /4P-2/RAW264.7, NIH3T3
— Pp-luc/Heln, NTera2DI

— [>rfl[HaCaT

— <gl/>/HeLa

- NMHelLa

— Pp-luc/Ueli SI100, Dro-

sophila S2

-N:iNz2-X 3

Wplyw modyfikacji na RNAi
nie obniza aktywnosci dupleksu, 5’-kon-
cowa grupa hydroksylowa jest szybko fos-
forylowana przez wewnatrzkomoérkowa
kinaze
modyfikacja w nici antysensowej catkowi-

cie hamuje proces RNAI
modyfikacja w nici sensowej
wplywu na przebieg RNAI, modyfikacja w

nie ma

nici antysensowej catkowicie znosi efekt
RNAi

Whptyw modyfikacji na RNAi
3
identyczna aktywno$¢ wyciszania ekspre-
sji genu dla duplekséw posiadajacych na
koncach 3' dwa rybonukleotydy lub dwie
reszty tymidylowe (dane identyczne dla
siedmiu réznych duplekséw)

wprowadzenie modyfikacji w nici senso-
wej nie powoduje obnizenia efektu RNAi
(>90% wyciszenia); podobna modyfika-
cja w nici antysensowej hamuje efekt
RNAi (45-50 % wyciszenia)

aktywno$¢ zmodyfikowanego dupleksu
w niewielkim stopniu nizsza w stosunku
do niezmodyfikowanego

modyfikacja w nici sensowej, lub modyfi-
kacja w nici antysensowej dupleksu tylko
w niewielkim stopniu obniza efekt RNAi
modyfikacja w nici antysensowej nie zno-
si efektu RNAi jedynie w niewielkim stop-
niu obniza wydajno$¢ wyciszania
modyfikacja w nici antysensowej
wplywa na wydajnos¢ procesu RNAI

nie

Tabela 1

Literatura
(12,20,27)

(6)

O

Literatura
4

(11)
(12)
(26)
@7
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(11)

@)

@
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1 2

- I')-/Mc/HeLa SI100, Dro-
sophila S2

- jdp-2/mm(i~.1, NIH3T3

x=3-aminopropylo fosforan
Nz = 2°-0,4-C-etyleno-tymi-

dyna (eT)

Nz = 2-hydroksy-etylofosfo-
ran tymidyny (hp)

— yVI/)-2/RAW264.7, N1H3T3

C. Modyfikacja wewnatrz nici dupleksu

Gen/ linia komoérkowa
- hTFmCHI

Rodzaj modyfikacji

mutacje nukleotydowe

DNA/RNA — ATF/HaCaT

— Pp-luc/Wthi, NTera2DI

RN,VDNA - ;I>7F/HaCaT,

- K‘—/«c/HeLa, NTera2DI
sieciowanie nici dupleksu ~ /HelLa

psoralenem / UV(320-400 nm)

3
modyfikacja w nici
wplywa na wydajno$¢ procesu RNAI
modyfikacja w nici sensowej nie wplywa

antysensowej nie

na jako$¢ procesu RNAi, modyfikacja
w nici antysensowej lub w obydwu ni-
ciach siRNA catkowicie hamuje RNAi

modyfikacja w nici sensowej nie wplywa
na jako$¢ procesu RNAi, modyfikacja
w nici antysensowej lub w obydwu ni-
ciach siRNA catkowicie hamuje RNAi

Wplyw modyfikacji na RNAi
pojedyncza lub podwéjna mutacja w cen-
trum nici sensowej, jak réwniez pojedyn-
cza mutacja w nici antysensowej sa tole-
rowane i tylko w niewielkim stopniu wpty-
wajg na obnizenie efektu RNAi; podwdjna
mutacja w centrum nici antysensowej
catkowicie znosi efekt RNAI
zamiana rybonukleotydowej nici senso-
deoksyrybonukleotydowa
w duzym stopniu hamuje lub catkowicie
znosi efekt RNAI
hybryd DNA/RNA indukuje $redni poziom
aktywnosci RNAi, gdy ni¢ antysensowa
RNA posiada nie zmodyfikowany koniec
3' (UU); modyfikacja 3' (TT) w nici anty-
powoduje zanik aktywnosci

wej na ni¢

sensowej
RNAI

zamiana nici antysensowej RNA na ni¢
DNA catkowicie hamuje proces RNAi

kowalencyjne potaczenie obu nici du-
pleksu nie znosi efektu RNAi, ale znacz-
nie obniza. Podano hipoteze, ze jesli
wigzanie znajduje sie blisko konca 5' nici
antysensowej lub w centrum dupleksu
woéwczas efekt RNAi zanika. Jezeli nato-
miast nici potaczone sa blisko korica 3'
nici antysensowej to dupleks zachowuje
aktywnos$¢ i moze wywotaé efekt RNAi

2.2. Wptyw modyfikacji grupy 3’-hydroksylowej na aktywnos¢ siRNA

(6

(26)

(26)

Literatura

(1)

(11)

(23)

(1)
(23)
()]

Podstawienie 3'-terminalnej grupy hydroksylowej nici sensowej i antysensowej
siRNA resztg fluoresceiny (11), puromycyny czy biotyng (7), lub tez wprowadzenie
3’-terminalnego 2’,3'-dideoksynukleotydu lub grupy 3-aminopropylofosforanowej
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(6) nie powoduje zahamowania efektu RNAI (tab. IB). Wyniki te zaprzeczajg zapro-
ponowanemu poczgtkowo mechanizmowi amplifikacji dsRNA w systemie komoérek
ssaczych poprzez wydtuzenie konica 3' nici antysensowej za pomocg polimerazy
RdRp (8-10). Oczywiste jest, ze zablokowanie grupy 3’-hydroksylowej nici antysen-
sowej siRNA uniemozliwia wykorzystanie tej nici jako startera w reakcji amplifikaciji.
Sugeruje to, ze w komoérkach ssakéw RNAi zachodzi wedtug innego mechanizmu,
lub tez nie ma charakteru katalitycznego.

2.3. Zastosowanie nici antysensowej SiRNA do wyciszania ekspresji wybrane-
go genu

W obydwu omoéwionych mechanizmach efektu RNAi, zaréwno kiedy siRNA od-
grywa jedynie funkcje kierujgcg dla kompleksu nukleazowego RISC, jak i w modelu,
w ktérym antysensowa ni¢ dupleksu stuzy takze jako starter w reakcji polimeryzaciji
komplementarnej nici RNA, przyjmuje sie, ze funkcjonalng jest jedynie ta ni¢ siRNA,
ktéra jest komplementarna do mRNA. Przeprowadzono eksperymenty majace wyja-
$ni¢ czy jednoniciowe czasteczki RNA, podobnie jak siRNA, moga wywotac¢ proces
RNAiI w lizatach komdrek Drosophila i w ekstraktach SI00 z komérek Hela (6).
Stwierdzono, ze syntetyczny, jednoniciowy, antysensowy RNA nie jest aktywny
w komorkach Drosophila. Niewielki efekt wyciszania ekspresji genu ujawnia sie, gdy
koniec 5' syntetycznego oligonukleotydu jest fosforylowany in vitro, jednak efekt
ten jest nizszy od wywotanego siRNA, uzytym w tym samym stezeniu. Przeciecie do-
celowego mRNA w tym doswiadczeniu zachodzi precyzyjnie w tym samym miejscu,
co wskazuje, ze jednoniciowy RNA wchodzi na droge RNAi. Potwierdzeniem jest
fakt, ze taka sama sekwencja jednoniciowego RNA, posiadajgca na kohncu 5' grupe
0-metylowa nie wywotuje degradacji docelowego mRNA. Wymienione doswiadcze-
nia wskazuja, po pierwsze, ze w komorkach owadzich jednoniciowy RNA nie
wywotuje efektu RNAI, jesli nie posiada grupy fosforanowej na konicu 5’. Po drugie,
wysunieto hipoteze, ze jednoniciowy RNA, zawierajgcy grupe 5-hydroksylowg nie
jest prawdopodobnie substratem dla kinazy obecnej w komorkach Drosophila, dlate-
go tez taki oligonukleotyd nie moze byc¢ fosforylowany wewnagtrzkomaérkowo.
Nizsza efektywnos¢ jednoniciowego, antysensowego RNA, w poréwnaniu z duplek-
sem siRNA, ttumaczy sie krotkim czasem poitrwania takiego RNA w komoérce, juz po
dwoch minutach inkubacji wiekszos¢ jednoniciowego RNA zostaje zdegradowana
(6). jest prawdopodobne, ze tylko niewielka czes¢ 5'-fosforylowanego RNA jest za-
bezpieczana przed degradacja poprzez wigczenie do kompleksu nukleazowego
RISC. W ekstraktach SI00 z komoérek Hela istnieje aktywnos$¢ kinazowa, fosfory-
lujgca jednoniciowy RNA. Efekt RNAi jest wywotany za pomocag jednoniciowego
RNA, posiadajgcego 5’-koncowa grupe hydroksylowa lub grupe fosforanowa (6). Po-
dobnie jak w komérkach owadzich zablokowanie korica 5 RNA poprzez wprowa-
dzenie grupy O-metylowej konsekwentnie blokuje efekt RNAI. Indukcja procesu
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RNAi przez jednoniciowy RNA sugeruje, ze w kompleksie RISC obecna jest jedynie
jedna ni¢ dupleksu siRNA (antysensowa). Brak efektu RNAi w komoérkach Drosophila,
w przypadku uzycia niefosforylowanego, jednoniciowego RNA wskazuje, ze 5’-fos-
foran nici antysensowej jest rozpoznawany dwukrotnie: 1) gdy siRNA jest wiaczany
do kompleksu nukleazowego RISC i obecna w tym kompleksie helikaza rozdysocjo-
wuje obie nici dupleksu, 2) gdy obie nici dupleksu sg juz catkowicie rozdysocjowa-
ne, prawdopodobnie w momencie odnajdowania miejsca przeciecia docelowego
mRNA przez nukleazy obecne w RISC, jak to bylo wczes$niej sugerowane przez Tu-
schla i wsp. (17).

3. Zasady projektowania siRNA

3.1. Wybor sekwencji docelowej dla siRNA

Planowanie sekwencji siRNA, ktére moga interferow¢ z ekspresja wybranego
genu wymaga wiedzy na temat sekwencji kodujgcego mRNA. RNAI jest procesem cy-
toplazmatycznym (21,22), dlatego tez siRNA nie moze by¢ skierowany na sekwencje
intronowe pre-mRNA, ktérego dojrzewanie zachodzi w jadrze. Musi by¢ skierowany
na sekwencje kodujgce genu. Informacje na temat sekwencji dojrzatego mRNA wiek-
szosci gendw mozna znalez¢ np. w bazie danych GeneBank (www. ncbi.nlm.nih.gov).
siRNA o sekwencjach homologicznych do réznych miejsc mRNA tego samego genu
moga indukowaé zréznicowany poziom ekspresji genu (11,23,24), co zwigzane jest
z rézng dostepnoscia poszczegodlnych fragmentéw mRNA dla hybrydyzacji z DNA
lub RNA. Dostepnosc ta okreslona jest drugo- i trzeciorzedowa strukturg mRNA oraz
obecnoscig czynnikéw biatkowych wigzacych mRNA (25). Nie wyklucza sie réwniez
zaleznosci aktywnosci siRNA od jego sekwencji, w szczegdlnosci zawartosci nukle-
otydow G/C, ktéra moze wplywaé na szybkos¢ fosforylacji konca 5' antysensowej
nici siRNA (24). Holen i wsp. (11) przeprowadzili systematyczng analize réznic w ak-
tywnos$ci siRNA, o sekwencjach homologicznych do mRNA biatka hTF {human Tissue
Factor). sSiRNA, skierowane na r6zne sekwencje docelowe tego samego mRNA, wyka-
zywaly znaczne rdéznice w stopniu wyciszania wybranego genu (od 80% dla najbar-
dziej aktywnego dupleksu do 20% dla dupleksu skierowanego na sekwencje mRNA
przesunietg o 6 nt). Selekcja sekwencji docelowej dokonywana jest zatem doswiad-
czalnie, metodg prob i btedow. W miare mozliwosci wybieramy sekwencje odlegtg
0 50-100 nt od miejsca inicjacji translacji, unikajac rejondw bliskich kodonowi
START (AUG) lub sekwencji niekodujgcych (5' lub 3" UTR, untranslated region), ktore
zwykle sg bogate w sekwencje wigzgce biatka regulatorowe, powodujac, ze kom-
pleks RISC ma utrudniony dostep do docelowego mRNA. Preferowany jest wyboér se-
kwencji siRNA, posiadajgcej na koncach 3' dwie reszty urydylowe. W przypadku syn-
tetyzowanych chemicznie duplekséw, moga by¢ one zastgpione przez reszty tymi-
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A.
N19
™G —M AA uu AAAAA mMRNA
5 T 3 ni¢ sensowa
= M 5 ni¢ antysensowa
dupleks siRNA
B.
N19
™G NN AAAAA mMRNA
5 ! ni¢ sensowa
3 ItT ni¢ antysensowa

dupleks siRNA

Rys. 2. Projektowanie sekwencji syntetycznych siRNA. A. Wyb6r sekwencji docelowej mRNA typu
AA(N19)UU i projektowanie odpowiedniej sekwencji siRNA. B. Projektowanie siRNA w przypadku braku
sekwencji mMRNA wymienionej w p. A. siRNA z dwoma tymidynami na koncach 3' nie zmieniajg aktywno-
Sci w procesie RNAi dopodki cho¢ jedna adenozyna jest obecna w zaznaczonym fragmencie mRNA.

dylowe, co nie zmienia aktywnosci dupleksdw, natomiast zmniejsza koszty syntezy
i zwieksza odpornos¢ duplekséw na degradacje nukleolityczng (11,12,22). W se-
kwencji mRNA szukamy motywdw 5-AA(N19)UU-3’, 5-AA(N21)-3' lub 5-NA(N21)-3
(rys. 2). Obydwie nici, sensowa i antysensowa, majg wowczas sekwencje 5’-(N19)TT-3".
Zawartos¢ G/C w projektowanych sekwencjach nie powinna zasadniczo przekraczaé
30-40%, chociaz dupleksy o wyzszej zawartosci G/C rowniez moga by¢ bardzo ak-
tywne (22). Nalezy unika¢ sekwencji bogatych w G zdolnych do tworzenia struktur
tetrapleksowych. Zaleca sie wybor i synteze kilku siRNA skierowanych na ten sam
gen, gdyz moga one wykazywaé rézne aktywnosci w procesie wyciszania jego eks-
presji. Baza danych BLAST (www.ncbi.nml.nih.gov/BIj*ST) pozwala na kontrole czy
wybrane sekwencje obecne sg wylacznie w wybranym genie.

3.2. Projektowanie optymalnej dtugosci nici, liciby 3’-koncowych, niesparo-
wanych nukleotyddéw, akceptowane modyfikacje
Przeprowadzono systematyczng analize pozwalajgcg okresli¢ optymalng diugosé

nici, liczbe niesparowanych nukleotydéw na koncu 3’, potencjalne modyfikacje, kto-
re moga by¢ wprowadzone do nici siRNA oraz ich wptyw na wydajnos¢ procesu RNAI
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(6,7,11,12,23,26,27). W przeprowadzonej analizie funkcji siRNA w Drosophila mela-
nogaster (27) wskazuje sie, ze najbardziej efektywne sg dupleksy RNA, ztozone z nici
o dtugosci 21 nt, zhybrydyzowanych ze sobg w taki sposéb, ze na koricach 3' siRNA
obecne sg po dwa niesparowane nukleotydy. W podobnych analizach przeprowa-
dzonych w komoérkach ssakéw dowiedziono, ze nie ma az takich r6znic w wydajno-
éci jako funkcji dlugosci siRNA, jak w komérkach owadzich (22,24,28). Bardzo wy-
dajne sg dupleksy posiadajgce nici o dlugosci 21-29 nt. Réwniez liczba niesparowa-
nych nukleotydéw na koncu 3' obu nici w przypadku komérek ssaczych nie jest tak
Scisle okreslona jak w komoérkach owadzich. Dopuszczalne jest wydtuzenie odcinka
niesparowanych nukleotydéw do czterech, bez znacznej zmiany aktywnosci siRNA
(24).

3.3. Synteza siRNA in vitro

3.3.1. Uzyskiwanie transkryptow siRNA za pomoca polimerazy RNA z faga T7

Wysoki koszt syntezy chemicznej RNA bez gwarancji, ze wybrane sekwencje
wywotajg wydajne wyciszenie ekspresji docelowego genu, powoduje, ze poszukuje
sie alternatywnych sposobo6w uzyskiwania siRNA. Donze i wsp. (29) zaproponowali
metode syntezy duzej liczby transkryptow kroétkich interferujgcych RNA za pomoca
polimerazy RNA z faga T7. Otrzymane w ten sposéb siRNA wywotujg efekt wycisze-
nia genéw egzo- i endogennych w réznych komdérkach ssaczych (tab. 2A). Nici RNA,
sensowg i antysensowa, o dlugosci 21 nt kazda, generowano w osobnych reakcjach
polimeryzacji na matrycy DNA kodujgcego wybrany fragment danego genu (rys. 3).

Oligonukleotydy - 18-mer, kodujgcy promotor polimerazy RNA z faga T7, zhy-
brydyzowano z 39-merem, zawierajgcym komplementarng sekwencje promoto-
rowg, po ktérej nastepowata sekwencja kodujaca ni¢ sensowg lub antysensowsa.
Przepisywana sekwencja o dilugosci 19 nt (20 nt) posiadata dodatkowo dwa 3'-kon-
cowe nukleotydy, ktére mogty by¢ dowolne w przypadku nici sensowej i zdefinio-
wane (komplementarne) w przypadku nici antysensowej. Ni¢ antysensowg SiRNA
uczestniczy w rozpoznawaniu docelowego mRNA, dlatego jej sekwencja musi by¢
Scisle okreslona. Ostatni nukleotyd sekwencji promotorowej, guanozyna, jest zara-
zem pierwszym nukleotydem powstajgcej nici RNA, dlatego projektowana sekwen-
cja, ktérg chcemy uzyskac tg metodg musi rozpoczynac sie od G (w nici komplemen-
tarnej obecne C), 5-G(Ni7)C-NN-3’. Po reakcji transkrypcji kolejnym etapem na dro-
dze do uzyskania siRNA jest hybrydyzacja obu nici. Tg metodg Paddison i wsp. (28)
otrzymywali RNA o strukturze typu spinka (shRNA) o diugosciach dupleksu 22-29 nt,
z 4 nt petla UUAA. Uzyskane transkrypty shRNA wprowadzano do komérek owa-
dzich (Drosophila) i ssaczych (HEK293T). Wykazano, ze shRNA w cytoplazmie hydro-
lizowane sg przez enzym Dicer do postaci 22 nt siRNA, wywotujgcych degradacje
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ni¢ sensowa
______ C NN produkt RNA
promotor polimerazy RNA T7
3
18 38-39
5  matryca DNA
ni¢ antysensowa
________ produkt RNA
promotor polimerazy RNA T7
18 38-39
5 matryca DNA
Hybrydyzacja nici dupleksu siRNA
CNN 3 mc sensowa
ni¢ antysensowa
T7 SIRNA

Rys. 3. Generowanie siRNA w wyniku reakcji transkrypciji in vitro za pomoca polimerazy RNA z faga
T7. Nici RNA, sensowa i antysensowa, o dtugosci 21 nt kazda, generowane w osobnych reakcjach poli-
meryzacji na matrycy DNA kodujacego wybrany fragment danego genu. Oligonukleotydy - 18-mer, ko-
dujacy promotor polimerazy RNA z faga T7, hybrydyzuje z 39-merem zawierajagcym komplementarng se-
kwencje promotorowa, po ktérej nastepuje sekwencja kodujaca ni¢ sensowg lub antysensowa. Przepisy-
wana sekwencja o diugosci 19/20 nt posiada dodatkowo dwa 3’-koncowe nukleotydy, ktére moga by¢
dowolne w przypadku nici sensowej i zdefiniowane (komplementarne) w przypadku nici antysensowej.

docelowego mRNA. Aktywnos¢ takg wykazano na przykladzie wyciszania ekspresji
egzogennego genu Pp-luc na poziomie 40-70%. Inny przyktad zastosowania polime-
razy RNA z faga T7 w syntezie siRNA podano w pracy Capodici i wsp. (30), gdzie
przeprowadzono transkrypcje in vitro z pochodnymi fluorowymi CTP i UTP. Tak mo-
dyfikowane siRNA, skierowane na geny wirusa HIV-1 (gag, 31TR} oraz na egzogenny
gen lucyferazy, wykazywaly aktywno$¢ poréwnywalng z aktywnoscig SIRNA otrzy-
manych na drodze chemicznej syntezy.
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3.3.2. Uzyskiwanie e-siRNA za pomocg RNazy Ill z Escherichia coli

W reakcji RNAI in vivo, Dicer - enzym wywodzacy sie z rodziny RNazy lll, hydro-
lizuje dwuniciowe RNA na fragmenty o dtugosci 21-23 nt. RNaza Ill z Escherichia coli
(EC 3.1.24), w warunkach in vitro, moze takze bardzo efektywnie hydrolizowa¢ dsRNA
do krétkich fragmentéw, przy czym maja one takg sama strukture jak natywne
siRNA: grupe fosforanowg na koncu 5’, grupe hydroksylowag na koncu 3’, oraz po
dwa niesparowane nukleotydy na obu koncach 3' dupleksu RNA (19). Taka struktura,
jak wiadomo, jest zasadnicza dla wywotania efektu RNAi. Diugotrwata hydroliza
dsRNA przez RNaze Il z Escherichia coli prowadzi do krétszych (12-15 nt) produktow
nie wywotujacych odpowiedzi RNAI. Kontrolowana reakcja enzymatycznej hydrolizy
prowadzi do wydajnego generowania siRNA o diugosci 20-25 nt. e-siRNA wytwarza-
ne w ten sposéb wydajnie obnizaja ekspresje egzogennych i endogennych genéw
w réznych liniach komérkowych (tab. 2A). Ze wzgledu na prostote i szybkos¢ wyko-
nania metoda w ktérej wykorzystuje sie RNaze Il z Escherichia coli moze by¢ uzy-
teczna dla pozyskiwania siRNA, szczegdlnie dla celéw analizy funkcji genéw w ko-
mérkach ssakéw.

Tabela 2
Sposoby uzyskiwania siRNA, alternatywne do syntezy chemicznej
A. siRNA syntetyzowane enzymatycznie
Geny Linia komérkowa SiIRNA Stopien wyciszenia (%) Literatura
Sfp, Pkr, Hela, HEK293T T7 SIRNA (21, 22 nt) 90 (29)
Pp-luc HEK293T T7 shRNA (22-29 nt) 40-70 (28)
Pp-luc, gag, 3LTR, HEK293T, T7 siRNA (21 nt) 90 (30)
U87-CD4+-CCR5 +, F - T7 SIiRNA (21 nt)
CXCR4+
gfp, ~-tuhulina P19 T7 SIRNA (21 nt) 80 (gp) (39)
T7 shRNA(3 nt petla) ~f)(M-tubulina)
Pp-luc, R-luc, Lca, Drosophila S2, C33A, e-siRNA 85-95 (31)
cdkl, cdk2, c-myc, p23  Hela, HEK293, (21-23 nt, 24-26 nt, 70 (c-myc)
hTERT-RPEl, IMR-90, 25-30 nt)
cno, MEF
afp mysie komorki embrio-  e-siRNA (15-40 nt) 90-100 (32)
nalne EIO
Pp-luc, R-luc, cyklina HEK293 d-siRNA (20-21 nt) 90 (35)
El, cdc25C
tl-ras, c-jun, c-fos Hela d-siRNA (21-23 nt) >90 (36)
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B. siRNA syntetyzowane endogennie w plazmidach

Linie konior-

Geny kowe/orga- Piazmid/pro- Typ siRNA Wielkos¢ petli Stop|e_n e Literatura
o motor szenia (%)
nizni
ofp, dnmt-I, HelLa, U-2 0S, pBSUG, shRNA 6 >90 (18)
lamina A/C, HI299, C-33A  promotor U6
cdk-2
hyg/gfp, HeLa S3 pus, SiRNA 95 (24)
Pp-luc, promotor U6
~mkatenina
Pp-luc Hela, pShh-1, shRNA 4-8 85-90 (28)
HEK293, Cosi,  promotor U6
NIH/3T3,
IMR90
p53, CDHI, HelLa, MCF7 pSUPER, shRNA 5-9 >90 (37)
CDC20 promotor HI
HIV rev-egfp 293/EcR pTZU6+ SIRNA - 90 (38)
promotor U6
gfp, P19 RARESE, SiRNA, - 80 (39)
A-tubulina promotor U6 ShRNA 3 >95
CD8a Hela pSLOOPHI, shRNA 9 >90 (40)
promotor Hi
gfp, lamina HelLa pAV, promotor  shRNA 4 >90 (41)
AIC U6 U6-P27lub
U6-I-1
mefia, ndl pierwotne ko-  pBSUS, ShRNA 6 70-97 (42)
morki  neuro-  promotor U6
nalne Neuro A
egfP, ?>-gluc, HEK293, pmCMVmpA, shRNA 0 90 iegfp, (43)
egfp-Q19, Hela, PC12  promotor CMV poHQ)
egfp-Q80 transgeniczne 60 PA-gluc)
myszy (mozg,
watroba)
P53 HEK293, RVH1, LTRHI,  ShRNA 9 -100 (44)
AG01522C promotor 111
egfP transgeniczne pGtoR shRNA 9 >80 (45)
myszy promotor HI
transgeniczne
szczury
Pp-luc transgeniczne pShhl, 98 (46)
myszy promotor HI
(watroba)
k-ras SW480, HeLa  pPUR-tRNA/ shRNA 5, 10 >90 (47)
tRNA-M,
pUC-hU6/U6

Yang i wsp. (31) podali doktadny opis reakcji hydrolizy dtugiego dsRNA przez re-
kombinowang RNaze Il z Escherichia coli. Dwuniciowy RNA, uzyskany in vitro, w ilosci
100 pg poddano hydrolizie z | pg RNazy lll, 15 min w 37°C (lub 0,2 pg RNazy I,
1 godz. w 21°C). W wyniku reakcji uzyskiwano populacje e-siRNA o dtugosciach od

96 PRACE PRZEGLADOWE



Krotkie interferujagce RNA jako narzedzia do sekwencyjno-specyficznego wyciszania ekspresji genéw

15 do 30 nt, ktére rozdzielono na zelu poliakrylamidowym. Mozliwe byto wyizolo-
wanie produktow o diugosciach 21-23, 24-26, 27-30 nt. Zaobserwowano, ze duplek-
sy e-siRNA o dtugosci 21-30 nt powodowaty 85-95% wyciszenie ekspresji egzogen-
nych genéw lucyferazy swietlika (Pp-luc) i Renilla lucyferazy (R-luc), oraz endogen-
nych gendw LCa (90%), cdki, cdk2, c-myc (70%), p23. Poréwnano wtasciwosci chemicz-
nie syntetyzowanych siRNA, shRNA, oraz e-siRNA pod wzgledem zdolnosci wycisza-
nia ekspresji genéw. Stwierdzono, ze sposréd czternastu réznych siRNA lub shRNA,
skierowanych na rézne sekwencje tego samego genu, jedynie trzy dupleksy wykazy-
waly znaczgcg aktywnos¢ RNAI. siRNA lub shRNA rozpoznajg jedynie jeden element
sekwencji docelowego mRNA, podczas gdy e-siRNA stanowig pewng populacje, ho-
mologiczng sekwencyjnie do wybranego odcinka mRNA, dlatego tez wzrasta praw-
dopodobienstwo, ze bedg prowadzity do jego degradacji. Pod koniec 2002 r. uka-
zaly sie dwie prace charakteryzujace rekombinowang wersje ludzkiej rybonukleazy
Dicei (rh-Dicer), uzyskana w komoérkach owadzich (33,34). Myers i wsp. opisali za-
stosowanie rh-Dicer do otrzymywania siRNA w warunkach in vitro poprzez enzyma-
tyczng hydrolize dtugiego dsRNA (35). Dwuniciowe RNA o dtugosci 500 nt hydro-
lizowano do 20-21 nt fragmentoéw dwuniciowego RNA, nazwanych d-siRNA tub
diced-siRNA. Oprécz wymienionych d-siRNA nie obserwowano innych produktow
hydrolizy. Wynik ten wskazuje na charakterystyczny mechanizm dziatlania enzymu
Dicer, polegajacy na stopniowym odcinaniu kolejnych fragmentdéw RNA. Tak otrzy-
mywane d-siRNA byly zdolne do specyficznego —90% wyciszania ekspresji gendw
egzogennych (Pp-luc i R-luc) oraz endogennych, np. genu cykliny E i fosfatazy Cdc25C.
Podobnie otrzymywano d-siRNA w laboratorium Tairy i wsp. (36).

3.4. Wewnatrzkomérkowa ekspresja siRNA

3.4.1. Promotory polimerazy RNA Il

W wyzszych organizmach eukariotycznych polimeraza RNA 1il (Pol 111) jest odpo-
wiedzialna za synteze duzej ilosci matych jadrowych, niekodujacych RNA tzw. snRNA
(smali nuclear RNA), ktére pelnig istotng role w wycinaniu sekwencji intronowych
z prekursora mRNA. System Pol lll jest bardzo efektywny (4 x 10" kopii transkryp-
tu/lkomorke). Znane sg sekwencje promotorowe gendw kodujgcych to RNA. Mozna
je zakwalifikowac do trzech typéw promotoréw. Typy ! i Il to promotory genéw od-
powiednio 5SRNA i tRNA. Charakteryzujg sie tym, ze ich sekwencje zawarte sg
wewnatrz transkrybowanego rejonu. Promotory genéw U6 i HI RNA naleza do
typu Il promotoréw Pol 111. Wszystkie ich elementy, z wyjatkiem pierwszego tran-
skrybowanego nukleotydu (-1-1) sg zlokalizowane powyzej rejonu transkrybowane-
go i nie zawierajg zadnych zewnetrznych sekwenciji regulatorowych. Sekwencje wyma-
gane dla wydajnej ekspres;ji to: TATA box, od -30 do -25, PSE (proximal sequence element).
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DSE PSE TATA n
244 214  -66 47 30 25 41

Rys. 4. Organizacja promotora typu lii ludzkiego genu U6 snRNA. Elementy sktadowe promotora: se-
kwencja DSE (distal sequence element), PSE (proximal sequence element), sekwencja TATA. Miejsce inicjacji
transkrypcji oznaczone jest -H, miejsce terminacji transkrypcji Tn.

od -66 do -47, DSE {distal sequence element), od -244 do -214 (rys. 4). Promotory te
idealnie nadajg sie do ekspresji 21 nt siRNA lub 50 nt sekwencji shRNA. Promotory
U6 i HI réznig sie wielkoscia, jednak posiadaja pewne stale elementy sekwencji,
w szczegOlnosci miejsca wigzania biatka. Pierwszym transkrybowanym nukleotydem
(-fi) dla promotora U6 jest zawsze guanozyna, dla promotora HI adenozyna. Sy-
gnatem do terminacji transkrypcji dla promotoréw Pol 1l jest sekwencja czte-
rech/pieciu tymidyn.

3.4.2. Konstrukcja wektoréw plazmidowych

Metody wprowadzania do komérek syntetycznych siRNA z pomoca lipofektyny
ograniczaja zakres mozliwych zastosowan RNAi z powodu niskiej wydajnosci trans-
fekcji i krotkiego okresu poitrwania efektu wyciszenia. W 2002 r. kilka grup badaw-
czych niezaleznie przedstawito systemy, ktére pozwalajg na stabilng, wewnatrz-
komérkowa ekspresje siRNA (24,28,37-47). Brummelkampl i wsp. (37) zaprezento-
wali plazmid nazwany pSUPER, generujgcy endogennie shRNA, zawierajgce 19 nt
nici sensowg i antysensowa, potaczone odcinkiem 5 nt (UUCGA), 7 nt (CAGAGCU)
lub 9 nt (UUCAAGAGA) tworzacym petle. Plazmid zawiera sekwencje promotora
genu HI RNA, pod ktérego kierunkiem odbywa sie transkrypcja.

Spinki RNA posiadajace te samg sekwencje komplementarnych nici, réznigce sie
sekwencjg i wielkoscig spinajacej je petli, wykazywaly r6zng aktywnos$¢ wyciszania
endogennego genu CDHI w komoérkach MCF-7, od 0% dla 5 nt petli do >90% dla pe-
tli 9 nt. Réwnie wysoki (>90%) stopien hamowania ekspresji uzyskano dla innych
genow stosujgc shRNA z petlg 9 nt (tab. 2B). Wykazano, ze plazmid pSUPER pozwala
na stabilne hamowanie ekspresji wybranego genu przez dtuzszy czas (dwa mie-
sigce), nie wywotujgc toksycznego efektu dla komdrek. W innych pracach zaprezen-
towano plazmidy do ekspresji siRNA pod kontrola promotora genu U6 RNA
(18,24,28,38,39,41,42). Paul i wsp. (41) przedstawili system hamowania ekspresiji
genu laminy A/C poprzez endogennie syntetyzowane shRNA, posiadajace stabilng
czteronukleotydowqg petle (UUCG) i dwie komplementarne 19 nt nici, tworzace
wewnatrz komoérki strukture dwuniciowa. Taira i wsp. (24) przedstawili plazmidowy
system ekspresji siRNA opierajgcy sie rowniez na zasadzie transkrypciji przez Pol 11
obu nici niezaleznie od siebie. W przeciwienstwie do innych systemoéw, nici senso-
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wa i antysensowa SiRNA byly syntetyzowane w tym samym plazmidzie, ale kazda
pod kontrolg osobnego promotora U6. Transkrybowane nici zawieraty na koncu 3'
jedng do czterech reszt urydylowych, jako konsekwencje obecnosci sekwenciji ter-
minujacej transkrypcje, charakterystycznej dla systemu Pol 1ll (Tn). Po syntezie obie
nici hybrydyzowaly ze sobg wewnatrz komérki tworzac pozadany siRNA. Plazmidy
produkujace tylko pojedyncze nici, sensowa lub antysensowa, nie miaty wptywu na
zmiane poziomu ekspresji wybranych genéw. Stwierdzono, ze tworzenie dupleksu
in vivo zabezpiecza RNA przed wewnatrzkomérkowymi nukleazami. Przedtuza to
czas pottrwania RNA w komérce w poréwnaniu do jednoniciowego RNA.

Mozliwe jest rdwnoczesne wyciszanie kilku genéw poprzez zastosowanie wielu
niezaleznych kaset transkrypcyjnych w jednym plazmidzie. Zaskakujace jest, ze siRNA
lub shRNA syntetyzowane w jgdrze komérkowym pod kierunkiem promotora U6,
moga hamowac¢ ekspresje mRNA w cytoplazmie. Przeprowadzono hybrydyzacje in
situ sShRNA z sondami fluorescencyjnymi, i wykazano, ze tylko niewielka czes¢ RNA
przechodzi do cytoplazmy, ijest tam aktywna, natomiast wiekszos¢ jest zlokalizowa-
na w jadrze (41). Taira i wsp. (47) skonstruowali takze inny system plazmidowy, za-
wierajacy sekwencje tRNAM'. Obecnos$¢ tRNAM' w transkrypcie ulatwia jego eksport
z jadra do cytoplazmy. Ponadto, w wymienionej pracy wykazano, ze transkrypty
o0 strukturze spinki, posiadajagce motyw 10 nt petli (CTTCCTGTCA), pochodzacy z mi-
kro-RNA (ludzki mir-23), syntetyzowane pod kontrolg promotora U6 sg réwniez bar-
dzo wydajnie transportowane do cytoplazmy. Davidson i wsp. (43) zademonstrowali
wykorzystanie wektora wirusowego do dostarczania i wewnatrzkomérkowej syntezy
za pomocg polimerazy RNA 1l (Pol II), siRNA specyficznie redukujgcych ekspresje Kil-
ku egzo- i endogennych gendéw w warunkach in vitro i in vivo (tab. 2B). Do wektora wi-
rusowego pAdSKnpA wprowadzono zmodyfikowany promotor CMV i syntetyczny
fragment kodujgcy kasete poli-A. Pomiedzy tymi elementami umieszczano sekwencje
kodujace obie nici siRNA, co prowadzito po transkrypcji do produktu o strukturze
spinki. Udowodniono, ze siRNA syntetyzowane w wektorach wirusowych, zaréwno
w hodowlach komorek in vitro, jak i w organizmie myszy in vivo, sg zdolne do specy-
ficznego wyciszania ekspresji wybranych genéw. System ten zastosowano do obni-
zania poziomu biatek poliQ, ich zmutowanej postaci z wielokrotnymi powtdrzeniami
glutaminowymi, bedacych zrédiem wielu choréb neurodegeneracyjnych. W bada-
niach przeprowadzonych w komoérkach neuronalnych PC 12 wykazano, ze zastosowa-
nie specyficznych siRNA, generowanych w wektorze wirusowym, wywotuje 90% zaha-
mowanie ekspresiji tych biatek i zmniejszenie ilosci agregatéw biatkowych.

4. Czas trwania procesu RNAI
Obnizenie poziomu biatka wywotane przez egzogenne podanie siRNA jest przej-

Sciowe, trwa typowo od pieciu do siedmiu dni po transfekcji i obejmuje siedem do
dziesieciu podziatéw komdrkowych. Podanie plazmidéw i wywotanie ekspresji RNA
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Rys. 5. Endogenna ekspresja siRNA. A. Kaseta ekspresyjna kodujgca obie nici dupleksu transkrybo-
wane w jednym plazmidzie, kazda pod kontrolag osobnego promotora U6. Kaseta zawiera sekwencje
promotora U6 (250 par zasad), sekwencje nici sensowej dupleksu GNiy-C, po ktérej nastepuje sekwencja
T4 lub T5, bedaca sygnatem terminacji transkrypcji. Po krétkim taczniku do kasety ekspresyjnej wigczo-
ne sg podobne elementy umozliwiajace ekspresje nici antysensowej tzn. promotor U6, sekwencja ko-
dujaca ni¢ antysensowa i sygnat terminacji transkrypcji T4 lub T5. Powstajgce nici sensowa i antysenso-
wa hybrydyzuja ze sobg tworzac dupleks siRNA. B. Kaseta ekspresyjna kodujgca RNA o strukturze spinki
(shRNA). Po sekwencji promotora genu HI RNA (100 par zasad) wstawiona jest sekwencja nici sensowej
i odwrécona sekwencja nici antysensowej, obie potgczone ze sobg fragmentem kodujacym petle. Na
koricu znajduje sie sekwencja terminacji transkrypcji T4 lub T5. RNA o strukturze typu spinki ulega ob-
rébce, w wyniku ktérej powstaje siRNA.
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wewnatrz komorki powoduje dtuzszy efekt wyciszenia. Miyagishi i Taira (24) opisali
doswiadczenie, w ktorym wyciszali ekspresje genu p-kateniny przez okres dtuzszy
niz jeden tydzien. Brummelkamp i Paddison wyselekcjonowali komorki, w ktérych
gen biatka p53, odgrywajacego wazng role w naprawie uszkodzen DNA, byt stabilnie
wyciszany, odpowiednio, przez dwa miesigce (37) lub kilka tygodni (28). Wskazuje
to, ze dlugoterminowa ekspresja siRNA jest mozliwa i nie jest toksyczna dla komorek.

Mozliwos¢ stabilnej ekspresji siRNA otwiera droge do zastosowania zjawiska
RNAi w nowej terapii genowej, na przyktad w leczeniu infekcji wirusowych. Ekspre-
sja SiRNA w wektorach retrowirusowych pozwala na kierowanie ich do tzw. komo-
rek pierwotnych, co do tej pory bylo nieosiggalne (43-44). Wysoka specyficznos¢
SiRNA stwarza nadzieje ich zastosowania do wyciszania onkogenéw bez zmiany al-
leli typu dzikiego.

5. Podsumowanie

Zjawisko RNAI jest sekwencyjno-zaleznym procesem potranskrypcyjnego wyci-
szania ekspresji genéw, polegajagcym na ukierunkowanej degradacji mRNA, induko-
wanej przez dwuniciowy RNA, homologiczny do wyciszanego genu. Aktywng forma
dwuniciowego RNA sg krotkie, 21-23 nt siRNA, bedace produktami degradacji dsRNA
za pomoca nukleazy Dicer. Wigczone w nukleazowy kompleks RISC stuzg jako RNA
kierujacy i rozpoznajgcy docelowg sekwencje mRNA ulegajacg degradaciji. SIRNA mo-
ga by¢ podawane egzogennie (sg to syntetyzowane chemicznie lub enzymatycznie
SiRNA) lub moga by¢ wytwarzane wewnatrzkomérkowo, z kodujacych je plazmi-
déw. Transkrypcja realizowana jest przez polimeraze RNA 11l pod kontrolg promoto-
row genéw U6 lub HI RNA. Modyfikacje w obrebie nici antysensowej prowadzg za-
zwyczaj do znacznego obnizenia lub zaniku aktywnosci RNAI, natomiast tolerowane
sg modyfikacje w obrebie nici homologicznej do sekwencji docelowej. Poprzez
wprowadzanie modyfikacji konca 3' nici antysensowej udowodniono, ze w komor-
kach ssaczych, jak réwniez w komoérkach owadzich nie dochodzi do amplifikacji siRNA.
Zjawisko RNAIi jest uzytecznym narzedziem molekularnym, zaréwno w aspekcie
analizy funkcji gendw, jak i o znaczeniu terapeutycznym do hamowania ekspres;ji
niepozadanych gendéw biatek chorobotwérczych i genéw wirusowych.

Praca powstata w ramach realizacji grantéw Finansowanych przez Komitet Badan Naukowych, grant
nr PBZ-KBN-059/T09/09, oraz 5 Program Ramowy Unii Europejskiej, grant QLRT nr 2001-02774.
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