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RNA interferencia bola popisana ako proces post-transkripéného utimovania génovej expresie, sprostredkovany dvojretazcovymi mo-
lekulami RNA, a ako obranny mechanizmus bunky proti virusom a transpozénom. Porozumenie mechanizmu RNA interferencie umoz-
nilo jeho experimentalne vyuzitie na cielené utimovanie génovej expresie a prinieslo zaujimavé informacie o spojitosti RNA interferencie
a niektorych ochoreni. Cielené utimovanie génovej expresie umozriuje jednak detailné Stidium funkcie jednotlivych génov a stava sa jed-
nym z novych a nadejnych pristupov pre génovu terapiu.
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Uvod

Expresia genetickej informacie zapisanej v DNA
ma viacero krokov (obrdzok 1). Prvym krokom je tran-
skripcia, pri ktorej vznika mediatorova RNA (mRNA),
konecnym krokom je translacia, pri ktorej vznika pro-
tein. Kazdy z krokov expresie je pod prisnou kontro-
lou regulaénych mechanizmov, ktoré zabezpecuiju,
aby dochdadzalo k expresii spravnych génov, v sprav-
nom Case a v spravnych bunkéch. Nedavno bol po-
pisany regulany mechanizmus oznaceny ako RNA
interferencia (RNAI), podiefajuci sa na reguldcii roz-
manitych procesov ako je bunkovy cyklus, diferen-
ciacia, ontogenéza, apoptéza, kancerogenéza
a vznik niektorych neurologickych ochoreni.

Objav RNA interferencie

Jav RNA interferencie bol najprv popisany na
rastlindch a niz8ich zivocichoch. Prekvapivé vysled-
ky priniesli experimenty na Pettnidch, kde sa vedci
snazili pripravit transgénne rastliny s tmavSou pur-
purovou farbou vnesenim pigment-produkujiceho
génu. Namiesto oakévanej tmavo purpurovej far-
by mnohé kvety mali formu variegata (na kvetoch sa
striedala biela a purpurova farba) alebo dokonca bo-
li iplne biele. Pomocou molekuldrnych analyz zistili,
Ze expresia endogénneho pigment produkujuceho
génu nebola nahradend, ale hladina mRNA produ-
kovanej tymto génom bola 50krat nizsia ako u $tan-
dardnych rastlin (15).

dsRNA indukuje post-transkripéné
utimenie génovej expresie

Prvé dokazy o tom, Ze by dsRNA mohla sp6-
sobovat utimovanie génovej expresie, prili z prac
na modelovom organizme hliste Caenorhabditis ele-
gans, ktorych ciefom bolo utlmit expresiu par-1gé-
nu pomocou jednovlaknovych antisense RNA a na-
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sledne urcit jeho funkciu (10). Neskér sa ukazalo, ze
injekcia dvojviaknovej RNA (zmes sense a antisense
retazcov RNA) vedie az k dvojnasobnému utimeniu
expresie ciefového génu v porovnani s aplikéciou
jednovlaknovej RNA samostatne. Nasledné experi-
menty ukdzali, ze k utimeniu expresie dochadza na
post-transkripénej urovni (obrazok 1) (8). Novo ob-
javeny mechanizmus utimovania génovej expresie
sprostredkovany dvojvlaknovou RNA bol oznaéeny
ako “RNA interferencia” (RNAi) (18).

Mechanizmus RNA interferencie

Aj ked sa mechanizmus RNA interfencie moze li-
Sit v detailoch u Zivocichov, rastlin a hub, ide o vy-
soko konzervovany mechanizmus. Zakladny proces
zahfia Stiepenie dsRNA na kratSie fragmenty, ktoré
zabezpeCuju rozpoznanie ciefovej mRNA na zaklade
sekvenénej homoldgie (14). Existuju dva zékladné
mechanizmy (drahy) siRNA a miRNA (obrazok 1).

Tieto drahy st geneticky a biochemicky odli$né (obra-
zok 2), avSak o konkrétnom mechanizme utimenia ex-
presia rozhoduje stuperi komplementarity a homolé-
gie siRNA alebo miRNA k ciefovej mRNA (6).

siRNA (malé interferujice RNA)

siRNA drédha zadina Stiepenim dihej dsRNA
(obrazok 2) enzymom Dicer na kratke dvojretazcové
RNA oznacované ako siRNA. Tieto siRNA su zalle-
nené do proteinového komplexu RISC a aktivuju ho.
Nakoniec modze aktivny RISC* rozpoznat a Stiepit
ciefovi mRNA na zaklade strikinej komplementarity
siRNA k ciefovej mRNA (11).

miRNA (mikro RNA)

Na rozdiel od siRNA su miRNA kédované
gendmom bunky (19) ako prekurzor pomenovany
pri-miRNA (obrazok 2). Enzymaticky komplex Mi-
kroprocessor obsahujuci enzym DGCR8 a enzym

Obrazok 1. Expresia genetickej informacie a jej regulacie sprostredkovana siRNA a miRNA
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Obrazok 2. Mechanizmus RNA interferencie miRNA a siRNA draha
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Drosha, Stiepi pri-miRNA na kratie fragmenty
oznacované ako pre-miRNA. V dalSom kroku z pre-
miRNA pbésobenim enzymu Dicer vznika miRNA,
ktora sa stdva sucastou RISC. Aktivny komplex
RISC* méZe inhibovat translaciu mRNA na zaklade
parcialnej komplementarity miRNA k mRNA ciefo-
vého génu (9).

Ochorenia a RNAi

U viacerych fudskych ochoreni bola identifiko-
vana dereguldcia expresie konkrétnych miRNA ale-
bo narudenie funkcie komponentov mechanizmu
RNAi (1). Prikladom fudského ochorenia, na ktorého
vzniku sa pravdepodobne podiela narusenie funkcie
komponentov RNAi mechanizmu, je DiGeorgov syn-
drém, ktory postihuje asi 1 z 3000 zivo narodenych
deti. Jeho klinicky prejav je velmi variabilny od srde¢-
nych defektov cez imunodeficienciu az po schizofré-
niu, dele¢ny region obsahuje asi 30 génov, pricom
jeden z nich je DGCR8, ktory je su¢astou komplexu
Mikroprocessor zapojenom v biogenéze miRNA
(17). Nedavno bol popisany regulator sekrécie inzu-
linu miRNA — miR-375. ZvySena expresia miR-375
utimuje glukdzou indukovanu sekréciu inzulinu a pri
inhibicii miR-375 je sekrécia zvySena. Modulacia
sekrécie inzulinu pomocou miR-375 je nezdvisla na
zmendch glukézového metabolizmu a intracelularnej
Ca2+ signalizacie, ¢o robi z miR-375 potencialny far-
maceuticky ciel (16).

Dereguldcia expresie miRNA sa
podiela na karcinogenéze

Pozoruhodné zistenie o diferencialnej expresii
miRNA v nadoroch v porovnani s zdravym tkani-
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vom naznacuje na ich ddlezitu ulohu v procese kar-
cinogenézy. Predpoklad, ze niektoré miRNA maju
funkciu nadorovych supresorov alebo protoonko-
génov podporuje Studia, v ktorej bolo zistené, ze
98 z 186 (tj. 52,5 %) analyzovanych miRNA génov
leZi v oblastiach ¢astych chromozédmovych presta-
vieb pozorovanych u nédorov alebo na fragilnych
miestach (5). Viacero autorov referovalo o tkanivo-
vo $pecifickom expresnom profile miRNA a o kla-
sifikacii nadorov zalozenej na expresii miRNA ako
o perspektivnom diagnostickom a prognostickom
markeri (13).

RNAi a neurologické ochorenia

Jednym z neurodegenerativnych ochoreni na
ktorého vzniku sa pravdepodobne podiefa naruse-
nie RNAi, je Spindlna muskulédrna atrofia (SMA),
spdsobend znizenou expresiou alebo stratou funk-
cie v désledku mutacie SMN (survival of motor neu-
rons) génu. SMN protein je sucastou proteinového
komplexu, ktorého dva proteiny (Gemin 3 a Gemin
4) sa podiefaji aj na biogenéze miRNA (7). Dal-
§im ochorenim v ktorého patogenéze su pravde-
podobne zapojené komponenty procesu RNAi,
je syndrdm fragilného X. Toto ochorenie je spé-
sobené mutacou v FXMR (fragile X mental retar-
dation) géne, alebo jeho znizenou expresiou. Ex-
perimenty na modelovych organizmoch ukazali,
ze FXMR protein je sucastou RISC komplexu a je
asociovany s enzymom Dicer (12). Génovy lokus
miR-175 bol identifikovany ako kandidatny region
pre neurologické ochorenia: Parkinsonovu choro-
bu so skorym nastupom a na X viazanu mentalnu
retardaciu (MRX3) (7).
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Génovd terapia

Pre aplikacie RNAi v génovej terapii je potrebné
vyrieSit mnohé problémy, dva z nich st mozna cyto-
toxickd odpoved po vneseni dsRNA do bunky a do-
statoéne efektivne vnesenie siRNA/miRNA do ciefo-
vychbuniek. Syntetické siRNA sprostredkovavaju sil-
nu a Specifickd RNAI, ale ich G¢inok je iba docasny,
¢o znacne obmedzuje vyuzitie tohoto pristupu (2).
Na prekonanie tohoto nedostatku su vyvijané rozne
expresné vektory i uz na zaklade plazmidov alebo
virusov. Takéto vektory maju dve hlavné potencidlne
vyuzitia — v oblasti funkénej genomiky a v génovej te-
rapii. Pomocou RNAI je teoreticky mozné utimit ex-
presiu ktoréhokolvek génu v transkriptéme, ¢o z nej
robi idedlny nastroj pre Studium funkcie génov. Ne-
davne experimenty dokdzali, Ze siRNA/miRNA in-
hibuju génovu expresiu in vivo a poukazuju na re-
alnu moznost vyuzit RNAi ako nastroj pre génovu
terapiu (3). Pokrok v cielenom vneseni a vhodnych
vektoroch smeruje k moznému vyuzitiu RNAi ako te-
rapeutického nastroja pre rozne genetické a neu-
rologické ochorenia (4). Uspech tohoto pristupu bu-
de zavisly na metdde vnesenie siRNA/miRNA alebo
vektoroch schopnych infikovat ciefové bunky. Spe-
cifické utimenie expresie iba mutantnej verzie gé-
nu alebo fuzneho génu umoznuje vysoko Specifické
pdsobenie iba na choré alebo nadorové bunky bez
ovplyvnenia zdravych buniek. Tato skutoénost zna-
¢ne znizuje nutnost tkanivo/nadorovo Specifickych
vektorov alebo tkanivo Specifickej expresie (3). V su-
¢asnosti je RNA interferencia vyuzivana na odhafo-
vanie funkcie génov ako nastroj funkénej genomiky
a neustdle pribldaju experimenty zamerané na po-
tencialne vyuzitie v génovej terapii. Prvé klinické
testy vyuZzivajuce RNAI ako terapeuticky pristup uz
prebiehaju, ale este stéle sme len na zaciatku ob-
javovania velkého potencidlu malych RNA.

Této préca bola podporovana grantom MSMT
CR 1K04017 a grantom Elpida-Nukleus.

Vysvetlenie skratiek a niektorych

terminov:

* antisense RNA - (nekddujica RNA) RNA kom-
plementarna k mRNA

* bp - (base pairs), bazovych parov

* Dicer - enzym, ¢len RNaza lll rodiny, s dsRNA-
Specifickou endonukledzovou aktivitou, Stiepy
dsRNA na 19-25 nukleotidové (nt) fragmenty

* DGCR8 - (DiGeorge syndrome critical region
gene 8), gén 8 kritického regionu DiGeorgovho
syndrému, dsRNA viazuci protein.

* Drosha - dsRNA 3pecificka ribonukleaza, od-
Stepuje vlasenkovd slucku z pri-miRNA

* ds - (double stranded), dvojvlaknova

* nt- (nucleotide), nukleotid
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PTGS (Post-transcriptional Gene Silencing) Utl-
menie génovej expresie na post-transkripéne;
Urovni. Po¢as PTGS dochdadza k transkripcii gé-
nu, ale mRNA je degradovand alebo je inhibova-
na jej translécia

Ribozém — nukleoproteinovy komplex ktory za-
bezpeduje translaciu

RISC — (RNA-induced silencing complex). Nuk-
ledzovy komplex, zlozeny z proteinov a siRNA
alebo miRNA, ktory na zaklade sekvencnej
komplemetarity k siRNA degraduje cielovu
mRNA, alebo inhibuje translaciu na zaklade Ci-
astocnej komplenatarity k miRNA

RNA interferencia (RNAi) — Post-transkriptné
utlmenie génovej expresie indukované dvoj-
vlaknovou RNA, prvy krét pouZity vedcami sku-
majucimi C. elegans

sense RNA - (kédujuca RNA), RNA komple-

dsRNA, vznika Stiepenim dihej dsRNA alebo
shRNA enzymom Dicer. M6ze vzniknut produkt
transkripcie pomocou RdRP alebo modze byt
pripravena synteticky z oligonukleotidov. Za-
bezpecuje Specificitu interakcie RISC a ciefo-
vej mRNA

Transkripcia - prepis genetickej informacie
z DNA do RNA

Translacia - preklad genetickej informécie
z mRNA do proteinu, prebiehajuci na ribozome
miRNA — (micro RNA), endogénna, 21-24bp
RNA, ako stc¢ast RISC sprostredkovava inhibi-
ciu translacie vazbou na 3" neprekladanu oblasf
ciefovej mRNA

mRNA — mediatorova RNA, vznikajuca po Upra-
vach primarneho transkriptu, ktory vzniké tran-
sripciou

par-1 — (polarity-inducing kinase 1), gén pre po-
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senkovou Struktdrou zakoncenou relativne ma-
lou slu¢kou

* pri-miRNA - primarny transkript obsahujtci vi-
acero pre-miRNA, niekotko dihy prekurzor pre
-miRNA

* Variegata — forma sfarbenia rastlin pri ktorej sa
striedaju sfarbené a nesfarbené (biele) pruhy
tkaniva

Bc. Branislav Kusenda

mentarna k antisenseRNA
o siRNA - (small interfering RNA), exogénna,
19-25bp, niektoré publikdcie uvadzaju az 29bp
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laritu indukujucu serin treonin kindzu
pre-miRNA — pekurzor miRNA asi 70nt RNA dlhy
s 1-4nt pre€nievajdcim 3'koncom a 25-30bp via-
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