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— zastosowanie w neurobiologii

Aleksandra Wesolowska

Pracownia Regulacji Transkrypcji, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa,

Streszczenie

Mozliwos§¢ zablokowania ekspresji wybranych gendéw wzbudza ogromne nadzieje w terapii nieuleczalnych jak dotad scho-
rzen uktadu nerwowego takich jak choroby neurodegeneracyjne czy nowotwory mozgu. Czasteczka RNA ze wzgledu na
swoje wlasciwosci biochemiczne stanowi obiecujace narzedzie terapeutyczne. Odkrycie zjawiska interferencji RNA (RNAi)
zapoczatkowato nowe badania dotyczgce hamowania ekspresji wybranych gendw przez mate interferujace RNA (siRNA) w
komorkach ssakdow. Technika ta wykorzystuje naturalny proces wyciszania ekspresji gendow zalezny od dwuniciowego RNA.
Rybonukleaza o aktywnosci RNazy III, w komorkach ludzkich zwana Dicer, degraduje dwuniciowe, liniowe fragmenty
RNA do siRNA. Nastepnie dochodzi do powstania rybonukleinoproteinowego kompleksu zwanego RISC. Kompleks RISC
wykazuje aktywnoS$¢ helikazy, jak rowniez endo i egzonukleazy. Antysensowna ni¢ siRNA zlokalizowana w obrgbie RISC
rozpoznaje komplementarne sekwencje w obrebie mRNA. Nastepnie dochodzi do endonukleolitycznej degradacji mRNA w
regionie komplementarnym do antysensownej nici siRNA.

Blokowanie ekspresji wybranych gendw na drodze interferencji RNA mozna osiaggna¢ wprowadzajgc do komorek ssakow
syntetyzowane chemicznie lub uzyskane metodg transkrypcji in vitro odcinki RNA o sekwencji odpowiadajace siRNA.
Mozliwa jest rowniez synteza siRNA na matrycy wektora pod kontrolg promotora U6 lub H1 RNA polimerazy III (Pol III)
lub promotora polimerazy II cytomegalowirusa (Pol IICMV). Zaprojektowane sekwencje mogg mie¢ charakter palindromow
rozdzielonych petla. Sekwencje te tworzg struktury typu spinki (ShRNA), ktore rozpoznawane sg przez enzym Dicer i degra-
dowane do siRNA. Wiele cech opisanego zjawiska RNAI, a zwlaszcza selektywos¢ substratowa wzbudza duze nadzieje na
wykorzystanie go nie tylko do badan podstawowych. Aby zjawisko RNAi znalazto zastosowanie w neurologii muszg zostac¢
wyjasnione jego podstawy biochemiczne, ktérych zrozumienie pozwoli dokonywac jednoznacznego wyboru sekwencji do-
celowych dla siRNA.

Stowa kluczowe: interferencja RNA (RNAi), mate interferujace RNA (siRNA), kompleks RISC (RISC), RNA o strukturze
spinki (shRNA)

Wstep Molekularne postawy procesu wyciszania
ekspresji genow na drodze interferencji
Patogeneza wielu nieuleczalnych chordb neurolo- RNA w komorkach ssakow
gicznych takich jak choroby nowotworowe mozgu,

neurodegeneracyjne czy tez zaburzenia widzenia zwig- Zardwno biochemiczne jak i genetyczne badania

zane s3 ze zmiang ekspresji gendw. Pomimo znacznego
rozwoju medycyny molekularnej choroby ukfadu ner-
wowego wcigz pozostajg jednymi z mniej poznanych
a zarazem wymagajacych nowych schematdow leczenia
schorzen. Odkrycie zjawiska interferencji RNA (RNA1)
zapoczatkowato nowe badania dotyczace hamowania
ekspresji wybranych gendow przez male interferujace
RNA (siRNA) w komorkach ssakow, takze w obrebie
uktadu nerwowego. Technika ta wykorzystuje natural-
ny proces wyciszania ekspresji gendw zalezny od dwu-
niciowego RNA.

potwierdzity istnienie wspdlnych elementow enzyma-
tycznych interferencji RNA u wszystkich organizméw
eukariotycznych (Fire i wsp. 1998, Guo i Kemphues
1995, Hamilton i Bulcombe 1999).

W przypadku zwierzat, gdzie proces hamowania eks-
presji genow zalezny od dsRNA jest mniej poznany, mo-
wimy ogdlnie o zjawisku RNAi (ang. RNA interference),
czyli interferencji zaleznej od RNA. Podobnie jak u ro-
§lin kluczowym elementem tego procesu sg oligonukle-
otydy, okreslane jako mate interferujace RNA (siRNA
ang. small interfering RNA), nieznacznie réznigce si¢
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dtugoscia w zaleznosci od gatunku (Zamore 2000).
W dalszej cz¢sci artykutu zostanie przedstawiony prze-
bieg procesu interferencji RNA zachodzacy w komor-
kach organizmd6w modelowych z odniesieniami do
komorek ludzkich, gdzie proces ten jest niewatpliwie
mniej poznany.

Obecnos¢ ufosforylowanych na 5 koncu matych,
dwuniciowych RNA w ekstraktach komorkowych D.
melanogaster, w ktorych doszto do inhibicji ekspre-
sji genow zaleznej od RNA, sugerowala udziat w tym
procesie enzymu o aktywosci rybonukleazy z rodziny
RNazy III (Bernstein i wsp. 2001). Homologi genu
RNazy III znaleziono u Arabidopsis thaliana (A. tha-
liana) i nazwano go czynnikiem Carpel (CAF - car-
pel factory, DCL-1 dicer-like 1), a takze u C.elegans i
Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), gdzie zostat
opisany jako dcr-1. Enzym bioracy udziat w procesie
RNAI, u muszki owocowej, myszy i ludzi zwany Dicer,
stanowi odrebng klase nukleaz charakteryzujaca sie
okreslong budowg. Posiada dwie domeny o aktywnosci
Rnazy III i dodatkowe domeny funkcjonalne: wigzaca
dsRNA, helikazowg i domen¢ PAZ odpowiedzialng za
interakcj¢ z innymi biatkami. Jego kluczowa rola w
procesie RNAi polega na degradacji dwuniciowych li-
niowych fragmentdéw RNA do siRNA. U ssakdow reak-
cja ta nie wymaga obecnosci ATP, cho¢ jego hydroliza
warunkuje uwolnienie siRNA z miejsca katalityczne-
go enzymu i umozliwia kolejng reakcje (Zhang 2002).
W przypadku ssakdbw enzym ten bierze réwniez udziat
w dojrzewaniu RNA o strukturze typu spinki (shRNA,
ang. short hairpin RNA) tnac ich prekursory (Doench
i wsp. 2003, Hommel i wsp. 2003, Lee i wsp. 2002,
McManus i wsp. 2002, Paddison i wsp. 2002). Mimo
zachowanej w ewolucji domenowej budowy enzymu
Dicer, rdznice pomiedzy poszczegdlnymi podjednost-
kami prowadza do specyficznej gatunkowo dtugosci
produktow degradacji dsSRNA wahajacej sie od 21 do
25 par zasad (Elbashir i wsp. 2001, Fire A i wsp. 1998,
Hamilton i Bulcombe 1998, Zhou 2002).

Dalsze badania nad mechanizmem molekularnym
procesu interferencji RNA wykazaly kolokalizacj¢ ma-
tych interferujacych RNA z kompleksem biatek o zto-
zonej aktywnoSci enzymatycznej zwanym RISC (ang.
RNA Induced Silencing Complex). Kompleks RISC
wykazuje aktywno$¢ zarowno helikazy, jak i endo oraz
egzonukleazy. Aktywacja enzymu wymaga dysocjacji
dwuniciowych siRNA w procesie zaleznym od ATP.
Kompleks RISC wigze preferencyjnie antysensowng
ni¢ siRNA, natomiast ni¢ sensowna jest degradowana

(Schwarz i wsp. 2003). Jednoniciowy antysensowny
siRNA zlokalizowany w obrebie RISC rozpoznaje kom-
plementarne sekwencje mRNA (Martinez i wsp. 2002).
Dochodzi nastgpnie do endonukleotylicznej hydrolizy
mRNA w miejscu ktore wyznacza ufosforylowany ko-
niec 5’ nici antysensownej siRNA. Cigcie nastgpuje w
potowie dupleksow mRNA/siRNA, a dalsza degrada-
cja ma juz charakter egzonukleolityczny (Cerutti 2003,
Denli i Hannon 3003, Hammond i wsp. 2000, Matzake
i wsp. 2000).

Udane proby oczyszczania aktywnego komplek-
su RISC z cytoplazmatycznych ekstraktow komorek
HeLa sugeruja jego lokalizacje na terenie cytoplazmy
(Martinez i wsp. 2002). Zidentyfikowano réwniez sze-
reg bialek wchodzacych w sktad kompleksu, ktorego
ciezar in vivo oszacowano na kilkaset kDa. Wazne wy-
daja si¢ by¢ biatka z rodziny Argonaute (eIF2C1 oraz
elF2C2), bialka wigzace dsRNA, jak rOwniez szereg
biatek o aktywnosci helikaz i nukleaz. Wiadomo ze
biatka Argonuate zawieraja dwie charakterystyczne do-
meny PAZ oraz PIWI (Hammond i wsp. 2001). Domena
PAZ okazata si¢ by¢ kluczowa dla wigzania siRNA na-
tomiast w obrebie domeny PIWI zlokalizowane jest
centrum katalityczne catego kompleksu RISC. Ostatnie
badania z uzyciem myszy dowiodty, ze w sktad kom-
pleksu RISC katalizujacego degradacje mRNA zalez-
ng od siRNA wchodzi biatko Ago2 (Liu i wsp. 2004).
Rozwigzana struktura krystalograficzna jego bakteryj-
nego odpowiednika wykazata podobienstwa pomigdzy
domeng PIWI a domeng RNazyH tnacej heterodupleksy
RNA/DNA, co pozwala przypuszczaé ze biatko Ago2
wykazuje aktywnos¢ endonukleolityczng tngc mRNA w
obrebie siRNA/mRNA dupleksow (Song i wsp. 2004).

Jak juz wspomniano, w komoérkach ludzkich ha-
mowanie ekspresji gendw zalezne od RNAi wydaje
si¢ by¢ ograniczone do cytoplazmy (Martinez i wsp.
2002, Zeng i Bryan 2002). Zardbwno enzym Dicer, jak
ludzkie homologi biatek z rodziny Argonuate, sg bial-
kami cytoplazmatycznymi, chociaz elementy sktadowe
ludzkiego kompleksu enzymatycznego RISC takie jak
biatka Gemin3 i Gemin4 wystepuja dodatkowo w ja-
drze komorkowym (Mourelatos i wsp. 2002). Nasuwa
to przypuszczenie, ze proces interferencji RNA moze
wplywac takze na etap translacji. Jak si¢ okazuje biatko
elF2C (biatko z rodziny Argonuate) wchodzi réwniez
w skfad ztozonego kompleksu rybonukleinoproteino-
wego (kompleks RNP) regulujagcego metabolizm RNA
w komoérce (Hutvagner i Zamore 2002, Mourelatos i
wsp. 2002).



siRNA - narzedzie hamowania ekspresji gendw w komorkach uktadu nerwowego 9

siRNA jako narzedzie do blokowania
ekspresji genow w komorkach ssakow

Niezaleznie od jego biologicznej funkcji, zjawisko
interferencji RNA moze by¢ wykorzystane do zmia-
ny ekspresji gendw zardwno u roslin jak i u zwierzat
(Szweykowska—Kulinska i wsp. 2003). Najwigcksze
nadzieje wzbudza mozliwos¢ efektywnego hamowa-
nia ekspresji genow ludzkich. Teoretycznie mozna
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by to osiggna¢ podajac z zewnatrz dsRNA o sekwen-
cji komplementarnej do mRNA bedacego substratem
kompleksu RISC (Guo i Kemphues 1995). Okazato
si¢ jednak, ze u ssakdw dsRNA dtuzszy niz 30 nukle-
otydow wywotuje niespecyficzng degradacje mRNA w
ramach odpowiedzi antywirusowej zaleznej od interfe-
ronu. Problem ten mozna rozwigza¢ wprowadzajac do
komorki syntetyzowane chemicznie lub uzyskane w re-
akcji transkrypcji in vitro krotkie RNA, odpowiadajace
siRNA (Donzé i Picard 2002, Elbashir 2001). Mozliwa
jest rowniez synteza siRNA na matrycy wektora pod
kontrolg promotora U6 lub H1 RNA polimerazy I1I (Pol
III) lub promotora polimerazy II cytomegalowirusa
(Pol I CMV) (Matsukura i wsp. 2003, Paddison i wsp.
2002, Xia i wsp. 2002, Sui i wsp. 2002). Tworzenie ta-
kiego konstruktu moze opierac si¢ na technice PCR lub
tradycyjnym klonowaniu (Brummelkamp i wsp. 2002,
Castanotto i wsp. 2002, Gou i wsp. 2003). Polimeraza
III naturalnie wystepujaca w komorce syntetyzuje mate,
niekodujace RNA, niemodyfikowane na 3’ i 5’ koncu.
Poczatek transkrypciji jest SciSle zdefiniowany, a koniec
transkrypcji wyznacza cigg tymidyn. Dzigki temu moz-
liwe jest klonowanie sekwencji DNA kodujacej RNA,
ktorej ekspresja prowadzi do syntezy odpowiednikow
siRNA. Ni¢ sensowna i antysensowna krotkich RNA
moze by¢ klonowana w oddzielnych wektorach lub
jako sekwencje tandemowe w tym samym wektorze
(Shi i wsp. 2003). Zaprojektowane oligonukleotydy
moga mie¢ rowniez charakter palindromdéw rozdzielo-
nych petla. Sekwencje te tworzg struktury typu spinki
(shRNA), ktore rozpoznawane s3 przez enzym Dicer
i degradowane do siRNA (Matsukura i wsp. 2003,
Paddison i wsp. 2003, Yu i wsp. 2003).

Dzieki sklonowaniu ludzkiego rekombinowanego
biatka Dicer mozliwe jest takze uzyskiwanie siRNA
in vitro po dostarczeniu badanym komorkom oligory-
bonukleotydu komplementarnego do mRNA, ktére ma
ulec degradacji. Przy takim podejsciu nie ma koniecz-
nosci wyboru Scisle okreSlonej sekwencji docelowej dla
siRNA. Nie daje ona jednak mozliwosci weryfikacji se-
kwencji powstajacych siRNA (Kawasaki i wsp. 2003).

Male interferujace RNA jako narzedzie
do blokowania ekspresji genow
w komorkach ukladu nerwowego

Zastosowanie technik blokowania ekspresji gendéw
opartych o zjawisko RNAi ma szanse stac si¢ szczegoOl-
nie owocne w przypadku badan dotyczacych etiologii
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schorzen uktadu nerwowego a takze ich ewentualnej
terapii. Przyczyna jest nie tylko nieskutecznos¢ dotych-
czasowych podejs¢ ale takze fakt, ze ze wzgledu na uni-
kalnos¢ tkankowo specyficznej ekspresji gendow w obre-
bie uktadu nerwowego bardzo wiele chordb o podtozu
genetycznych objawia si¢ zmianami neurologicznymi.

Uzywajac wektorow kodujacych sekwencje shRNA
lub syntetycznych matych interferujagcych RNA
(siRNA) zahamowano ekspresje gendow kodujacych
zarbwno biatka czynnikdow chorobotworczych ata-
kujacych uktad nerwowy takich jak priony jak row-
niez biatek endogennych zwigzanych z powaznymi
chorobami uktadu nerwowego takimi jak choroba
Alzherimera, stwardnienie zanikowe boczne czy tez
choroba Kennediego oraz plgsawica Huntingtona
(Caplen i wsp. 2002, Kao i wsp. 2002, Tilly i wsp.
2003). Dostarczane przez firmy biotechnologiczne
wektory umozliwiaja indukcje gendw kodujacych
zaprojektowang sekwencj¢ siRNA w SciSle okreslo-
nych warunkach laboratoryjnych, jak i badanie efek-
tu fenotypowego hamowania ekspresji danego genu
w liniach komorkowych stabilnie transfekowanych
(Brummelkamp i wsp. 2002, Matsukura i wsp. 2003).
Dostepne systemy wprowadzania siRNA do komorek
(liposomy, elektroporacja, wektory pochodzenia wiru-
sowego) umozliwiajg badanie efektu hamowania eks-
presji gendw zardbwno w ustalonych liniach komorek
nowotworowych pochodzenia neuronalnego (neuro-
blastoma) jak rowniez pierwotnych neuronach (Gan i
wsp. 2002, Krichevsky i Kosik 2002). O ile schorzenie
zwigzane jest z utratg funkcji okreslonego genu siRNA
stanowi dogodne narzedzie do konstruowania modeli
zwierzecych tego typu chordb neurologicznych. I tak
na przyktad opracowano model in vitro choroby zwig-
zanej z zanikiem neuron6éw motorycznych w rdzeniu
kregowym (SMA, ang. Spinal Muscular Atrophy) blo-
kujac ekspresje kluczowego genu w mysich komor-
kach P19 (Trulzsch i wsp. 2004). Udalo si¢ rowniez
precyzyjnie w okreslonym rejonie mozgu zablokowac
ekspresje genu kodujacego hydrolaze tyrozynowa u
dorostych myszy uzywajac wektordw pochodzenia
adenowirusowego. Enzym ten konieczny jest do pro-
dukcji domapiny, ktorej brak jest przyczyna choroby
Parkinsona (Hommel i wsp. 2002) Istnieja rowniez mo-
dele zwierzgce chorob zwigzanych z ekspansjg trojek
nukleotydowych (SBMA ang. Spinobulbar Muscular
Atrophy, SCA1 ang. Spinocerebellar Ataxia type 1)
ustalone dzigki wykorzystaniu siRNA (Buckingham i
wsp. 2004, Xia i wsp. 2002).

Wiele cech opisanego zjawiska RNAI, takich jak
udziat w szlakach biochemicznych naturalnie wyste-
pujacych w komorce czy tez specyficznos¢ substrato-
wa, wzbudza duze nadzieje na wykorzystanie go nie
tylko do badan podstawowych. JednoczeSnie jednak
wlasciwosci te wyznaczaja ograniczenia stosowania tej
metody w terapii chorob. Badania specyficznosci sub-
stratowej matych interferujgcych RNA wykazaly, ze
roznica pojedynczego nukleotydu w zaprojektowanej
sekwencji skierowanej przeciw danemu mRNA moze
znosi¢ zjawisko blokowania ekspresji danego genu, a
na pewno wptywa na poziom jego wyciszenia. (Denli i
Hannon 2003, Doench i wsp. 2003). Stwarza to nadzie-
je na uzycie tej metody do leczenia chor6b zwigzanych
z mutacja jednego allelu danego genu. Przyktadem za-
blokowania ekspresji zmutowanego allelu genu moze
by¢ uzycie siRNA skierowanych na transkrypt genu
kodujacego biatko Tau w rejonie niosagcym mutacje
missens powodujaca zaburzenia neurologiczne o cha-
rakterze demencji (Miller i wsp. 2003). Jednocze$nie
wykazano ze selektywnos$¢ procesu zalezy od iloSci
uzytego siRNA. Nadmiar matych interferujacych cza-
steczek RNA powoduje niespecyficzng indukcje szere-
gu gendw zwigzanych z odpowiedzig komorki na stres.
Pierwsze badania za pomocg mikromacierzy DNA
wykazaly, ze zahamowanie ekspresji danego genu w
komorce przy uzyciu siRNA nie zmienia profilu eks-
presji pozostatych gendow (Semizarov i wsp. 2003).
Biorac jednak pod uwage naturalng role tego proces w
stabilizacji genomu i regulacji ekspresji gendw trudno
przewidzie¢, jakie moga by¢ jego konsekwencje dla
integralno$¢ poddawanych mu komorek. Ostatnie do-
niesienia poddaja w watpliwos¢ wyniki wezesniejszych
badan dotyczacych niespecyficznej odpowiedzi komor-
ki na mate interferujace RNA powstajace na matrycy
plazmiddw (Bridge i wsp. 2003). By¢ moze brak reak-
cji zaleznej od interferonu po wprowadzeniu plazmi-
dow kodujacych hpRNA wynikat z defektu tej drogi w
komorkach poddawanych eksperymentom. Ze wzgledu
na ograniczong odpowiedz immunologiczng na terenie
Centralnego Uktadu Nerwowego uzycie siRNA do blo-
kowania ekspresji gendw w obrebie uktadu nerwowego
wydaje si¢ by¢ bezpieczne i selektywne chociaz trzeba
bra¢ pod uwage doniesienia o reakcji immunologicznej
na same wektory pochodzenia wirusowego, ktore poki
co stanowig najefektywniejszy sposdb dostarczania
siRNA w uktadzie in vivo.

Przede wszystkim jednak, aby opisywane zjawisko
znalazto zastosowanie w medycynie musi zostaé do
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konca wyjasniony mechanizm biochemiczny degradacji
RNA zaleznej od RNAI, ktdérego zrozumienie pozwoli
dokonywac jednoznacznego wyboru sekwencji docelo-
wych dla siRNA (Dillin 2002, Sullenger i Gilboa 2003,
Kretschmer-Kazemi i Sczakiel 2003)
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