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RNAIi as a tool for functional genomics

Summary

Sequencing eukariotic genomes generates a large amount of sequence
data. There is an urgent need for developing fast and effective methods of func-
tional analysis of newly discovered genes. Postranscriptional gene silencing can
be applied for functional genomics of plants and animals. A large scale analysis
of C. elegans genome has been already performed. For mammals and plants, cur-
rent work focuses on constructing high-throughput silencing vectors.
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1. Wprowadzenie

Kompletna sekwencja genomowa stanowi cenne zrédto in-
formaciji niezbednych dla poznania molekularnych podstaw roz-
woju i funkcjonowania danego organizmu. W osiem lat po
zsekwencjonowaniu pierwszego genomu prokariotycznego (1)
znanych jest ich juz ponad sto. Obiektem intensywnych badan
staly sie réwniez genomy eukariontdéw, gdzie analiza obejmuje
albo kompletny genom jadrowy, albo tylko jego fragmenty (GSS,
genome survey sequences); moze by¢ tez ograniczona do badania
transkryptomu, czyli tej czesci genomu, ktéra ulega ekspres;i.
Z reguly polega to na sekwencjonowaniu koncéw 5' lub 3' cDNA
- tworzeniu bibliotek EST-éw (EST, Expressed Sequence Tag)
z réznych stadidw rozwoju czy réznych organdéw.
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W przypadku roslin realizowane sg lub juz zostaly ukoriczone: 3 projekty se-
kwencjonowania kompletnych genomow jadrowych {Arabidopsis thaliana, Medicago
truncatula, Oryza sativa), 6 projektéw majacych na celu opracowanie map genetycz-
nych o duzej gestosci markeréw molekularnych oraz 23 projekty badania transkryp-
tomow. Wiekszos¢ projektdw roslinnych dotyczy podgromady roslin kwiatowych,
a tylko jeden - watrobowca Marchantia polymorpha. Ostatnio zorganizowata sie
grupa laboratoriéw zainteresowanych badaniem genomu mchu Physcomitrella patens
(2) - kolejnego organizmu z gromady roslin nizszych.

W przypadku zwierzat sytuacja jest odmienna - projekty sekwencjonowania
obejmuja przedstawicieli wiekszosci gromad w obrebie Metazoa (24 projekty), z prze-
waga strunowcow (16 genomoéw, w tym 6 ssaczych). Szczegdlne znaczenie ma po-
znanie genomoéw Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster i Homo sapiens, gtow-
nie z uwagi na stosunkowo szeroki zakres wiedzy dotyczacej biologii tych organi-
zmow. (Bardziej szczegotowe informacje o projektach dotyczacych badania geno-
mow eukariotycznych mozna znalez¢ na stronach internetowych serwera NCBI, Na-
tional Center for Biotechnology Information:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IPMGifs/Genomes/EG_T.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/static/MVstart.html).

Przy tak szybkim tempie generowania danych sekwencyjnych (dostepne techno-
logie pozwalajg na zsekwencjonowanie genomu organizmu prokariotycznego w ciagu
tygodni, a eukariotycznego w ciagu kilkunastu - kilkudziesieciu miesiecy) etapem
limitujgcym rozwdj nauk biologicznych jest brak réwnie wydajnych metod badania
funkcji gendéw. Stad najwiekszy nacisk kladzie sie obecnie na badania w dziedzinie
genomiki funkcjonalnej, zajmujacej sie tym problemem.

2. Znaczenie genomiki funkcjonalnej

Funkcje genu nalezy rozpatrywac¢ zaréwno na poziomie molekularnym, jak i fe-
notypowym. jej poznanie ma znaczenie ogoélnobiologiczne - dla zrozumienia mo-
lekularnych podstaw proceséw zyciowych, sposobéw ich regulacji i ewolucji, a tak-
ze zjawisk zachodzacych w skali populacji. Tymczasem, mimo ze dla szeregu ge-
néw dobrze znany jest mechanizm molekularny dziatania, niewiele wiadomo o ich
roli na poziomie fenotypu. Dotyczy to zwlaszcza gendw z rodzin wielogenowych
(ktérych funkcje czesto sie pokrywaja). Poznanie udziatlu kazdego z nich w funkcjo-
nowaniu organizmu jest istotne zaréwno ze wzgleddéw poznawczych, jak i aplikacyj-
nych.

Poréwnanie genomoéw eukariotycznych uwidacznia, ze pomimo duzych réznic
w ich wielkosci (ok. 100 miliondw par zasad u A. thaliana i C. elegans, 3400 milionow
u H. sapiens, 16 000 milionéw u Triticum aestivum (3)), liczba wystepujgcych w nich
genow jest zblizona - od 19 000 dla C. elegans (4) do 29 181 dla H. sapiens (5),
29 498 dla A. thaliana (6), czy 38 000 dla Fuga rubripes (7). Wiekszos$¢ z nich to geny
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0 nieznanej funkcji, a pozostate najczesciej adnotuje sie wylgcznie na podstawie po-
dobienstwa do genéw z innych organizmoéw. Przyktadowo, tylko dla 9% gendw Ara-
bidopsis funkcja zostata okreslona eksperymentalnie, a dla okoto 30% wcigz nie jest
poznana (6). Okres$lanie funkcji genu przez homologie moze jednak czasem prowa-
dzi¢ do btednych wnioskéw. Wynika to z faktu, ze biatko kodowane przez gen moze
posiada¢ wiele domen funkcjonalnych, a podobienstwo sekwencji, dzieki ktéremu
przypisano funkcje, moze dotyczy¢ tylko jednej z tych domen. Co wiecej, w zsek-
wencjonowanych partiach genomu, geny wyszukiwane sg automatycznie, przy uzy-
ciu programoéw do znajdowania regionéw kodujacych (gene prediction), a te moga ge-
nerowac bledy (8).

Stad odkrywanie funkcji genéw jest obecnie sprawg podstawowsg. Stuza do tego
przede wszystkim metody masowej analizy aktywnosci gendw in vivo, pozwalajace
bezposrednio obserwowac efekt podwyzszonej ekspresji genu lub jej braku. Ogrom-
ny udziat maja tu techniki opracowane dzieki odkryciu zjawiska wyciszania genow
przy udziale dwuniciowego RNA (dsRNA, double-stranded RNA).

3. Potranskrypcyjne wyciszanie gendéw

Potranskrypcyjne wyciszanie genéw (PTGS, posttranscriptional gene silencing), zna-
ne réwniez jako RNAi (RNA interference) lub quelling, polega na hamowaniu ekspresji
genu poprzez specyficzng degradacje produktow jego transkrypcji. Wykazano, ze
jest to zjawisko powszechne wsrdd eukariontdw - wystepuje u roslin, grzyboéw,
a takze u zwierzat, w tym ssakow (9-12). Molekularne podstawy wyciszania genéw
sg obecnie obiektem intensywnych badan. Na podstawie dotychczasowych wynikow
wskazuje sie, ze proces inicjowany jest przez dsRNA, ktory ulega fragmentacji na
krotkie (dwudziestokilkunukleotydowe) odcinki; te nastepnie tgczg sie z komplek-
sem nukleazowym, stuzgc jako specyficzna sonda kierujgca degradacjg komplemen-
tarnego mRNA. Efekt wyciszenia rozprzestrzenia sie¢ w organizmie, prawdopodob-
nie poprzez transport czgsteczek RNA (13).

Poznanie mechanizmu RNAi dalo poczatek nowym technologiom umozliwiajgcym
badania funkcjonalne gendéw. Ich potencjat aplikacyjny polega m.in. na tym, ze:

a) znajomosc¢ wylacznie sekwencji danego genu jest wystarczajgca, aby méc pod-
da¢ go wyciszeniu, stosujac odpowiednio przygotowane wektory;

b) efekty wyciszenia genu czesto mozna obserwowac juz po kilkunastu dniach;

€) mozna wycisza¢ geny w réznych stadiach zycia organizmu; w ten sposéb moz-
liwe jest np. wytaczenie u dorostego osobnika genu niezbednego na wczesnych eta-
pach rozwoju.
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4. RNAiI w genomice funkcjonalnej zwierzat

4.1. Badanie genomu Caenorhabditis elegans

tatwos¢ indukowania RNAI u nicieni Caenorhabditis elegans (poprzez iniekcje dsRNA,
karmienie robakéw bakteriami produkujgcymi dsRNA lub po prostu przez zanurze-
nie ich w roztworze zawierajagcym dsRNA) oraz rozprzestrzenianie interferencji RNA
w organizmie sprawity, ze u tych zwierzat masowe analizy funkcjonalne oparte na
efekcie RNAI trwajg juz kilka lat. Prace majgce na celu wylgczenie po kolei kazdego
z gendw C. elegans, a pdzniej systematyczne analizowanie otrzymanych w ten spo-
s6b fenotypow, rozpoczeto od chromosoméw ! i lll (14,15). Badaniami objeto 2416 ge-
néw z chromosomu | (87% gendw zidentyfikowanych do tej pory na tym chromoso-
mie) i 2232 genéw z chromosomu Il (96,4%), co stanowi razem jedna trzecig pozna-
nych genéw C. elegans. Robaki badano pod katem witalnosci i ptodnosci, a w przy-
padku analizy genéw z chromosomu Il - takze pod katem zmian na wczesnych
etapach embriogenezy (do stadium 4-komérkowego). Zaowocowatlo to identyfikacja
zmian fenotypowych dla ok. 13% wyciszonych gendw, co znaczaco zwiekszyto liczbe
fenotypow przypisanych do konkretnego genu (dla chromosomu I: z 70 na 378; dla
Il - z 86 na 281 (14,15)).

Techniki zastosowane do analizy gendéw z chromosomu pierwszego (karmienie
nicieni bakteriami produkujgcymi dsRNA) (14) wykorzystano nastepnie do badan
funkcjonalnych prawie wszystkich gendw C. elegans (16). Wywotujac efekt RNAi wy-
ciszono okoto 86% z 19,427 dotad zidentyfikowanych gendw nicienia. Obserwacja
robakéw ukierunkowana byta na wykrycie zmian w zywotnosci, ptodnosci, tempie
wzrostu i anomalii rozwojowych. W ten sposéb powigzano wyciszenie 10% genéw
z konkretnymi zmianami fenotypowymi.

Ciekawe rezultaty przyniosty badania wykazujagce zwigzek pomiedzy efektem
wyciszenia poszczegoinych gendw u C. elegans a stopniem ich zachowawczosci w o-
brebie eukariontéw (genom nicienia poréwnywano z genomami A. thaliana, D. mela-
nogaster, H. sapiens i Saccharomyces cerevisiae) (14-16). Stwierdzono, ze wyciszenie
genow konserwatywnych duzo czesciej dawato efekt w postaci nowego fenotypu
niz wytgczenie genéw specyficznych wylgcznie dla C. elegans. Zaobserwowano po-
nadto, ze wyciszenie gendw wystepujacych w genomie C. elegans w jednej kopii po-
nad dwukrotnie czesciej dawato defektywny fenotyp niz wyciszenie genéw wyste-
pujacych w kilku kopiach (16). Wydaje sie zatem, ze te ostathie uzupetniajg sie fun-
kcjonalnie, maskujgc efekt wyciszenia jednego z nich. Réwniez w przeprowadzonej
analizie domen biatkowych, kodowanych przez wyciszane geny wskazuje sie na to,
ze geny kodujgce domeny najbardziej zachowawcze (znalezione we wszystkich ana-
lizowanych genomach) sg podstawowe dla przezycia nicieni. Z kolei geny, ktérych
wyciszenie nie byto letalne, ale powodowato anomalie morfologiczne i/lub fizjolo-
giczne, kodowaly przewaznie domeny miodsze ewolucyjnie, wystepujace w geno-
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mach H. sapiens i D. melanogaster, ale nie u A. thaliana czy S. cerevisiae. Sugeruje to, ze
wyspecjalizowane funkcje zwierzece, takie jak ruch, mogty wyksztatci¢ sie dzieki
ewolucji nowych domen biatkowych.

Interesujace, ze geny, ktérych wyciszenie daje podobne fenotypy, majg tenden-
cje do skupiania sie w konkretnych obszarach chromosoméw. Powigzanie tych da-
nych z wynikami analiz ekspresji przy uzyciu mikromacierzy sugeruje istnienie me-
chanizmoéw wspétregulaciji tych gendéw (16).

Biblioteki konstruktéw wyciszajgcych poszczegdlne geny nicienia, zastosowane
w tych badaniach (16), zostaly takze wykorzystane do poszukiwania genéw bio-
racych udziat w metabolizmie tluszczéw (17). Zidentyfikowano w ten sposéb 305 ge-
néw, ktérych wylaczenie powoduje zmniejszone odktadanie ttuszczu i 112 takich,
ktérych inaktywacja wywotywata efekt odwrotny.

4.2. W kierunku genomiki funkcjonalnej ssakéw

U ssakéw wprowadzenie dsRNA do cytoplazmy wywotuje odpowiedz interfero-
nowa, co przez dlugi czas blokowato wykorzystanie interferencji RNA jako rutynowej
technologii supresji genéw. W odpowiedzi interferonowej dsRNA aktywuje biatkowa
kinaze zalezng od dsRNA (PKR) oraz syntetaze 2’,5-oligoadenylanu (2’,5-AS). PKR
fosforyluje czynnik translacyjny elF2 alfa, co prowadzi do inhibicji inicjacji translacji,
a syntetaza 2’,5'-oligoadenylanu (2’,5'-AS) aktywuje rybonukleaze L odpowiedzialng za de-
gradacje mRNA. W efekcie, podanie RNA do ssaczej komorki prowadzi do niespecyficzne-
go zahamowania translacji i moze uruchomi¢ apoptoze w komérkach somatycznych, jed-
nak doswiadczenia z mysimi oocytami i komérkami z hodowli fibroblastow RAT-1 wska-
zaly na wystepowanie u ssakdéw - podobnie jak u owaddéw (Drosophila melanogaster)
czy ryb (Danio reiro) zjawiska RNAIi. Niecate dwa lata temu zastosowanie kroétkich
(ponizej 30 nukleotyddw diugosci) dsRNA lub RNA o strukturze spinki do wiosow -
hpRNA (hairpin RNA) okazalo sie przelomem i pozwolito na opracowanie wydajnych
i skutecznych protokotéw supresji ssaczych genow.

T. Tuschl, K. Weber i wsp. zastosowali 21-nukleotydowe dupleksy RNA (siRNA,
smali interfering RNA) korespondujace do regionéw kodujgcych w analizie 21 gendéw
biatek o réznej lokalizacji komérkowej i funkcji (18 gendéw ludzkich, 2 geny myszy
i 1 gen szczura) (23). Celem autoréw bylo zbadanie znaczenia genéw dla wzrostu
komorek, a w przypadku gendéw, ktére nie sg istotne dla przezycia komérek - po-
znanie ich fenotypu, zwlaszcza pod wzgledem morfologicznym. Badania prowadzo-
no na hodowlach ludzkich komérek Hela, szczurzych fibroblastach i mysich komor-
kach 3T3. Skuteczno$¢ wyciszania genéw byta monitorowana na poziomie biatek -
za pomocg immunoblottingu i immunofluorescenciji, a zaburzenia morfologii Sle-
dzono metodami mikroskopowymi. Pokazano, ze 21-nukleotydowe dsRNA specy-
ficzne dla regionu kodujacego badanego genu skutecznie interferuja z jego tran-
skryptem. Roéwnolegle do wyciszania endogennych gendw prowadzono kontrolng
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transfekcje odpowiednich linii komoérkowych za pomoca siRNA korespondujgcego
do genu lucyferazy w celu wykluczenia efektdow niespecyficznych.

Dzieki zastosowaniu RNAI autorzy (23) byli w stanie w jednym eksperymencie zi-
dentyfikowa¢ 9 nowych genéw jako istotnych dla wzrostu komoérek ssaczych; lami-
ne Bl, lamine B2, NUP153, GAS41, ARC21 cytoplazmatyczng dyneine, biatkowg kina-
ze cdkl oraz aktyne beta i aktyne alfa. Dla dwéch gendw, ktére autorzy znalezli
jako nieistotne dla wzrostu komoérek - laminy A/C (w mysich fibroblastach) i zyksi-
ny - zyskano rozpoznawany fenotyp. Warto podkresli¢, ze po przetamaniu barier
~technologicznych” w wyciszaniu czy podwyzszaniu ekspresji badanych genéw, pod-
stawowg trudnoscig jest poznanie funkcji genu na réznych etapach rozwoju tak
ztozonego systemu jak organizm ssaka. Tak zatem, gen laminy A/C, ktérego wyci-
szenie w mysich fibroblastach zmienia fenotyp, ale nie jest niezbedny dla wzrostu
komorek, jest istotny dla rozwoju organizmu, gdyz myszy, u ktérych brakuje tego
biatka, umierajg na dystrofie miesni pomiedzy 4 a 8 tygodniem.

Autorzy (23) pokazali wysoka skutecznos¢ siRNA wyciszajac geny aktyny i wi-
mentyny, ktore ulegaja ekspresji na bardzo wysokim poziomie. Dla dwéch genéw -
wimentyny i antygenu T - pierwszy z zastosowanych siRNA nie dat Zzadnego efektu
i do wyciszenia ekspres;ji tych genéw konieczne byto zaprojektowanie nowych dsRNA,
odpowiadajgcych innym regionom transkryptu. Skuteczno$¢ wyciszania genu moze
zatem zaleze¢ od lokalnej struktury transkryptu lub od jego oddzialywan z biatkami.
Autorzy jednak nie wykluczajg innego wytlumaczenia, jak polimorfizm tub btad w se-
kwencji, poniewaz juz jednonukieotydowa réznica pomiedzy dsRNA a transkryptem
uniemozliwia interferencje.

Rowniez dwa lata temu, S. M. Elbashir ze wsp. (18) pokazali, ze 21 - lub 22-nukle-
otydowe dsRNA, korespondujace do regionéw kodujacych, specyficznie wyciszaja
ekspresje zaré6wno endogennych gendw jak i gendw heterologicznych. Wysoka spe-
cyficznos¢ SlLipresji i jej zaleznos¢ od podobienstwa dsRNA do genu zostata zade-
monstrowana przez zastosowanie trzech réznych gendéw reporterowych - lucyfe-
raz, z ktorych dwie, blisko spokrewnione, wykazywaly wysokie podobienstwo -
95% identycznosci na poziomie nukleotydowym. Wszystkie eksperymenty prowa-
dzono z dsRNA korespondujacymi do regionéw blisko spokrewnionych genéw re-
porterowych, wykazujgcych réznice na trzech pozycjach. W testach, prowadzonych
rownolegle na hodowlach komodrkowych ludzkich komérek Hela S3, kulturach ko-
morek 293 (ludzkie komoérki embrionalne nerki), N1H/3T3 (fibroblasty mysie) oraz
COS-7 (komorki matpy) wykazano duza specyficznos¢ supresji oraz jej wysokg wy-
dajnos¢ (obnizenie poziomu ekspresji do 4-33% poziomu wyjsciowego), wskazujac
na obecnos¢ zjawiska RNAi u réznych gatunkow ssakow i uniwersalnos¢é mechani-
zmoéw molekularnych tego procesu. Warto zauwazy¢, ze w przeciwienstwie do ko-
morek D. melanogaster (owad), gdzie wyciszenie byto kompletne, w zadnym z testo-
wanych ssaczych systemoéw nie osiggnieto 100% supresji, co autorzy ttumaczg wyz-
szym poziomem ekspresji genu reporterowego (50-100 razy wyzszy niz u Drosophi-
la). Tylko w jednym sposréd 24 testdw nie zaobserwowano wyciszenia genu repor-
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terowego - dla komoérek 293 transfekowanych genem lucyferazy Renilla reniformis.
Wynika to najprawdopodobniej z bardzo wysokiej ekspresji tego transgenu -
20 razy wyzszej niz w ktorejkolwiek z pozostalych testowanych hodowli komérek
ssaczych.

Autorzy (18) pokazali rowniez wysoka czutos¢ RNAI jako narzedzia do wycisza-
nia genéw, uzyskujac efekty przy stezeniach dsRNA nizszych o kitka rzedoéw wietko-
Sci od stezen stosowanych w eksperymentach z antysensowymi RNA lub rybozyma-
mi. Stosujgc system trzech gendéw reporterowych - lucyferaz o wysokiej i niskigj
identycznosci na poziomie nukleotydowym pokazano, ze tylko dsRNA krétsze od
30 nt dajg specyficzng supresje. dsRNA o ditugosci 49-50 nukleotyddw, czy znacznie
diuzsze, 484-501-nukleotydowe dsRNA, wywotywaty niespecyficzny spadek ekspre-
sji wszystkich trzech gendw reporterowych (poziom ekspresji genu monitorowano
przez pomiar aktywnosci enzymatycznej biatka reporterowego). Autorzy interpre-
tuja to niespecyficzne wyciszanie ekspresji genow jako rezultat odpowiedzi interfe-
ronowej, skierowanej przeciwko wszystkim transkryptom komoérki, do ktérej wpro-
wadzono diugie dsRNA.

Po szczegodlowym zbadaniu wyciszania ekspresji genéw za pomocag kroétkich in-
terferujgcych dsRNA na przykiladzie heterologicznych genéw reporterowych, zasto-
sowano te technike do analizy endogennych gendéw bialek cytoszkieletu: laminy
A/C, laminy B, jadrowego biatka aparatu mitotycznego NuMA oraz wimentyny.
W 40-45 godzin po transfekcji siRNA, gdy biatka obecne w komoérce przed transfek-
cja zanikajg na skutek naturalnych proceséw degradacyjnych, obserwowano specy-
ficzne i wydajne, ponad dziesieciokrotne, wyciszenie ekspresji genu. Tylko jednego
z czterech badanych endogennych genéw - genu wimentyny, nie udalo sie wyci-
szy¢ - albo z powodu niewtasciwie zaprojektowanego dsRNA, lub tez ze wzgledu
na bardzo wysoka aktywnos¢ genu (autorzy szacuja, ze wimentyna stanowi kilka
procent masy wszystkich biatek w komodrkach Hela).

Sposrod licznych zastosowan zjawiska RNAiI najbardziej obiecujace poznawczo
sg proby badania funkcji genéw w natywnych warunkach, w izolowanych organach
lub w catych organizmach. B. Gaudilliere i wsp. (29) zastosowali izolowane neurony,
ktore transfekowano konstruktem DNA z matryca do syntezy siRNA in vivo do bada-
nia roli czynnika transkrypcyjnego IV1EF2A (Myocyte Enhacer Factor 2A - enhancero-
wy czynnik transkrypcyjny 2A miocytéw) w trakcie rozwoju moézdzku u szczuréw,
W procesie przezywania neuronéw zaleznym od aktywnos$ci nerwowej. Aktywnosc¢
nerwowa w hodowlach neurondw izolowanych z mézdzkdéw szczuréw byta symulo-
wana przez podawanie do medium wzrastajacych stezen chlorku potasu, co induko-
wato depolaryzacje membrany i aktywnos$¢ kanatdw wapniowych. We wczesniej-
szych badaniach ustalono, ze w badany proces zaangazowany jest jeden z genéw
z rodziny wielogenowej IVIEF2 (rodzina genowa MEF2 wchodzi w sktad superrodzi-
ny MAD). Ponadto stwierdzono wysokg ekspresje genu czynnika transkrypcyjnego
MEF2A w neuronach, w trakcie rozwoju moézdzku. Autorzy opracowali wektor, w kt6-
rym pod promotorem U6 wprowadzona byla matryca do syntezy hpRNA MSF2A -
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specyficznych, skladajgcych sie z komplementarnych wzgledem siebie 22-nukleoty-
dowych fragmentéw potgczonych 6-nukleotydowa petla. Znajomos¢ sekwencji wszyst-
kich cztonkéw rodziny genéw MEF2 pozwolita tak zaprojektowac siRNA, by réznito
sie od sekwencji innych gendéw tej rodziny co najmniej na trzech pozycjach. Neuro-
ny transfekowane takim konstruktem wykazywaly cztero, pieciokrotny spadek eks-
presji genu MEF2A. W 4-5 dni po transfekcji neuronéw konstruktem kodujgcym
hpRNA specyficzny dla 1VIEF2A 60% neurondw wykazywalo apoptoze spowodowang
wyciszeniem genu MEF2A. Zalezno$¢ apoptozy od wyciszenia MEF2A wykazano
w kontrolnych eksperymentach, gdzie transfekcja neuronéw konstruktem kodu-
jacym hpRNA specyficzny dla kinazy 2 zaleznej od cykliny lub ,pustym” konstruktem
z promotorem U6 bez insertu spowodowata apoptoze nie wiecej niz 20-30% transfe-
kowanych neurondw. Oprécz eksperymentalnego wykazania gtéwnej roli 1VIEF2A
w procesach rozwojowych centralnego uktadu nerwowego u ssakéw, autorzy zade-
monstrowali, ze zjawisko RNAi wystepuje w postmitotycznych neuronach ssakow
i moze by¢ wykorzystane do badania funkcji gendw w procesach rozwojowych (29).
Mozliwos¢ wykorzystania zjawiska RNAi do badania funkcji genéw w catym orga-
nizmie, takim jak embriony myszy pokazali F. Calegari i wsp. (30). Zademonstrowali
oni wyciszanie genu reporterowego GFP umieszczonego na chromosomie pod na-
tywnym promotorem zapewniajacym ekspresje w procesie ksztaltowania sie cen-
tralnego systemu nerwowego, w komodrkach neuroektodermalnych podczas prze-
faczenia ich programu rozwojowego z proliferacji na neurogeneze. Do badan uzyto
hetrozygotyczne myszy o fenotypie typu dzikiego, a wyciszany gen reporterowy
mozna traktowac jako model bardzo bliski z genem endogennym. Do wyciszania
genu GFP zastosowano mieszanine krotkich dsRNA korespondujgcych do calej se-
kwencji kodujgcej GFP (bez sygnatu lokalizacji jadrowej) - tzw. esiRNA {endoribo-
nuclease-prepared siRNA) otrzymanych poprzez trawienie RNaza il RNA sensowego
i antysensowego syntetyzowanych in vitro z tej samej matrycy za pomocg polimeraz
RNA T3 i T7. Mieszanina takich esiRNA, razem z plazmidowym DNA z kontrolnym
genem reporterowym - jesli byt potrzebny, byta podawana do cewki nerwowej po-
przez iniekcje w sasiedztwo badanych struktur i elektroporacje. W celu wydajnego
transfekowania pozagdanych komadrek kontrolowano liczbe impulséw elektrycznych,
ich napiecie, czas trwania, a takze orientacje pola elektrycznego. W ten sposéb au-
torzy wyciszali ekspresje genéw w specyficznych komadrkach lewej potkuli, podczas
gdy analogiczne komorki prawej czesci mézgu stuzyly jako kontrola. We wstepnych
testach, w ktérych wyciszano beta-galaktozydaze podawang jako transgen (na plaz-
midzie DNA) razem z mieszaning esiRNA specyficznych dla tego genu i kontrolnym
transgenem dla GFP (réwniez na plazmidzie), wykazano wysoka wydajnos¢ i specy-
ficznos¢ elektroporacji - selektywne wyciszanie genu beta-galaktozydazy, oraz
ekspresje drugiego z wprowadzonych transgenéw. W badaniach nad wyciszaniem
genu GFP zintegrowanego do chromosomu uzyskano réwnie wysoka precyzje odno-
Snie do kierowania esiRNA do badanych struktur mézgu oraz skutecznos¢ wycisza-
nia - powyzej 90% w stosunku do odnosnikowego regionu z drugiej potkuli mézgo-
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wej. Wysoka skuteczno$¢ wyciszania jest najprawdopodobniej rezultatem stosowa-
nia esiRNA, ulegajacych wydajniejszej elektroporacji niz np. duze czasteczki plazmi-
dowego DNA z matryca do syntezy siRNA, oraz uzycia mieszaniny esiRNA, ktore po-
krywajg caly transkrypt wyciszanego genu - zar6wno ewentualne regiony oporne
jak i podatne na atak dsRNA. Autorzy stawiajg rowniez hipoteze, ze wysoka skutecz-
nos¢ wyciszania endogennego genu, rozumiana jako procent komorek z wyciszo-
nym genem, moze by¢ wynikiem propagacji zjawiska RNAi pomiedzy komdrkami
podobnie jak u C. elegans.

W ciggu niecatych dwoch lat techniki wyciszania ekspresji genéw u ssakéw wy-
korzystujgce zjawisko RNAi rozwinely sie i sg stosowane rutynowo w wietu tabora-
toriach. Wsréd gendw analizowanych tg metoda sg geny biatek szkieletu komorko-
wego, bialek zaangazowanych w naprawe chromosomodw, np. gen katalitycznej pod-
jednostki kinazy biatkowej zateznej od DNA - PKCs (26), czy geny odpowiedzialne
za regulacje apoptozy, jak DAXX (27). Podejscie wykorzystujgce RNAI bylo stosowa-
ne do badania transformacji onkogennej komérek ssaczych, np. udziat genéw MAD
(28), a takze w celach terapeutycznych, np. wyciszenia genéw nef(32) oraz env i gag
(34) wirusa H1V-1 i zablokowania jego propagacji. W tych testach prowadzonych na
liniach komérkowych makrofagéw i komérek T lub HelLa-CD + 4 infekowanych wiru-
sem HIV-1 do wywotania degradaciji transkryptéw wirusowych gendéw uzyto dilugich,
500 nt dsRNA. Interferencje z transkryptami genéw H1V-1 wywotujg réwniez kroétkie
dsRNA. Pokazano to dla gendéw pNL4-3 (33), czy Tat i Rev (35) w liniach komoérko-
wych T i komérkach CD4(-f-) T. Brak wyraznej odpowiedzi interferonowej przy sto-
sowaniu dtugich dsRNA specyficznych dla genéw HIV-1 moze by¢ zwigzany z prowa-
dzeniem badan na liniach komdrkowych. Niektore z efektéw, jak niespecyficzne wy-
ciszenie genow, obserwowane podczas wyciszania gag i env autorzy przypisujg
wihasnie obronnej odpowiedzi komoérek ssaczych na diugie dsRNA (34).

Techniki wykorzystujace zjawisko RNAi do badania funkcji genéw w hodowlach
komadrek ssakéw stosuje sie obecnie rutynowo, ale wykorzystanie tego podejscia na
podobng skale jak u C. elegans jest ograniczone kilkoma czynnikami, takimi jak
przejSciowy charakter wyciszania; ograniczenie efektu do miejsca transfekcji, brak
jednoznacznych dowoddéw na propagacje dsRNA pomiedzy komoérkami u ssakow;
koniecznos¢ opracowania specyficznych metod wydajnej transfekcji pozadanych ko-
morek oraz - najbardziej podstawowe ograniczenie - zlozonos¢ badanego syste-
mu. Ponadto, pomimo prowadzenia licznych eksperymentéw w ktérych wykorzystu-
je sie interferencje RNA jako narzedzie badawcze brakuje prac podstawowych,
tj. badan nad molekularnym mechanizmem tego procesu u ssakéw. Nie sg np. znane
wszystkie bialka zaangazowane w specyficzng degradacje RNA, nieznany jest zwigzek
pomiedzy strukturg transkryptu a RNAI, a takze lokatizacji procesu interferencji RNA
w komorce (wiekszos¢ danych wskazuje, ze RNAI u ssakéw zachodzi wylgcznie w cy-
toptazmie). Mozna spodziewaé sie, ze peilny opis interferencji RNA u ssakéw po-
moze réwniez w praktycznym wykorzystaniu tego zjawiska i udoskonaleniu RNAI
jako narzedzia genomiki funkcjonalnej i w medycynie.
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5. PTGS w genomice funkcjonalnej roslin

5.1. Wyciszanie gendéw w roslinach transgenicznych

Zjawisko potranskrypcyjnego wyciszania genéw u roslin znane jest juz od ponad
dziesieciu lat. Poczatkowo zaobserwowano je w postaci tzw. kosupresji gendéw u ros-
lin transgenicznych - wprowadzenie dodatkowych kopii genu w celu wywotania
jego nadekspresji powodowalo zupeilnie odwrotny skutek, mianowicie wyciszenie
zaréwno transgenu (transgenéw) jak i homologicznego genu endogennego (40,41).
Obecnie kosupresje wywotuje sie w sposob celowy. Powstawanie dsRNA, inicju-
jacego proces wyciszania genu, wymusza sie z reguty przez wprowadzenie do rosliny
transgenu zawierajgcego komplementarne wzgledem siebie sekwencje. Transkrybo-
wany RNA tworzy wowczas strukture hpRNA (42,43). Takie RNA indukuja proces wy-
ciszania z duzg wydajnoscia, zwlaszcza jesli regiony komplementarne sg przedzielo-
ne intronem tworzacym petle (42,43). Mozna w ten sposoéb uzyskac¢ fenotypy odpo-
wiadajgce fenotypom roslin, u ktérych aktywnos¢ genu zostata catkowicie wylgczona
przez mutacje. Czesto jednak rosliny z transgenami kodujacymi hpRNA wykazujg
ekspresje genu na wykrywanym, cho¢ drastycznie obnizonym poziomie. Ta cecha
moze okazac sie korzystna w przypadku wyciszania genu odpowiedzialnego za pod-
stawowe funkcje zyciowe - rosliny o zredukowanej ekspresji takiego genu przezy-
waja, wykazujgc jednoczesnie anomalie pozwalajace wnioskowac o funkciji genu.

5.2. Wyciszanie gendéw indukowane wirusem

Stworzenie linii roslin transgenicznych wykazujacych kosupresje aktywnosci da-
nego genu jest skomplikowane i dtugotrwate, co ogranicza zastosowanie tej meto-
dy na duzg skale. Dodatkowo, dla szeregu roslin istotnych z agrobiotechnologiczne-
go punktu widzenia, nie opracowano skutecznych technik transformacji i regenera-
cji. Przejsciowe wyciszanie gendw za pomocg wektoréw wirusowych (V1GS, virus-in-
duced gene silencing) pozwala oming¢ te niedogodnosci. W tym podejsciu rosling in-
fekuje sie zrekombinowanym wirusem niosagcym fragment sekwencji genu gospoda-
rza (lub transgenu w roslinie transgenicznej, ktéry rowniez mozna w ten sposéb wy-
ciszy€). Insert stuzy do produkcji dsRNA wywotujacego degradacje endogennych
transkryptow. Taki system nie wymaga modyfikacji genomu rosliny; wektory wiru-
sowe podaje sie bezposrednio, np. przez wcieranie do lisci (wirusy typu RNA -
jako produkt transkrypciji in vitro albo jako cDNA pod kontrolg promotora transkryp-
cyjnego, aktywnego w komoérkach roslinnych). Mozna takze wprowadzi¢ wektor wi-
rusowy na plazmidzie Ti z Agrobacterium tumefaciens (44-46).

W opracowanych do tej pory systemach V1GS wykorzystuje sie przede wszystkim
wirusy typu RNA o podzielonym genomie (PVX, potato X virus; TRV, tobacco rattle vi-
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rus; TMV, tomato mosaic virus) lub male wirusy DNA z grupy geminiwirusow (TGMV,
tobacco mottle mosaic virus; CbLCV, cabbage curl virus) (tab.). Obecnie najczesciej wyci-
szane sa geny Nicotiana benthamiana i A. thaliana. Oczywiscie, wektory wirusowe
moga by¢ wykorzystywane do wyciszania genéw wylgcznie w roslinach podatnych
na infekcje danym patogenem. Stad prowadzone sg intensywne prace nad stworze-
niem nowych wektorow, ktdre umozliwig zastosowanie techniki VIGS u réznych
roslin, zwlaszcza u zbdéz i roslin motylkowych. Niedawno doniesiono o zastosowa-
niu VIGS do wyciszenia genu desaturazy fytoenu w jeczmieniu (52). Wykorzystano
w tym celu wirusa BSMV (barley tripe mosaic virus), ktory infekuje szereg roslin jedno-
lisciennych, m.in. owies, pszenice i kukurydze.

Tabela
Wirusy roslinne obecnie najczesciej uzywane do produkcji wektoréw wyciszajacych
Wirus* Testowana roslina Endogeny poddane wyciszeniu
Typu DNA:  Nicotiana benthamiana su - koduje komponent kompleksu chelatazy magnezu, niezbednego do
TGMV produkcji chlorofilu (47,48)
PCNA - koduje czynnik trnaskrypcyjnv polimerazy DNA typu 5 (48)
CbLCV Arabidopsis thaliana CH42 - koduje komponent kompleksu chelatazy magnezu, niezbednego

do produkcji chlorofilu (46)
PDS - koduje desaturaze fytoenu, enzym niezbedny w produkcji karote-
noidéw (46)

Typu RNA: Nicotiana benthamiana PDS (45,49)

PVX

TRV Nicotiana benthamiana NFL - koduje homolog genu LEAFY z Arabidopsis, bioracego udziat
w rozwoju kwiatu (45)
rbcS - koduje malg podjednostke karboksytazy rybutozo-bisfosforanu (45)

Lycopersicon esculentum  PDS (45)
NFL (45)
rbcS (45)

Nicotiana benthamiana PDS (50)
CTRI - gen kodujacy kinaze MAPKKK, bioraca udziat w negatywnej regu-
lacji syntezy etylenu (50)
rbcS (50)
™V Nicotiana benthamiana PDS (51)

* petne nazwy wiruséw podano w tekscie

Dla badan funkcjonalnych istotne jest rowniez, aby symptomy wywotane sama
obecnoscig wirusa nie byly zbyt ostre i nie utrudnialy obserwacji efektow wycisza-
nia. System oparty na wirusie TRV (tobacco rattle virus) (45), zastosowany u Nicotiana
benthamiana, inicjuje wyciszenie genéw praktycznie bez objawéw infekcji. Co wie-
cej, wirus rozprzestrzenia sie takze do stref wzrostu rosliny, przez co wyciszenie
gendw jest bardziej jednorodne i nie maskowane aktywnoscig niezainfekowanych
komorek.
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5.3. Metody masowej analizy

Opisane techniki z powodzeniem stosowano juz do wylaczania pojedynczych
genow roslinnych. Podjete zostaly takze udane préby wyciszenia kilku genéw za po-
mocg jednego wektora wirusowego (46), co otwiera droge do analizy gendéw po-
wigzanych funkcjonalnie. Wyciszanie genéw na duza skale, w sposéb analogiczny
do badan prowadzonych na C. elegans (por. wyzej), jest jednak uzaleznione od opra-
cowania systemoéw, ktére umozliwig szybkie przygotowanie i wprowadzenie do ros-

A PHELLSGATE

L attP1 attP2 attP2 attP1
2x35S h ocs NOS NOS
ccdB cm” ccdB NPTII
attB1
l— GenA
|
PGR |

aUuB1 v attB2

attP1 attP2 attP2 attP1
ccdB cm" ccdB
attL1 attL2 attL2 attL1
+— --—
Insert A Cm" Insert A
(sens) (antysens)

Rys. 1. A - Schemat organizacji wektora pHELLSGATE (53). L, P - lewa i prawa granica T-DNA. B -
Strategia klonowania insertu do wektora pHELLSGATE. Produkt PGR ograniczony miejscami attBl i attB2
rekombinuje z zawierajacym miejsca attPl i attP2 wektorem. Pojedyncza reakcja rekombinacji pozwala
na wklonowanie do wektora dwdéch kopii insertu, w przeciwnych orientacjach, ograniczonych two-
rzacymi sie w wyniku rekombinacji miejscami attLl i attL2.
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lin tysiecy konstruktdw wyciszajacych. Niedawno skonstruowany wektor binarny do
transformacji roslin za pomoca Agrobacterium - pHELLSGATE (rys. IA), jak sie wyda-
je, spetnia te warunki (53). Przy projektowaniu wektora wykorzystano technologie
Gateway™ (54), opartg na systemie rekombinacji faga Lambda do genomu Escherichia
coli. Technika ta umozliwia jednoetapowe wklonowanie produktu PGR oflankowane-
go miejscami attBl i attB2 do plazmidu zawierajgcego miejsca attPl i attP2 poprzez
rekombinacje in vitro (rys. IB). Umieszczenie na plazmidzie letalnego genu ccdB, kto-
ry jest usuwany w trakcie rekombinacji, zapewnia prosty sposob selekcji pra-
widlowych rekombinantéw. Konstrukcja wektora pHELLSGATE pozwala na jedno-
czesne wklonowanie amplikonu w dwéch orientacjach - sensownej i antysensow-
nej, ktére tworza ramiona spinki.

System rekombinacji Gateway™ wykorzystano takze do przygotowania wektora
pTRV2-attRI-attR2, opartego na wirusie TRV (50) (rys. 2). W odrdznieniu od pHELLSGATE,

A pTRV2-attR1-attR2
L attR2 attR1 P
| 2X35S \ \ CP Rybozymy~["| NOS
ccdB Cm
attBl
Gen A
PCR - attB2
attP1 attP2
attBl attB2 A m
+ ccdBCm» *
Rekombinacja BP pDONR-mod
attu N attl 2

attR2 attR1

ccdBCm”

p TRV2-attR1-attR2

Rys. 2. A - Schemat organizacji wektora pTRV2 - attRI-attR2 (50). L, R - lewa i prawa granica
T-DNA; CP - gen biatka ptaszcza wirusa TRV. B - Strategia klonowania insertu do wektora pTRV2 -
attRI-attR2. Produkt PCR ograniczony miejscami attBl i attB2 rekombinuje in vitro z zawierajgcym miej-
sca attPl i attP2 wektorem pomocniczym pDONR-mod. W rezultacie powstaje produkt posredni, zawie-
rajacy insert ograniczony miejscami attLl i attL2, ktére stuzg do rekombinacji z wektorem pTRV2 -
attRI-attR2. W ostatecznym konstrukcie wyciszajagcym odtwarzaja sie miejsca attBl i attB2.
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skutecznos¢ tego wektora potwierdzono juz eksperymentalnie, wyciszajgc gen de-
satLirazy fytoenu oraz gen malej podjednostki karboksylazy rybulozobisfosforanu
u pomidora (50). Na przyktadzie tej rosliny zademonstrowano réwniez, ze wektor
pTRV2-attRI-attR2 pozwala na tatwe klonowanie EST-6w i wyciszania odpowiada-
jacych im endogendéw (50). Podobne wektory, zaprojektowane w oparciu na innych
wirusach, moglyby umozliwi¢ analize funkcjonalng catych zbiorow EST-6w roslin-
nych, ktére do tej pory byly charakteryzowane prawie wytacznie na podstawie po-
rownan in silico.

5.4. Analiza funkcjonalna rodzin wielogenowych

Wiele gendéw roslinnych (65% w przypadku Arabidopsis (6)) tworzy rodziny genéw
o duzym podobienstwie sekwencji i pokrywajacych sie funkcjach. W dotychczaso-
wych badaniach nad wytaczaniem gendéw roslinnych pokazuje sie, ze dsRNA wy-
wotuje degradacje wylacznie wysoko homologicznych (88-100% identycznosci) tran-
skryptow (55,56). PTGS umozliwia zatem specyficzne wylgczenie indywidualnych
gendw z rodzin wielogenowych, przez wykorzystanie mniej zachowawczych frag-
mentow sekwencji, takich jak niekodujgce regiony 5’ i 3’. Dla odmiany, wyciszenie
wszystkich genéw z danej rodziny mozna uzyska¢ stosujgc jako sekwencje wyci-
szajgcg konserwatywny fragment genu. Stwarza to szanse okreslenia funkcji po-
szczegoblnych gendéw tworzacych rodzing, co bywa niemozliwe przy zastosowaniu
tradycyjnych technik mutagenezy, kiedy to utrata aktywnos$ci zmutowanego genu
jest maskowana poprzez aktywnos$¢ pozostatych.

6. Podsumowanie

Potranskrypcyjne wyciszanie genéw stato sie skutecznym narzedziem analizy
funkcjonalnej genéw eukariotycznych. Najwazniejszym ograniczeniem w adaptowa-
niu tego zjawiska do badann na masowa skale jest opracowanie skutecznych metod
dostarczania wielu wektoréw wyciszajacych do komérek. Najbardziej zaawansowa-
ne sg obecnie badania funkcjonalne genomu C. elegans, ktére objety juz 86% gendéw
tego organizmu. Prowadzone sg takze projekty w kierunku identyfikacji funkcjonal-
nych grup gendéw, np. zwigzanych z metabolizmem tluszczow.

Zastosowanie RNAi do analizy funkcjonalnej gendéw u ssakéw stato sie mozliwe
dzieki odkryciu siRNA. W badaniach prowadzonych w ostatnich dwdch latach wyka-
zuje sie skutecznosc¢ tej metody. Opracowano juz standardowe protokoty wprowa-
dzania siRNA do komoérek w hodowlach tkankowych czy calych organizmach.
W przeprowadzonych dotad eksperymentach modelowych, dotyczacych analiz Kil-
kunastu genéw wykazano, ze techniki wyciszania genéw moga z powodzeniem by¢
stosowane w genomice funkcjonalnej ssakow.
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W przypadku roslin stosuje sie dwa podejscia: jedno oparte jest na transformaciji
A. tumefadens, w drugim wykorzystuje sie wektory wirusowe. Wektor ,pHELLSGATE”,
skonstruowany z mys$lg o masowych analizach A. thaliana, nadaje sie do badan
wszystkich roslin, dla ktérych istnieja protokoty transformacji Agrobacterium. Inny
wektor do masowej analizy, wykorzystujgcy wirusa TRV, adresowany jest do roslin
podatnych na tego wirusa i zostat juz przetestowany na kilku genach pomidora.

Opracowanie powstato w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez KBN: PBZ -
KBN-040/P04/2001(PBZ/KBN/040/P04/24).
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