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(57)  Anotace:
Dvoutetézcova RNA (dsRNA) vyvolava sekvendné
specifické post-trankripéni zhaseni genu u mnoha
organizmi zplisobem, ktery je zndm jako RNA
interference (RNA1). Za pouziti in vivo systému
organizmu Drosophila se ukazalo, Ze kratké fragmenty
RNA obsahujici 19 az 23 nukleotidl jsou sekvenéné
specifickymi mediatory RNAi. Kratké interferujici RNA
(siRNA) vznikly zpracovanim dlouhych dsRNA reakci
podobné reakci Rnazy III. Chemicky syntetizované
duplexy siRNA s pfesahujicimi 3"-konci
zprostfedkovavaji G¢inné stépeni cilové RNA v lyzatu a
mista §tépeni se nachazeji blizko centra oblasti pokryté

fidici siRNA. Dale se popisuje dikaz, Ze smér zpracovani
dsRNA stanovi, zda pfipraveny komplex siRNA §tépi
pozitivni nebo negativni cilovou RNA.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 308053 B6

Izolovana molekula dvouietézcové RNA, zptuisob jeji vyroby a jeji pouZziti

Oblast techniky

Popisuji se sekvence a strukturalni rysy molekul dvoufetézcové RNA ((ds)RNA) nutnych pro
zprostiedkovani cilové specifickych Uprav nukleové kyseliny, jako je interference RNA a/nebo
metylace DNA.

Dosavadni stav techniky

Termin "interference RNA" (RNAi) vznikl po objevu, kdy zavedeni dsRNA do nematod C.
clegans injekci vede ke specifickému zhaseni genil, jejichz sekvence vykazuje vysokou
homologii se seckvenci zavedené dsRNA (popisuje se v publikaci Fire, A., Xu, S., Montgomery,
M.K., Kostas, S. A., Driver, S. E., and Mello, C. C. (1998). Potent and specific genetic
interference by double—stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature 391. 806-811). RNAIi
bylo mozné nasledné pozorovat u hmyzu, Zab (popisuje se v publikaci Oelgeschlager, M., Larrin,
J., Geissert, D., and De— Robertis, E. M. (2000). The evolutionarily conserved BMP-binding
protein Twisted gastrulation promotes BMP signalling. Nature 405, 757-763) a jinych zviftat,
ktera zahruji mysi (popisuje se v publikaci Svoboda, P., Stein, P., Hayashi, I. and Schutz, R. M.
(2000). Selective reduction of dormant maternal mRNAs in mouse oocytes by RNA interference.
Development 127, 4147-4156, Wianny, F., and Zernicka—Goetz, M. (2000). Specific interference
with gene function by double—stranded RNA in early mouse development. Nat. Cell Biol. 2, 70—
75) a je pravdépodobné, Ze také existuje u Clovéka. RNAi je také uzce spojena s post—
transkripénim mechanizmem geny zhasejici (PTGS) ko—suprese v ptipad€ rostlin a hub (popisuje
se v publikaci Catalanotto, C, Azzalin, G., Macino., and Cogoni, C. (2000). Gene silencing in
worms and fungi. Nature 404, 245, Cogoni and Macino, G. (1999). Homology—dependent gene
silencing in plants and fungi: a Number of variations on the same theme. Curr. Opin. Microbiol.
2, 657-662, Dalmay, T., Hamilton, A., Rudd, S. Angell, S., and Baulcombe, D. C. (2000). An
RNA-dependent RNA polymeraze gene in Arabidopsis is required for posttranscriptional gene
silencsing mediated by a transgene but not by a virus. Cell 101, 543-553, Ketting, R., and
Plasterk., R. H. (2000). A genetic link between co—suppression and RNA interference in C.
elegans. Nature 404, 296298, Mourrain, P., Beclin, C, Elmayan, T., Feuerbach, F., Godon, C,
Morel, J. B., Joutte, D., Lacombe, A. JM., Nokic, S., Picault, N., Remoue, K., Sanial, M., Vo, T.
A., and Vaucheret, H. (2000). Arabidopsis SGS2 and SGS3 Gnes are required for
posttranscriptional gene silencing and natural virus resistance. Cell 101, 533-542, Smardon, A.,
Spoerke, J., Stacey, S., Klein, M., Mackin, N., and Maine, E. (2000). EGO-1 is related to RNA
directed RNA polymerase and functions in germ-line development and RNA interference in C.
elegans. Curr. Biol. 10, 169-178) a n&kter¢ slozky systému RNAI jsou také nezbytné pro post—
transkripéni zhaSeni ko—supresi (popisuje se v publikaci Catalanotto, C, Azzalin, G., Macino.,
and Cogoni, C. (2000). Gene silencing in worms and fungi. Nature 404, 245, Cogoni and Macino,
G. (1999). Homology—dependent gene silencing in plants and fungi: a Number of variations on
the same theme. Curr. Opin. Microbiol. 2, 657-662, Dernburg, A. F., Zalevsky, J., Colaiacovo,
M. P., and Vileneuve, A. M. (2000). Transgene—madiated cosuppression in the C. elegans germ
line. Genes & Dev. 14, 1578-1583, Ketting, R., and Plasterk., R. H. (2000). A genetic link
between co—suppression and RNA interference in C. elegans. Nature 404, 296-298). Predmétna
vée se také popisuje v publikaci Bass, B. L. (2000). Doble—stranded RNA as a template for gene
silencing. Cell 101, 235-238, Bosher, J. M. and Labouesse, M. (2000). RNA interference: genetic
wand and genetic watchdog. Nat. Cell Biol. 2, E31-36, Fire, A. (1999). RNA-tiggered gene
silencing. Trends Genet. 15, 358-363, Plasterk, R. H. and Ketting, R. F. (2000). The silence of
the genes. Curr. Opin. Genet. Dev. 10, 562-567, Sharp, P. A. (1999). RNAi and double—strand
RNA. Genes. & Dev. 13. 139-141, Sijen, T., and Kooter, J. M. (2000). Post—transcriptional
gene—silencing: RNAs on the attack or on the defense? Bioessays 22, 520-531) a také v celém
vydani Plant Molecular Biology, vol. 43, issue 2/3, (2000).
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V rostlinach, vedle PTGS, zavedené geny mohou také vést k transkripénimu zhaseni geni
prostfednictvim metylace DNA cytozinQ fizené pomoci RNA (popisuje se v publikaci
Wassenegger, M.m (2000). RNA-directed DNA metylaton. Plant. Mol. Biol. 43, 203-220).
Genomové cile obsahujici 30 parQ bazi, jsou v piipad€ rostlin metylovany zplsobem fizenym
RNA (popisuje se v publikaci Pelissier, T., and Wassenegger, M. (2000). A DNA target of 30 bp
is sufficient for RNA—directed methylation. RNA. 6, 55-65). K metylaci DNA také dochazi u
zvifat.

Prirozenou funkci RNAIi a ko—suprese je ochrana genomu proti invazi mobilnich genetickych
elementti, jako jsou retrotranspozony a viry, které produkuji v hostitelské buiice, v piipadé jejich
aktivace, aberujici RNA nebo dsRNA (popisuje se v publikaci Jensen, S., Gassama, M. P., and
Heidmann, T. (1999). Taming of trans—posable elements by homology—dependent gene silencing.
Nat. Genet. 21, 209-212, Ketting, R. F., Haverkamp, T. H., van Luenen, H. G., and Plasterk, R.
H. (1999). Mut-7 of C. elegans, required for transposon silencing and RNA interference, is a
homolog of Werner syndrome helicase and RnaseD. Cell 99, 133-141, Ratcliff, F.G,,
MacFarlane, S. A., and Baulcombe, D. C. (1999). Gene silencing without DNA. RNA-mediated
cross—protection between viruses. Plant Cell 11, 1207-1216, Tabara, H., Sarkissiean, M., Kelly,
W. G., Fleenor, J., Grishok, A., Timmons, L., Fire, A., and Mello, C. C. (1999). The erde—1 gene,
RNA interference, and transposon silencing in C. elegans. Cell 99, 123-132). Specificka
degradace mRNA brani replikaci transpozonu a viru, ackoli nékteré viry jsou schopny obejit nebo
zabranit uvedenému postupu expresi proteind, které potlacuji PTGS (popisuje se v publikaci
Lucy, A. P., Guo, H. S., Li, W. X,, and Ding, S. W. (2000). Suppression of post—transcriptional
gene silencing by plant viral protein localized in the nucleus. EMBO J. 19, 1672-1680, Voinnet,
0., Lederee, C, and Baulcombe, D. C. (2000). A viral movement protein prevents spread o the
gene silencing signal in Nicotiana ben thamiana. Cell 103, 157-167).

Dvoutetézcova RNA zplisobuje specifickou degradaci homolognich RNA pouze v oblasti shodné
s dsRNA (popisuje se v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P.
(2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent cleavege of mRNA at 21 to 23
nucleotide intervals. Cell 101, 25-33). Zpracovanim dsRNA vznikaji fragmenty RNA obsahujici
21 az 23 nukleotidi a mista §t€peni cilové RNA jsou obycejné umisténa ve vzdalenosti 21 az 23
nukleotidli. To naznacuje, Ze fragmenty obsahujici 21 az 23 nukleotidd (nt) jsou fidici RNA pro
rozeznavani cile (popisuje se v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P.
(2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent cleavege of mRNA at 21 to 23
nucleotide intervals. Cell 101, 25-33). Tyto kratk¢é RNA se také detekovaly v extraktech
pfipravenych z bun¢k Schneider 2 organizmu D. melanogaster, které diive nez se lyzovaly, se
transfekovaly dsRNA (popisuje se v publikaci Hammond, S. M, Bernstein, E., Beach, D., and
Hannon, G. J. (2000). An RNA—directed nuclease mediates post—transcriptional gene silening in
Drosophila cells. Nature 404, 293-296). Avsak frakce, které vykazuji nukleazovou aktivitu
specifickou pro sekvenci, také obsahovaly velkou &ast rezidudlni dsRNA. Uloha fragmentii
obsahujicich 21 az 23 nukleotidl pfi fizeni S§tépeni mRNA je dale podpotfena pozorovanim, Ze
tyto fragmenty izolované ze zpracované dsRNA jsou schopny v urcitém rozsahu zprostredkovat
specifickou degradaci mRNA (popisuje se v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A.
and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent cleavege of
mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals, Cell 101, 25-33). Molekuly RNA podobné velikosti se
také hromadi ve tkani rostlin, kterda vykazuje PTGS (popisuje se v publikaci Hamilton, A. J., and
Baulcombe, D. C. (1999). A species of small anti—sense RNA in posttranscriptional gene
silencing in plants. Scince 86, 950-952).

Za ucelem dal§iho zkoumani mechanizmu RNAI1 se pouzil zavedeny in vitro systém organizmu
Drosophila (popisuje se v publikaci Tuschl, T., Ng, M. M., Picken, W., Benseler, F., and
Eckstein, F. (1993). Importance of exocyclic base functional groups of central core guanosines
for hammerhead ribozyme activity. Biochemistry 32, 11658-11668, Zamore, P. D., Tuschl, T.,
Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent
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cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33). Ukazalo se, Ze kratké RNA
vykazujici 21 a 22 nukleotidd, kdyZ tvoii pary bazi z presahujicimi 3'-konci, plsobi jako fidici
RNA pii degradaci mRNA, ktera je sekvencné specificka. Kratké dsRNA obsahujici 30 parQ bazi
nejsou schopny zprostiedkovat RNAi v tomto systému, protoZe uz nejsou zpracovany na RNA
obsahujici 21 a 22 nukleotidli. Dale se definovala mista §tépeni cilové RNA, pokud jde o kratké
interferujici RNA (siRNA) vykazujici 21 a 22 nukleotidd, a potvrdilo se, Ze smér zpracovani
dsRNA stanovi, zda produkovany endonukleazovy komplex siRNP §tépi 3', 5' fetézec RNA nebo
53" fetézec RNA. siRNA miZze také byt dilezitym nastrojem transkripcnich tprav, jako je
napiiklad zhasinani savéich gendi metylaci DNA.

Dal§i experimenty v lidskych bunécnych kulturach (bunky Helia) vykazuji, Ze molekuly
dvoufetézcové RNA, které s vyhodou obsahuji 19 az 25 nukleotidl, vykazuji aktivitu RNAi. Na
rozdil od vysledkt ziskanych v pfipadé organizmu Drosophila, jsou také molekuly dvoufetézcové
RNA vykazujici délku 24 a 25 nukleotidd v téchto bunikach u¢inné pii RNAI.

Podstata vynalezu

Predmétnou véci vynalezu jsou nova cinidla schopnd zprostiedkovat cilové specifickou
interferenci RNA nebo jiné cilove specifické upravy nukleové kyseliny, jako je metylace DNA.
Uvedena ¢inidla vykazuji ve srovnani s ¢inidly piedchoziho stavu techniky zlepSenou G¢innost a
bezpecnost.

Podstatu vynalezu tvoii izolovana molekula dvouietézcové RNA, kde kazdy fetézec obsahuje 19
az 23 nukleotidl, priCemz alesponn jeden fetézec ma na 3'-konci piesah obsahujici 1 az 3
nukleotidi a molekula RNA je schopna cilové specifické RNA interference.

Je vyhodné, aby alespon jeden fetézec mél pfesah na 3'-konci tvofeny 1 az 5 nukleotidy,
vyhodnéji 1 az 3 nukleotidy a nejvyhodnéji 2 nukleotidy. Ostatni fetézce mohou byt zakonceny
tupym koncem nebo maji na 3'-konci ptesah tvoteny az 6 nukleotidy. V pfipadé, Ze oba fetézce
dsRNA vykazuji piesné 21 nebo 22 nukleotiddl, je mozné pozorovat interferenci RNA v piipadg,
7¢ oba konce jsou tupé (piesah obsahuje 0 nukleotidd). Molekulou RNA je s vyhodou synteticka
molekula RNA, ktera v podstaté neobsahuje zZadné necistoty, které se vyskytuji v bunéénych
extraktech, jako jsou napfiklad extrakty vytvofené z embryi organizmu Drosophila. Molekula
RNA s vyhodou v podstaté neobsahuje Zadné cilové nespecifické necistoty, zvlaste molekuly
cilové nespecifické RNA, naptiklad necistoty vyskytujici se v bunécnych extraktech.

Vynalez dale popisuje pouziti izolovanych dvouretézcovych molekul RNA, kde kazdy fetézec
RNA vykazuje délku 19 az 25 nukleotidd, pii zprostfedkovani cilové specifickych uprav
nukleové kyseliny, zvlasté RNAi v sav¢ich bunkach, zvlasté pak v lidskych bunkach.

Prekvapive se zjistilo, Ze molekuly syntetické kratké dvoutetézcové RNA s presahem na 3'-konci
jsou sekvencéné specifickymi mediatory RNA1 a zprostredkovavaji a¢inné stépeni cilové RNA,
kde misto §tépeni se nachazi blizko centra oblasti pokryté fidici kratkou RNA.

Je vyhodné, aby kazdy fetézec molekuly RNA mél délku 20 az 22 nukleotidd (nebo v piipadé
sav¢ich bun¢k 20 az 25 nukleotidli), kde délka kazdého fetézce milize byt stejna nebo rozdilna. Je
vyhodné, aby délka pfesahu na 3'-konci byla 1 az 3 nukleotidy, kde délka presahu mize byt v
pfipadé kazdého fetézce stejnd nebo odlisnd. Retdzce RNA s vyhodou obsahuji na 3'-konci
hydroxylové skupiny. 5'-konec s vyhodou obsahuje fosfatovou, difosfatovou, trifosfatovou nebo
hydroxylovou skupinu. Nejucinngjsi dsRNA se skladaji ze dvou fetézcti, které obsahuji 21
nukleotidd, jenz se paruji tak, Ze 1 az 3 nukleoidy, zvlasté pak 2 nukleotidy pfesahti na 3'-konci,
jsou piitomny na obou koncich dsRNA.
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Stépici reakce cilové RNA fizena siRNA je vysoce sekvenénd specifick. Ne ve viech polohach
siRNA pfispiva stejné k rozeznani cile. Nejvice rozhodujici je —nespravné parovani v centru
duplexu siRNA, které v podstaté¢ eliminuje Stépeni cilové RNA. Naopak nukleotid 3'—konce
tetézce siRNA (naptiklad v poloze 21), ktery je komplementarni s jednotetézcovou cilovou RNA,
nepiispiva ke specifité rozeznavani cile. Dale sekvence neparovanych dvou nukleotidl piesahu
3'—konce tetézce siRNA se stejnou polaritou, jako vykazuje cilova RNA, neni rozhodujici pro
Stépeni cilové RNA, protoze rozeznani cile fidi pouze 5'.3'Tfetézec siRNA. Tak v piipadé
nukleotidli jednotetézcového piesahu je nutné, aby se pouze predposledni nukleotid 5'3'Fetézce
siRNA (napftiklad poloha 20) paroval s cilovym 3',5'fetézcem mRNA.

Prekvapivé molekuly dvoutetézcové RNA podle vynalezu vykazuji vysokou in vivo stabilitu v
séru nebo v ristovém médiu, které je vhodné pro kultivaci bun¢k. Za t¢elem dale zvysit stabilitu,
se mohou pfesahy na 3'-konci stabilizovat proti degradaci. Mohou se naptiklad vybrat tak, aby
obsahovaly purinové nukleotidy, zvlasté adenosin nebo guanosin. V jiném provedeni vynalezu se
toleruje substituce pyrimidinovych nukleotidi upravenymi analogy, napiiklad substituce 2
nukleotidi uridin v pfesahu 3'-konce 2'-deoxytymidinem, a neovliviiuje U€innost interference
RNA. Nepiitomnost 2-hydroxylu podstatné zesiluje rezistenci presahu vici nukleazam
obsazenym v kultivacnim médiu.

Ve zvlast¢ vyhodném provedeni vynalezu molekula RNA miZe obsahovat alespon jeden
upraveny nukleotidovy analog. Nukleotidové analogy se mohou vyskytovat v polohach, kde
cilové specificka aktivita, naptiklad aktivita zprostredkovana RNAI, neni podstatné ovlivnéna,
napiiklad v oblasti 5-konce a/nebo 3'-konce molekuly dvoutetézcové RNA. Presahy se mohou
zvlaste stabilizovat zaclenénim upravenych nukleotidovych analogt.

Vyhodné nukleotidové analogy se vybraly z ribonukleotidii s upravenou cukernou slozkou nebo
kostrou. Je nutné poznamenat, Ze ribonukleotidy s upravenou jadernou bazi, to jsou
ribonukleotidy obsahujici misto pfirozené se vyskytujicich jadernych bazi umélé baze, jako jsou
uridiny nebo cytosiny upravené v poloze 5, napiiklad 5—(2—amino)propyluridin, 5—-bromouridin,
adenosiny a guanosiny upravené v poloze &, napiiklad 8—bromoguanosin, deaza—nukleotidd,
naptiklad 7—-deaza—adenosin. Vhodné jsou také O-alkylované nukleotidy a N-alkylované
nukleotidy, napiiklad Ns—metyladenosin. Ve vyhodnych ribonukleotidech s upravenou cukernou
slozkou je 2'-hydroxyl nahrazen ¢lenem skupiny zahrnujici vodik, OR, R, halogen, SH, SR, NI,
NHR, NR: nebo CN, kde symbol R je alkyl obsahujici jeden az §est uhlikdi, alkenyl nebo alkynyl
a halogenem je fludr, chlor, brom nebo jod. Ve vyhodnych ribonukleotidech s upravenou kostrou
je fosfoesterova skupina spojujici sousedni ribonukleotidy nahrazena upravenou skupinou
napiiklad fosfothioatovou skupinou. Je nutné poznamenat, ze shora v textu uvedené upravy je
mozné kombinovat.

Sekvence molekuly dvoutetézcové RNA podle vynalezu musi vykazovat dostatecnou shodu s
cilovou molekulou nukleové kyseliny, aby zprosttedkovala cilové specifickou RNAi a/nebo
metylaci DNA. Sekvence s vyhodou vykazuje shodu alesponi 50 %, zvlasté pak alespon 70 %, s
pozadovanou cilovou molekulou ve dvoutetézcové casti molekuly RNA. Vyhodnéjsi je, kdyz
shoda je alespon 85 % a nejvyhodngjsi je, kdyz existuje 100 % shoda s dvouretézcovou Casti
molekuly RNA. Shoda molekuly dvoutetézcové RNA s pfedem urenou cilovou molekulou
nukleové kyseliny, napfiklad s molekulou cilové mRNA, se miZe stanovit nasledujicim

vypoctem:

i
x 106

L

kde symbol I je shoda vyjadiena v procentech, symbol n je pocet shodnych nukleotidli v Casti
dvouretézcové dsRNA a cilové nukleové kyseliné a symbol L je délka sekvence piesahu
dvouftetézcové ¢asti dsRNA a cilové nukleové kyseliny.
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V jiném piipad¢ identita molekuly dvoutetézcové RNA s cilovou sekvenci se mizZe také
definovat zahrnutim ptesahu 3'-konce, zvlasté presahu, ktery obsahuje 1 az 3 nukleotidy. V
tomto piipadé shoda sekvence je s vyhodou alespon 50 %, vyhodné&ji alespon 70 % a
nejvyhodnéji alespon 85 % s cilovou sekvenci. Nukleotidy z piesahu 3'-konce a az dva
nukleotidy z 5'-konce a/nebo 3'-konce dvojitého fetézce se mohou upravovat, aniz dojde k
podstatné ztraté aktivity.

Molekula dvouietézcové RNA podle vynalezu se miize ptipravit zplisobem zahrnujicim:

(a) syntézu dvou fetézci RNA, kdy kazdy zahrnuje 19 az 25 nukleotidd, naptiklad 19 az 23
nukleotidti, kde uvedené fetézce RNA jsou schopny tvotit molekulu dvoutetézcové RNA, kde
alespoii jeden fetézec ma na 3'-konci piesah tvoteny 1 az 5 nukleotidy,

(b) kombinovani syntetizovanych fetézci RNA za podminek, kdy se tvofi molekula
dvoufetézcové RNA, ktera je schopna zprostfedkovat cilové specifické upravy nukleové
kyseliny, zvlast¢ RNA interferenci a/nebo metylaci DNA.

Zptsoby syntézy molekul RNA jsou dobfe zndmy v oboru. Zvlasté se uplatnuji metody chemicke
syntézy popsané v publikaci Verma, S., and Eckstein, F. (1999). Modified oligonucleotides:
Synthesis and stratégy or users. Annu. rev. Biochem. 67, 99-134.

Jednotetézcova RNA se miZze také pfipravit enzymatickou transkripci ze syntetickych
templatovych DNA a z DNA plazmidl izolovanych z rekombinantnich bakterii. V typickém
pfipad¢ se pouzivaji fagové RNA polymerazy, jako je RNA polymeraza T7, T3 nebo SP6
(popisuje se v publikaci Milligan, J. F., and Uhlenbeck, O. C. (1989). Synthesis of small RNAs
using T7 RNA polymerase. Methods Enzymol. 180, 51-62).

Dalsi predmétnd véc vynalezu popisuje zplsob zprostiedkovani cilové specifickych uprav
nukleové kyseliny, zvlasté RNA interference a/nebo metylace DNA, v buiice nebo v organizmu.
Uvedeny zplisob zahrnuje:

(a) kontakt buniky a organizmu s molekulou dvouietézcové RNA podle vynalezu za podminek,
kde se mohou objevit cilové specifické tpravy nukleové kyseliny a

(b) zprostredkovani cilové specifické upravy cilové nukleové kyseliny, ktera ma ¢ast sekvence v
podstaté odpovidajici uvedené sekvenci RNA, ovlivnéné dvouretézcovou RNA.

Kontakt popsany v odstavci (a) zahrnuje zavedeni molekuly dvoufetézcové RNA do cilové
buiiky, napiiklad izolované cilové bunky, do bunééné kultury, do jednobunécného
mikroorganizmu nebo do cilové buiiky nebo do velkého mnozstvi cilovych bun¢k vicebunééného
organizmu. Je vyhodné, aby zavadéci krok zahrnoval zavedeni zprostfedkované mnosicem,
napiiklad pomoci lipozomalnich nosic¢t nebo injekei.

Zpusob podle vynalezu se mize pouzit za G¢elem stanoveni funkce genu v buice nebo v
organizmu nebo dokonce pii upravé funkce genu v buiice nebo v organizmu, ktery je schopen
zprostiedkovat RNA interferenci. Buiika zahrnuje s vyhodou eukaryontni buiku nebo buné¢nou
linii, jako napfiklad rostlinnou nebo zvifeci buiku, jako je savci bunika, napiiklad zarode¢na
bunka. Dale se miiZze pouzit napiiklad viceucelova kmenova bunka, nadorova buiika, jako je
naptiklad bunka teratokarcinomu, nebo bunka infikovana virem. Organizmem je s vyhodou
eukaryontni organizmus, napfiklad rostlina nebo zvife, jako je savec, zvlaste pak cloveék.

Cilovy gen, vi¢i kterému je molekula RNA podle vynalezu ftizena, mize byt spojovan s
patologickym stavem. Genem miiZe byt gen spojovany s patogenem, napiiklad virovy gen, gen
spojovany s nddorem nebo gen spojovany s autoimunitnim onemocnénim. Cilovym genem miize
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také byt heterologni gen exprimovany v rekombinantni builce nebo geneticky pozménény
organizmus. Stanovenim nebo Upravou, zvlasté pak inhibici, funkce takového genu a je mozné
dosahnout hodnotné informace a terapeutickych U¢inkli v oblasti zemé&délstvi nebo mediciny
nebo veterinarni mediciny.

Dvouietézcova RNA se obvykle aplikovala jako farmaceuticky prostfedek. Aplikaci je mozné
provést znamymi zplsoby, kdy se nukleova kyselina zavede do poZzadované cilové buiiky in vitro
nebo in vivo. BéZné pouzivané metody transferu genu pouzivaji fosfore¢nan vapenaty, DEAE—
dextran, elektroporaci a mikroinjekce a virové metody (popisuje se v publikaci Graham, F. L. and
van der Eb, A. J. (1973) Virol. 52, 456, McCutchan, J. H. and Pagano, J. S. (1968), J. Nati.
Cancer Inst. 41, 351, Chu, G. et al., (1987), Nucl. Acids Res. 15, 1311, Fraley, R. et al. (1980), J.
Biol. Chem. 255, 10431, Capecchi, M. R. (1980), cell 22, 479). Pro zavedeni DNA do bun¢k se
dale mohou pouzit kationické lipozomy (popisuje se v publikaci Felgner, P. L. et al. (1987), Proc.
Nati. Acad. Sci USA 84, 7413). Bézné dostupné piipravky kationickych lipida jsou napiiklad Tfx
50 (od firmy Promega) nebo Lipofectamin2000 (od firmy Life Technologies).

Vynalez dale popisuje farmaceuticky prostfedek obsahujici jako aktivni ¢inidlo alespon jednu
molekulu dvouretézcové RNA, jak se popisuje shora v textu, a farmaceuticky nosi¢. Prostiedek je
mozné pouZit pfi diagnostickych a terapeutickych aplikacich v lidské nebo veterinarni mediciné.

V piipad¢ diagnostické a terapeutické aplikace mtize byt prostiedek ve formé roztoku, napriklad
roztok, ktery se zavadi injekci, ve formé krému, masti, tablet, suspenze a podobné. Prostiedek je
mozné aplikovat libovolnym vhodnym zpiisobem, naptiklad injekci, oralng, povrchove, nasalné,
rektaln¢ atd. Nosi¢em mtize byt libovolny vhodny farmaceuticky nosi¢. Je vyhodné pouzit nosic,
ktery je schopny zvysit U¢innost vstupu molekul RNA do cilovych bunék. Vhodné piiklady
takovych nosici jsou liposomy, zvlasté kationické liposomy. Zvlaste¢ vyhodny zpiisob aplikace je
injekce.

Dals§i vyhodnou aplikaci RNAi je funkéni analyza eukaryontnich bun€k nebo eukaryontniho
organizmu, kterym neni ¢lovék, s vyhodou savéich bunck nebo savch a nejvyhodnéji lidskych
bunék, naptiklad bunééné linie, jako je HeLa nebo 293, nebo hlodavel, naptiklad krys a mysi.
Specificky genotyp cilové bunky, naptiklad v bunéné kultuie nebo v cilovém organizmu,
vznikly na zakladé zhaSeni gend, je mozné ziskat transfekci vhodnych molekul dvoufetézcové
RNA, které jsou homologni s predem stanovenym cilovym genem nebo s molekulou DNA, ktera
kéduje vhodnou molekulu dvoutetézcové RNA. Pickvapive se zjistilo, Ze pfitomnost molekul
kratké dvoutetézcové RNA nevede k interferonové odezveé ze strany hostitelské bunky nebo
organizmu.

Predmétnou véci podle vynalezu je eukaryontni bunka nebo eukaryontni organizmus, kterym
neni ¢lovek, vykazujici fenotyp vznikly na zaklad¢ zhasnuti cilového genu. Uvedeny fenotyp
zahrnuje alespont CasteCné deficitni expresi alespon jednoho endogenniho cilového genu, kde
uvedena buiika nebo organizmus se transfekuje alesponi jednou molekulou dvoutetézcové RNA
schopnou inhibovat expresi alespon jednoho endogenniho cilového genu nebo je mozna
transfekce DNA kodujici alesponi jednu molekulu dvoutetézcové RNA schopné inhibovat expresi
alespon jednoho endogenniho cilového genu. Je nutné poznamenat, Ze vynalez umoznuje cilove
specifickou deaktivaci n€kolika riiznych endogennich genti na zaklad¢ specifity RNAI.

Fenotypy bunék nebo organizmu, kterym neni clovek, zvlasté pak lidskych bunck nebo savcl,
kterym neni Clovek, zplsobené deaktivaci specifickych gendl, se¢ mohou pouzit v analytickych
postupech, jako je napfiklad funkéni a/nebo fenotypicka analyza komplexnich fyziologickych
postupil, jako je analyza profili exprese genli a/nebo proteomil. Je mozné napiiklad ptipravit
fenotypy deaktivovanych lidskych gend v bunéénych kulturach, o nichz se ptedpoklada, Ze jsou
pravdépodobné regulatory alternativnich procest sestfihu. Mezi tyto geny zvlasté patii rodina
faktoru sestiihu SR, jako napiiklad ASF/SF2, SC35, SRp20, SRp40 nebo SRpS5. Mize se
zkoumat G¢inek proteind SR na profily mRNA predem stanovenych alternativné sestfizenych
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genll, jako je CD44. Analyza se prednostné provadi metodou za pouziti ¢ipli zaloZenych na
oligonukleotidech.

Pouzitim technologie zalozené na deaktivaci genli pomoci RNAi je mozné inhibovat expresi
endogenniho cilového genu v cilové bunce nebo organizmu. Endogenni gen miize byt doplnén
exogenni cilovou nukleovou kyselinou kodujici cilovy protein nebo jeho variantu nebo jeho
mutovanou formu, napfiklad gen nebo cDNA, ktera miZe fuzovat s dal§i sekvenci nukleové
kyseliny kodujici detekovatelny peptid nebo polypeptid, napiiklad afinitni znaceni, zvlasté pak
vicenasobné afinitni znaCeni. Varianty nebo mutované formy cilového genu se lisi od
endogenniho cilového genu tim, Ze kdduji genovy produkt, ktery se 1isi od produktu endogenniho
genu substituci, inzerci a/mebo deleci jedné nebo vice aminokyselin. Varianty nebo mutované
formy mohou vykazovat stejnou biologickou aktivitu jako endogenni cilovy gen. Na druhou
stranu varianta nebo mutovany cilovy gen mohou také mit biologickou aktivitu, ktera se 1i§i od
biologické aktivity endogenniho cilového genu, naptiklad ¢asteéné deletovanou aktivitu, zcela
deletovanou aktivitu, zesilenou aktivitu atd.

Komplementace je mozné dosahnout spole¢nou expresi polypeptidu kdédovaného exogenni
nukleovou kyselinou, naptiklad fazni protein obsahujici cilovy protein a afinitni znaCeni a
molekulu dvouretézcové RNA vhodnou pro deaktivaci endogenniho genu v cilové buiice. Tato
spoleCna exprese se¢ provede pouzitim vhodného expresivniho vektoru, ktery exprimuje
polypeptid kodovany exogenni nukleovou kyselinou, naptiklad cilovy protein upraveny znackou
a molekulu dvoutetézcové RNA. V jiném ptipad¢ 1ze pouZzit kombinovani expresivnich vektort.
Proteiny a proteinové komplexy, které se nové syntetizuji v cilové buiice, budou obsahovat
exogenni produkt genu, naptiklad upraveny fuzni protein. Za G¢elem zabranit potlaceni exprese
exogenniho produktu genu duplexovou molekulou RNAi, je mozné zménit nukleotidovou
sekvenci kédujici exogenni nukleovou kyselinu na trovni DNA (mlize dojit k mutacim na Urovni
aminokyselin nebo k ni dojit nemusi) v té ¢asti, ktera je homologni s molekulou dvoufetézcové
RNA. V jiném piipadé¢ endogenni cilovy gen se miZe doplnit odpovidajici nukleotidovou
sekvenci z jinych zivoci$nych druht, naptiklad z mysi.

Vyhodné aplikace pro buiiku nebo organizmus podle vynalezu je analyza profilli exprese genii
a/nebo proteomidl. Ve zvlasté vyhodném provedeni vynalezu se provadi analyza varianty nebo
mutované formy jednoho nebo vice cilovych proteinli, kde uvedena varianta nebo mutovana
forma jsou znovu zavedeny do bunky nebo organizmu exogenni cilovou nukleovou kyselinou,
jak se popisuje shora v textu. Kombinace deaktivace endogenniho genu a ¢aste¢né aktivace
pouzitim mutovaného, naptiklad castecné deletovaného exogenniho cile, je vyhodna ve srovnani
s pouzitim bunky s deaktivovanymi geny. Tato metoda je zvlaste vhodna pii identifikaci
funk¢nich oblasti cilového proteinu. Ve vyhodném provedeni vynalezu se provadi porovnani
napiiklad profild exprese gendl a/nebo proteomil a/nebo fenotypické charakteristiky alespon dvou
bunck nebo organizmil. Tyto organizmy se vybraly ze skupiny zahrnujici:

(i) kontrolni bunku nebo organizmus bez inhibice cilového genu,

(i) bunku nebo organizmus s inhibici cilového genu a

(iii) buiku nebo organizmus s inhibici cilového genu plus komplementaci cilového genu pomoci
exogenni cilové nukleové kyseliny.

Zptsob a bunka podle vynalezu jsou také vhodné pti identifikaci a/nebo charakterizaci
farmakologickych ¢inidel, naptiklad pti identifikaci novych farmakologickych ¢inidel ze skupiny
testovanych latek, a/nebo mechanizmii charakterizujicich pasobeni a/nebo vedlejsi U¢inky
znamych farmaceutickych ¢inidel.

Vynalez dale popisuje systém vhodny pro stanoveni a/mebo charakterizaci farmaceutickych
¢inidel, které plisobi na alesponi jeden cilovy protein. Uvedeny systém zahrnuje:
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(a) eukaryontni buniku nebo organizmus, kterym neni ¢lovek, schopny exprimovat alespon jeden
endogenni cilovy gen kédujici uvedeny cilovy protein,

(b) alespon jednu molekulu dvoutetézcové RNA schopnou inhibovat expresi uvedeného alespon
jednoho endogenniho cilového genu a

(c) testovanou latku nebo skupinu testovanych latek, kde jsou identifikovany a/nebo
charakterizovany farmakologické vlastnosti uvedené testované latky nebo skupiny testovanych
latek.

Systém popsany shora v textu s vyhodou obsahuje:

(a) alespon jednu exogenni cilovou nukleovou kyselinu kédujici cilovy protein nebo jeho
variantu nebo jeho mutovanou formu, kde uvedena exogenni cilova nukleova kyseliny se 1isi od
endogenniho cilového genu na Urovni nukleové kyseliny tak, Ze exprese exogenni cilové
nukleové kyseliny je podstatné mén¢ inhibovana molekulou dvoufetézcové RNA nez exprese
endogenniho cilového genu.

Zptsob komplementace RNA s deaktivovanymi geny je moZné pouZit pro preparativni ucely,
napiiklad afinitni ¢i§téni proteind nebo proteinovych komplexd z eukaryontnich bunék, zvlaste
savcich bunék a lidskych bunék. V tomto provedeni vynalezu exogenni cilova nukleova kyselina
s vyhodou koduje cilovy protein, ktery fizuje s afinitnim znacenim.

Preparativni metodu je mozné pouzit pii €isténi proteinovych komplexti s vysokou molekulovou
hmotnosti, které s vyhodou vykazuji molekulovou hmotnost vys§i nebo rovnou 150 000 a
vyhodnéji vyssi nebo rovnou 500 000 a které mohou obsahovat nukleové kyseliny, jako je RNA.
Specifické ptiklady jsou heterotrimerické proteinové komplexy obsahujici proteiny ¢astic U4/U6
snRNP s molekulovou hmotnosti 20 000, 60 000 a 90 000, faktor sestiihu SF3b pochazejici z 175
U2 snRNP obsahujici 5 proteini o molekulové hmotnosti 14 000, 49 000, 120 000, 145 000 a
155 000 a ¢astice 25S U4/U6/US tri—-snRNP obsahujici molekuly snRNA U4, U5 a U6 a pfiblizn¢
30 proteintl, které vykazuji molekulovou hmotnost ptiblizné¢ 1 700 000 000.

Tato metoda je vhodna pro funkéni analyzu proteomu v savcich bunkach, zvlast¢ v lidskych
bunkach.

Objasnéni vykresu

Na obrazku ¢. 1 je zobrazena dvoufetézcova RNA obsahujici 38 part bazi, ktera mize
zprostredkovat RNAI.

A) Grafické zobrazeni dsRNA pouzivané k cileni mRNA Pp-luc. Pfipravily se tfi sériec dsSRNA s
tupymi konci piekryvajici rozmezi 29 az 504 part bazi. Poloha prvniho nukleotidu 3'5'fetézce
dsRNA se stanovi ve vztahu ke startovacimu kodonu mRNA PP-luc (p1).

B) Zobrazeni testu RNA interference (popisuje se v publikaci Tuschl, T., Zamore, P. D. ,
Lehmann, R. , Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted mRNA degradation by double—
stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197) . Pomér aktivity cilového Pp-luc ku
aktivit¢ kontrolntho Rr-luc se normalizoval vi¢i kontrolnimu pufru (plny sloupec).
Dvouftetézcové RNA (v koncentraci 5 nM) se pfedem inkubovaly v lyzatu organizmu Drosophila
po dobu 15 minut pti teploté 25 °C a pak se pfidaly mRNA Pp-luc s ¢epickou 7-metyl-guanosin
a Rr—luc (v koncentraci piiblizn¢ 50 pM). Inkubace pokracovala dal§i hodinu a pak probéhla
analyza dualnim luciferazovym testem (od firmy Promega). Data jsou primérmé hodnoty alespon
ze Ctyt nezavislych experimentil + standardni odchylka.
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Na obrazku ¢. 2 je zobrazena dsRNA obsahujici 29 parh bazi, ktera se dale nezpracovava na
fragmenty obsahujici 21 az 23 nukleotidil a ¢asovy prib¢h tvorby 21 az 23—méru pii zpracovani
dsRNA (v koncentraci 5 nM) vnitiné znacenych pomoci **P. Uvadi se délka a zdroj dsRNA.
Marker velikosti RNA (M) se nanesl do levé drahy a oznacuje se velikost fragmentl. Dvojité
pruhy v ¢ase 0 jsou zplisobeny netiplné denaturovanou dsRNA.

Na obrazku ¢. 3 je zobrazeno, z¢ kratké dsRNA s§tépi cilovou mRNA pouze jednou.

(A) Denaturacni gelové elektroforézy stabilné Stépenych produktd piipravenych inkubaci po
dobu 1 hodiny 35'fetézce nebo 5',3'fetézce RNA s ¢epickou znac¢enou **P v koncentraci 10 nM s
10 nM dsRNA sérii pl33 lyzatu organizmu Drosophila. Markery délky se vytvofily ¢astecnym
Stépenim za pouziti nukleazy T1 a ¢astenou alkalickou hydrolyzou (OH) cilové RNA znacena
¢epickou. Oblasti cilené dsRNA jsou indikovany jako ¢erné pruhy na obou stranach obrazku. Je
také zobrazen mezernik obsahujici 20 az 23 nukleotidd mezi pievladajicimi misty §tépeni v
pfipad¢ dsRNA obsahujici 111 parti bazi. Horizontalni §ipka oznacuje nespecifické Stépeni
zptsobené RNAI.

(B) Poloha mist §tépeni na 3',5' fetézci a 5',3'fetézci cilové RNA. Sekvence 3',5'fetézce cilové
RNA obsahujici 177 nukleotidi s ¢epickou a 5',3'fetézce cilové RNA obsahujici 180 nukleotidl s
Cepickou jsou reprezentovany v antiparalelni orientaci tak, Ze komplementarni sekvence stoji
proti sobé. Oblast cilena riznymi dsRNA je oznacena barevnymi sloupci umisténymi mezi
cilovou sekvenci 3',5" a 5',3" fetézcll. Mista §tépeni jsou oznaceny krouzky. Velky kruh znamena
silné §tépeni, maly krouzek znamena slabé §tépeni. Fosfatova skupina znacend *?P je oznacena
hvézdickou.

Na obrazku ¢. 4 je zobrazena tvorba fragmenti RNA tvofenych 21 a 22 nukleotidy
mechanizmem podobnym §tépeni Rnazou I11.

(A) Sekvence RNA obsahujici 21 nukleotidii po zpracovani dsRNA. Fragmenty RNA obsahujici
pfiblizné¢ 21 nukleotid vytvotfené zpracovanim dsRNA se piimo klonovaly a sekvenovaly.
Oligoribonukleotidy pochazejici z pozitivniho fetézce dsRNA jsou znaceny jako modré linky.
Oligoribonukleotidy pochazejici z negativniho fetézce jsou znaceny jako Cervené linky. Silné
linky se pouzivaji, jestlize ve vice klonech jsou pritomny stejné sekvence, pficemz ¢isla na pravé
strané¢ obrazku znaci frekvenci vyskytu. Mista §tépeni cilové RNA zprosttedkovana pomoci
dsRNA jsou zna¢ena jako oranzové krouzky. Velké krouzky znac¢i mista pro silné Stépeni, malé
krouzky znaci mista pro slaba §t€peni (zobrazeno na obrazku €. 3B). Krouzky nad 3',5' fetézcem
oznacovaly mista §tépeni v 3',5'fetézce a krouzky na druhé strané dsRNA oznacuji mista §tépeni
5'3'fetézce. Az pét dalSich nukleotidl se identifikovalo ve fragmentech obsahujicich pfiblizn€ 21
nukleotidi ziskanych z 3'konce dsRNA. Tyto nukleotidy jsou nahodnou kombinaci pievazné
zbytkli C, G, nebo A a pfidaly se s velkou pravdépodobnosti béhem T7 transkripce fetézce, které
se skladaji z dsRNA.

(B) Na obrazku je zobrazena dvourozméma analyza TLC sloZeni nukleotidi RNA obsahujicich
ptiblizné 21 nukleotidd. mRNA obsahujici 21 nukleotidl se vytvortila inkubaci dSRNA Pp-luc o
velikosti 504 pari bazi znacena radioaktivné v lyzatu organizmu Drosophila, dale se Cistila na
gelu a pak se §tépila na mononukleotidy nukleazou P1 (horni fadek) nebo ribonukleazou T2
(spodni tadek). Dvouretézcova RNA se radioaktivné znacila uvniti transkripci za pritomnosti
jednoho z uvedenych &P nukleosidtrifosfatii. Radioaktivita se detekovala zobrazenim na
zaklad¢ detekce fosforu. Nukleosid—5'—monofosfaty, nuklosid—3'-monofosfaty, nukleosid—5',3'-
difosfaty a anorganicky fosfat jsou znadeny jako pN, Np, pNp a p;. Cerné kruhy oznacuji body,
které absorbuji UV zafeni z neradioaktivnich nosicovych nukleotidi. 3', 5'-bis—fosfaty (Cerveny
kruh) se identifikovaly spole¢nou migraci s radioaktivné znaCenymi standardy piipravenymi 5'-
fosforylaci nukleosid—3'-monofosfat s polynukleotidovou kinazou T4 a y—>*P—ATP.
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Na obrazku €. 5 je znazoméno §tépeni cilové RNA zprostiedkované RNA obsahujici 21 a 22
nukleotidy.

(A) Obrazek zobrazuje kontrolni dsRNA obsahujici 52 part bazi a syntetickou dsRNA obsahujici
21 a 22 nukleotidti. 3',5' fetézec obsahujici 21 a 22 nukleotidd interferujici RNA (siRNA) je
oznacen modie, 5'3'fetézec je onacen Cervené. Sekvence siRNA se ziskaly klonovanim
fragmentl dsRNA o velikosti 52 a 111 parQ bazi (zobrazeno na obrazku ¢. 4A) s vyjimkou
5'3'etézce duplexu 5, ktery obsahuje 22 nukleotidd. SiRNA v duplexu 6 a 7 vznikaji pouze
reakci pti zpracovani dsRNA o velikosti 111 pard bazi. Dva nukleotidy presahu 3'konce oznacené
zelené jsou piitomny v sekvenci syntetického 5',3' fetézce duplext 1 a 3. Oba fetézce kontrolni
dsRNA obsahujici 52 parti bazi se pfipravily transkripci in vitro a frakce transkripti mohou
obsahovat navic nukleotidy na 3'-konci, které nejsou obsaZeny v templatu. Mista §tépeni cilové
RNA fizena duplexy siRNA jsou znacena jako oranzové krouzky (legenda k obrazku ¢. 4A) a
jsou urceny v polohach zobrazenych na obrazku ¢. 5.

(B) Poloha mist §tépeni na pozitivni a negativni cilové RNA. Cilové sekvence RNA jsou ty
popsané na obrazku ¢. 3B. Kontrolni dsRNA obsahujici 52 part bazi (10 nM) nebo duplexy RNA
1 az 7 obsahujici 21 a 22 nukleotidli (v koncentraci 100 nM) se inkubovaly s cilovou RNA po
dobu 2,5 hodiny pfi teploté 25 °C v lyzatu organizmu Drosophila. Stabilni produkty $t€pené na
5'—konci se oddélily na gelu. Mista $tépeni jsou uvedena na obrazku ¢. SA. Oblast cilena dsRNA
obsahujici 52 part bazi nebo 3', 5' (s) nebo 5',3' (as) fetézce jsou oznaceny Cernymi sloupci na
jedné strané gelu. Mista §tépeni jsou vSechna umisténa v oblasti, ktera je shodna s dsRNA. Za
ucelem piesného stanovani mist §té€peni 3',5' fetézce se pouzil méné koncentrovany gel.

Obrazek €. 6: Dlouhé presahy na 3'-konci kratké dsRNA inhibuji RNAi.

(A) Obrazek zobrazuje konstrukce dsRNA obsahujici 52 parti bazi. Extenze 3'-konce 3',5'a 5',3'
fetézee jsou oznaceny modie a Cervené. Pozorovana mista §t€peni na cilové RNA jsou oznacena
jako oranzové krouzky, podobn¢ jako na obrazku €. 4A a byly stanoveny stejné, jak je zobrazeno
na obrazku ¢. 6B.

(B) Obrazek zobrazuje polohu mist §tépeni na 3',5" a 5',3' fetézci cilové RNA. Cilové sekvence
RNA jsou stejné, jako se popisuje na obrazku ¢. 3B. Dvoutetézcova RNA (10 nM) se inkubovala
s cilovou RNA po dobu 2,5 hodiny pii teploté 25 °C v lyzatu organizmu Drosophila. Hlavni
mista §tépeni jsou oznacena horizontalni Sipkou a také jsou uvedeny na obrazku 6A. Oblast
cilena dsRNA obsahujici 52 pari bazi je znacena cernymi tlustymi ¢arami na obou stranach gelu.

Obrazek €. 7 zobrazuje navrZzeny model RNAI.

Predpoklada se, ze RNA1 zacina zpracovanim dsRNA (3',5'fetézec je znaCen cerné a 5',3' fetézec
je znacen Cerven¢) na prevladajici kratké interferujici RNA obsahujici 21 a 22 nukleotidi
(siRNA). Nukleotidy kratkého ptresahu 3'-konce, jestlize jsou pfitomny v dsRNA, mohou byt
vyhodné pro zpracovani kratkych dsRNA. Proteiny zpracovavajici dsRNA, které je nutné
charakterizovat, jsou znazomény jako zelené a modré ovaly a jsou usporadany v dsRNA
asymetricky. V nasem modelu tuto skuteCnost znazoriiuje navazani hypotetického modrého
proteinu nebo oblasti proteinu na fetézec siRNA ve sméru od 3'konce k 5S'%konci, zatimco
hypoteticky zeleny protein nebo oblast proteinu se vzdy vaze na opaény fetézec siRNA. Tyto
proteiny nebo sada z{istava spojena s duplexem siRNA a chrani jeho orientaci, jak se stanovi
smérem zpracovani dsRNA. Pouze sekvence siRNA spojend s modrym proteinem je schopna
fidit $tépeni cilové RNA. Endonukleazovy komplex se popisuje jako maly interferujici
ribonukleoproteinovy komplex nebo siRNP. Piedpoklada se, ze endonukleazy, které §tépi dsRNA
mohou také §tépit cilovou RNA, pravdépodobné docasnym nahrazenim pasivniho fetézce siRNA,
kterého nelze pouzit pii rozeznavani cile. Cilova RNA se pak §tépi v centru oblasti rozeznavané
siRNA komplementarni s uvedenou sekvenci.
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Na obrazku €. 8 jsou zobrazeny konstrukce reportéru a duplexy siRNA.

(A) Na obrazku jsou zobrazeny oblasti reportniho genu luciferazy svétluSek (Pp—luc) a Renilla
reniformis (Rr-luc) z plazmidi pGL2—Control, pGL-3—Control a pRL-TK (od firmy Promega).
Oznaceny jsou regulacni elementy SV40, promotor thymidinové kinazy HSV a dva introny
(¢ary). Sekvence luciferazy GL3 je s 95 % shodna s GL2, ale oblast RL je zcela odlisna. Exprese
luciferazy z pGL2 je v transfekovanych savcich bunikach piiblizné desetkrat mensi nez v piipadé
luciferazy z pGL3. Oblast cilena duplexy siRNA je znaCena jako ¢erna linka pod kédujici oblasti
gendl luciferazy.

(B) Na obrazku jsou zobrazeny (horni) sekvence 3', 5' a 5, 3' fetézce (spodni) duplexti siRNA
cilené na GL2, GL3 a RL luciferazy. Duplexy siRNA GL2 a GL3 se 1i§i substituci pouze 3
jednotlivych nukleotidl (v Sedivém ramecku). Jako nespecificka kontrola se syntetizoval duplex s
obracenou sekvenci GL2 (invGL2). Pfesah 3'konce obsahujici 2 nukleotidy 2'-deoxytymidin je
oznacen jako TT. uGL2 je podobna GL2 siRNA, ale obsahuje ribo—uridinové piesahy 3'-konce.

Na obrazku €. 9 je zobrazena interference RNA pomoci duplexi siRNA. Poméry cilové kontrolni
luciferazy se normalizovaly viiéi kontrolnimu pufru (sloupce oznagené bu a éerné sloupce). Sedé
sloupce znac¢i poméry (Pp-luc) GL2 organizmu Photinus pyralis nebo luciferaza GL3 Renilla
reniformis (Rr-luc) (leva osa). Bilé sloupce indikuji pomér RL ku GL2 ku GL3 (prava osa).
Panely a, c, e, g, a i popisuji experimenty provedené¢ v kombinaci plazmidu pGL.2—Control a
reportniho plazmidu pRL-TK. Panely b, d, f, h, a i popisuji experimenty provedené kombinaci
plazmidu pGL3—Control a reportniho plazmidu pRL-TK. Bunééna linie pouzivana v piipad¢
experimentu interference je oznaCena na vrcholu kazdého grafu. Poméry Pp—luc/Rr—luc v piipadé
kontroly tvoiené pufrem (bu) kolisa mezi 0,5 a 10 v piipadé pGL/pRL a mezi 0,03 a 1 v pripad¢
pGL/pRL pied normalizaci a mezi rliznymi testovanymi bunéénymi liniemi. Vynesena data jsou
prumérné hodnoty tii nezavislych experimenti + standardni odchylka.

Na obrazku €. 10 jsou zobrazeny G¢inky siRNA obsahujici 21 nukleotidu, dsSRNA obsahujici 50 a
500 parti bazi na expresi luciferazy v bunkach HeL a.

Presna délka dsRNA je uvedena pod sloupci. Panely a, ¢ a e popisuji experimenty uskutecnéné s
plazmidem pGL2—Control a reportnim plazmidem pRL-TK. Panely b, d a f popisuji experimenty
uskutecnéné s plazmidem pGL2—Control a reportnim plazmidem pRL-TK. Data jsou primémé
hodnoty dvou nezavislych experimentl + standardni odchylka. Grafy (a), (b) zobrazuji absolutni
expresi Pp-luc, vynesenou v libovolnych jednotkach luminiscence. Graf (c), (d) znazoriuje
expresi vynesenou v libovolnych jednotkach luminiscence. Graf (e), (f) znazoruje pomér
normalizovaného cile ku kontrolni luciferaze. Poméry aktivity luciferazy v piipadé duplext
siRNA se normalizoval vi¢i kontrolnimu pufru (bu, ¢emny sloupec). Poméry luminiscence v
ptipadé dsRNA obsahujici 50 nebo 500 parh bazi se normalizovaly vii¢i pomértim pozorovanym
v pripadé dsRNA, ktera zahrnuje 50 a 500 bp, z humanizovaného GFP (hG, ¢erné sloupce). Mélo
by se poznamenat, ze vSechny rozdily v sekvencich mezi dsRNA obsahujici 49 a 484 para bazi
cilici GL2 a GL3 nejsou dostate¢né k proplijceni specifity mezi cili GI.2 a GL3 (v segmentu
obsahujicim 49 parti bazi se shoduje 43 nukleotidd, 239 nukleotidd se shoduje v segmentu
obsahujicim 4 84 part bazi).

Obrazek €. 11 znazoriuje rizné presahy 3'-konce duplexti siRNA obsahujici 21 nukleotida.

(A) Navrh strategie experimentu. Obrazek znazornuje polyadenylovanou cilovou mRNA s
¢epickou a relativni polohy v 3'5' a 5',3Tetézci siRNA. Pfipravilo se osm sérii duplexti podle
osmi rtiznych 53" fetézcl. Sekvence siRNA a pocet presahujicich nukleotidii se ménil v krocich

po jednom nukleotidu.

(B) Obrazek znazornuje normalizovanou relativni luminiscenci cilové luciferdzy (Photinus
pyralis, Pp—luc) viici kontrolni luciferaze (Renila reniformis, Rr—luc) v lyzatu embryi organizmu
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D. melanogaster v pfitomnosti 5 nM dsRNA s tupymi konci. Poméry luminiscence stanovené v
pfitomnosti dsSRNA se normalizovaly vi¢i poméru ziskanému pro kontrolni pufr (bu, cerny
sloupec). Normalizované poméry mensi nez 1 indikuji specifickou interferenci. Obrazky (c) az (j)
znazorhuji poméery normalizované interference osmi sérii duplexi siRNA obsahujicich 21
nukleotidli. Sekvence duplexti siRNA je znazornéna shora v textu ve sloupcovych grafech. Kazdy
panel ukazuje pomér interference v pripadé sady duplexii tvofenych danym 5',3'fetézcem siRNA
a péti riiznymi 3',5'etézci siRNA. Pocet presahujicich nukleotidll (pfesahy na 3'-konci, pozitivni
¢isla, pfesahy na 5'-konci, negativni ¢isla) jsou oznaceny na ose x. Vynesena data jsou primérem
alesponi 3 nezavislych experimentii. Chyby reprezentuji standardni odchylky.

Obrazek €. 12 znazomuje variace délky 3',5'fetézce duplexili siRNA.

Obrazek (A) znazornuje experiment. Tti 5',3'Fetézce obsahujici 21 nukleotidl se paruji s osmi
3'5'etézei siRNA. V pripadé siRNA se zménila délka jejich 3'-konce. Piesah 3'-konce 5',3'
fetézce siRNA tvori 1 nukleotid (B), 2 nukleotidy (C) nebo 3 nukleotidy (D), zatimco presah
3'5'etézce siRNA se méni v piipad¢ kazdé série. Jsou oznaCeny sekvence duplexii siRNA a
odpovidajici poméry interference.

Obrazek ¢. 13 znazoriuje variace délky duplexti siRNA s chranénymi ptesahy 3'-konce
obsahujici 2 nukleotidy.

Obrazek (A) znazornuje experiment. Duplex siRNA obsahujici 21 nukleotidi vykazuje shodnou
sekvenci se sekvenci zobrazenou na obrazku ¢. 11H nebo 12C. Duplexy siRNA se prodlouzily na
3'—konci 3',5'fetézce siRNA (B) nebo na 5'-konci 3',5'fetézce siRNA (C).

Obrazek ¢. 14 znazomuje substituci 2'-hydroxylovych skupin rib6zovych zbytkli siRNA.

2'-hydroxylové skupiny (OH) v fetézcich duplexi siRNA se nahradily 2'-deoxyskupinou
oznacenou (d) nebo 2'-O-metylovou skupinou oznacenou (Me). 2'—deoxysubstituce 2 a
4 nukleotidi na 3'-koncich jsou oznaceny jako 2-nt d respektive 4-nt d. Zbytek uridinu je
nahrazen 2'—deoxytymidinem.

Obrazek ¢. 15 zobrazuje mapovani S§tépeni 3',5' a 5'3'Tetézcl cilové RNA duplexy siRNA
obsahujicimi 21 nukleotidii s pfesahy na 3'-konci obsahujicimi 2 nukleotidy.

(A) Grafické znazornéni 3',5' a 5'3'fetézcii RNA a duplexii siRNA s &epickou znacenou 2P
(hvézdicka). Poloha §tépeni 3',5" a 5',3'Tetézcl cilové RNA je oznaCena trojuhelniky nad a pod
duplexy siRNA.

(B) Mapovani mist §tépeni cilové RNA. Po dvou hodinach inkubace 10 nM cilové nukleové
kyseliny se 100 nM duplexem siRNA v lyzatu embryi organizmu D. melanogaster se substrat
zna¢eny na 5'-konci ¢epickou a produkty §tépené na 5'-konci rozdélily v sekvenacnich gelech.
Markery délky se vytvofily ¢astecnym §tépenim za pouziti RNazy T1 (T1) a ¢astecnou alkalickou
hydrolyzou (OH-) cilové RNA. Tlusté ¢ary na levé stran¢ znazoriuji oblast krytou fetézci siRNA
1 a 5 se stejnou orientaci jako je cil.

Obrazek €. 16 znazoriiuje 5'-konec fidici siRNA, ktery definuje polohu §tépeni cilové RNA.

Obrazky (A), (B) znazornuji strategii experimentu. 5',3'fetézec siRNA byl stejny jako ve vSech
duplexech siRNA, ale pocet nukleotida v 3',5' fetézci kolisal mezi 18 az 25 podle zmén 3'—konce
(A) nebo mezi 18 az 23 nukleotidy pii zménach 5'—konce (B). Poloha §tépeni na 3'.5' a
5'3'fetézcich cilové RNA je oznacena trojuhelniky nad a pod duplexy siRNA. Obrazek (C) a (D)
zobrazuje analyzu §tépeni cilové RNA za pouziti 3',5' (horni panel) nebo 5',3' fetézce (spodni
panel) cilové RNA znacené Cepickou. Jsou zobrazeny pouze produkty stépeni na 5'-konci
znacen¢ CepiCkou. Jsou oznaCeny sekvence duplexti a délka 3',5' fetézcli siRNA je uvedena v
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horni ¢asti panelu. Kontrolni draha znaCena carkami v panelu (C) ukazuje cilovou RNA
inkubovanou v nepfitomnosti siRNA. Pouzité markery jsou ty popsané na obrazku ¢. 15. Sipky
ve spodni ¢asti panelu D ukazuji mista §tépeni cilové RNA, které se 1isi o jeden nukleotid.

Obrazek ¢. 17 zobrazuje variace sekvence presahu 3'-konce duplexti siRNA. Presah na 3'-konci
tvoteny 2 nukleotidy (NN, v Sedé barve) se zménil sekvenci a usporadanim, jak je uvedeno (T,
2'—deoxytymidin, dG, 2'-deoxyguanosin, hvézdicka, duplex siRNA divokého typu).
Normalizované poméry interferenci se stanovily zplisobem popsanym na obrazku ¢. 11.
Sekvence divokého typu je stejna, jako je znazornéno na obrazku ¢. 14,

Obrazek ¢. 18 znazoriuje sekvenéni specifitu rozeznavani cile. Sekvence nespravné parovanych
duplexti siRNA, upravenych segmentli sekvence nebo jednotlivych nukleotidi jsou podtrzeny
Sedou barvou. Referen¢ni duplex (ref) a duplexy siRNA 1 az 7 obsahuji 2'-deoxytymidinove
pfesahy v délce 2 nukleotidti. Uginnost deaktivace referenéniho duplexu upraveného tymidinem
je srovnatelna se sekvenci divokého typu (obrazek ¢. 17). Normalizované poméry interference
jsou stejné jako ty uvedené na obrazku ¢. 11.

Obrazek ¢. 19 znazornuje variace délky duplexti siRNA se zachovanymi presahy na 3'-konci
obsahujicimi 2 nukleotidy.

Duplexy siRNA se prodlouzily ve sméru 3'-konce 3', S'’konce siRNA (A) nebo ve sméru 5'—
konce 3',5'fetézce siRNA (B). Oznaceny jsou sekvence duplexu siRNA a poméry interference. V
pripadé¢ bunck Hel.a SS6 se duplexy siRNA (v mnozstvi 0,84 png) cilenych na luciferazu GL2
transfekovaly spolu s plazmidy pGL2—Control a pRL-TK. Za ucelem porovnani se oznacily
aktivity RNAI in vitro duplexti siRNA testovanych v lyzatu organizmu D. melanogaster.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Interference RNA zprosttedkovana malymi syntetickymi RNA
1.1. Experimentalni postupy
1.1.1 RNA:i in vitro

RNAI in vitro a priprava lyzath se provedly postupem popsanym diive v textu (popisuje se v
publikaci Tuschl, T., Zamore, P. D., Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999) .
Targeted mRNA degradation by double—stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197,
Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—stranded RNA
directs the ATP—dependent cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33).
Dulezité je pouziti Cerstvé rozpusténé kreatinové kinazy (od firmy Roche) pro optimalni
regeneraci ATP. Testy translace RNAIi (Obrazek €. 1) se provedly s dsRNA v koncentraci 5 nM.
Prodlouzila se doba pre—inkubace na 15 minut, probiha pii teploté 25 °C a pak se pfidala in vitro
transkribovana, polyadenylovana mRNA Pp-luc s ¢epickou a reportni mRNA Rr-luc. Inkubace
pokracovala po dobu jedné hodiny a analyzovalo se relativni mnozstvi proteinu Pp—luc a Rr—luc
za pouziti dualniho luciferazového testu (od firmy Promega) a luminometru Monolight 3010C
(PharMingen).

1.1.2 Syntéza RNA
Za ucelem in vitro transkripce RNA z PCR templatii, které nesou promotorové sekvence T7 nebo
SP6 (popisuje se v publikaci Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (1998). Selection in vitro

of novel ribozymes from a partially randomized U2 and U6 snRNA library. EMBO J. 17, 2637-
2650) se pouzily standardni postupy. Synteticka RNA se pfipravila pouzitim fosforamidith
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expedicni RNA (od firmy Proligo). Oligonukleotidovy 3'adaptér se syntetizoval za pouZziti
dimetoxytrityl-l,4-benzendimetanolsukcinylaminopropyl-CPG.

Z oligoribonukleotidli se odstranila ochrana ve 3 ml 32% smg&si amoniak/etanol (v poméru 3/1)
po dobu 4 hodin pii teploté 55 °C (expedi¢ni RNA) nebo po dobu 16 hodin pii teploté 55 °C
(chimérické oligonukleotidy 3'a S'adaptorové DNA/RNA) a pak se odstranil silyl a provedla se
izolace na gelu, jak se popisuje v publikaci Tuschl, T., Ng, M. M., Pieken, W., Benseler, F., and
Eckstein, F. (1993). Importance of exocyclic base functional groups of central core guanosines
for hammerhead ribozyme activity. Biochemistry 32, 11658-11668. Transkripty RNA pro
pfipravu dsRNA zahrnujici dlouhé ptesahy 3'-konce se vytvorily z PCR templatu, ktery
obsahoval promotor T7 ve sméru 3'-5' a promotor SP6 ve sméru 5'-3'. Templaty transkripce pro
35" a  5'3%etézce cilové RNA  se  amplifikovaly za  pouziti  5'-primeru
GCGTAATACGACTCACTATAG AACAATTGCTTTTACAG (podtrzeny promotor T7) a 3'-
primeru ATTTAGGTGACACTATAGGCATAAAGAATTGAAGA (podtrzeny promotor SP6) a
linearizovany plazmid Pp—luc (sekvence pGEM-luc) se pouzil jako templat (popisuje se v
publikaci Tuschl, T., Zamore, P. D., Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted
mRNA degradation by double-stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197).
3'5'fetézec RNA pirepsany pomoci T7 obsahoval 177 nukleotidli se sekvenci Pp-luc mezi
pozicemi 113 a 273 vztazeno ke startovacimu kodonu a pak nasleduje 17 nukleotidt doplinku
sekvence promotoru SP6 na 3'-konci. Transkripty pro pfipravu dsRNA s tupym koncem se
ptipravily traskripci ze dvou rliznych produkt PCR, které obsahuji pouze jedinou promotorovou
sekvenci.

Teplotni hybridizace dsRNA se provedla za pouziti extrakce smési fenol/chloroform.
Ekvimolarni koncentrace 3',5' fetézce a 5°,3' fetézce RNA (50 nM az 10 uM v zavislosti na délce
a dostupném mnozstvi) v 0,3 M NaOAc (pH 6) se inkubovaly po dobu 30 sekund pfi teploté 90
°C a pak se extrahovala pfi teploté mistnosti se stejnym objemem smési fenol/chloroform a pak
nasleduje extrakce chloroformem, aby se odstranil zbytkovy fenol. Vysledna RNA se srazela
pfidanim 2.5 aZ 3 objemt etanolu. Pelet se rozpustil v lyza¢nim pufru (100 mM KCl, 30 ml
HEPES-KOH, pH 7.4, 2 mM Mg(OAc). a kvalita dsRNA se¢ ovéfila standardni elektroforézou na
agarozovém gelu v 1x koncentrovaném pufru TAE. Dvoufetézcova RNA obsahujici 52 part bazi
s presahy 3'-konci, které obsahuji 17 a 20 nukleotidii (obrazek €. 6) se teplotné hybridizovaly
inkubaci po dobu 1 minuty pfi teploté 95 °C. Smés se pak rychle ochladila na teplotu 70 °C a
nechala se pomalu chladnout na teplotu mistnosti po dobu 3 hodin (50 pl reakci pro teplotni
hybridizaci, fetézec v koncentraci 1 uM, 300mM NaCl, 10mM Tris—HCl, pH 7.5).
Dvouftetézcova RNA se pak extrahovala ve smési fenol/chloroform, srazela se etanolem a
rozpustila se v lyzacnim pufru.

Transkripce RNA, ktera je vnitiné radioaktivné znacena pomoci P a pouZiva se pro piipravu
dsRNA (obrazky ¢. 2 a 4), se provedly za pouziti ImM ATP, CTP, GTP, 0,1 nebo 0,2 mM UTP a
0,2 az 0,3 uM **P-UTP (3000 Ci/mmol) nebo piislusného poméru vhodného pro radioaktivné
znaceny nukleosidtrifosfat jiny nez UTP. Znaceni cilovych RNA cepickou se uskutecnilo
zpusobem popsanym shora v textu. Pak se cilova RNA ¢istila na gelu.

1.1.3 Mapovéani mist §t€peni

Standardni reakce RNA se provedly pre—inkubaci 10 nM dsRNA po dobu 15 minut. Pak
nasleduje pridani 10 nM cilové RNA znacené ¢epickou. Reakce se zastavila po uplynuti dalSich 2
hodin (obrazek ¢. 2A) nebo 2,5 hodin inkubace (obrazek ¢. 5B a 6B) s porteinazou K (popisuje se
v publikaci Tuschl, T., Zamore, P. D., Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999).
Targeted mRNA degradation by double—stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197).
Vzorky se pak analyzovaly na 8% mnebo 10% sekvena¢nim gelu. Duplexy syntetické RNA
obsahujici 21 a 22 nukleotidl se pouzily v konecné koncentraci 100 nM (zobrazeno na obrazku ¢.
5B).
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1.1.4 Klonovani RNA obsahujici pfiblizn¢ 21 nukleotid

RNA obsahujici 21 nukleotidli se pfipravila inkubaci radioaktivné znacené dsRNA v lyzatu
organizmu Drosophila v neptitomnosti cilové RNA (objem reakéni smési je 200 pl, doba
inkubace 1 hodina, 50 nM dsPlll nebo 100 nM dsP52 nebo dsP39). Reakéni smés se nasledné
osetfila proteinazou K (popisuje se v publikaci Tuschl, T., Zamore, P. D., Lehmann, R., Bartel,
D. P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted mRNA degradation by double—stranded RNA in vitro.
Genes & Dev. 13, 3191-3197) a produkty zpracovani dsRNA se oddélily na denatura¢nim 15%
polyakrylamidovém gelu. Vyftizl se pruh zahrnujici rozmezi velikosti alesponn 18 az 24
nukleotidd, eluoval se do 0,3 M NaCl v zkumavce potazené silikonem pfti teploté 4 °C pies noc.
RNA se ziskala srazenim ectanolem a defosforylovala se (objem reakéni smési je 30 ul, doba
inkubace je 30 minut, teplota reakce je 50 °C a pouzilo se 10 jednotek alkalické fosfatazy od
firmy Roche). Reakce se zastavila extrakci smési fenol/chloroform a RNA se pak srazela
etanolem. Oligonukleotid 3'adaptoru (pUUUaaccgcatecttctex: velkd pismena, RNA; mala
pismena, DNA; p, fosfat; x, 4-hydroxymetylbenzyl) se pak ligoval do defosforylované RNA
obsahujici ptiblizné¢ 21 nukleotid (objem reakéni smési je 20 pl, trvani reakce je 30 minut,
teplota reakce je 37 °C, pouzil se 3'adaptér v koncentraci 5 uM, 50 mM Tris—HClL, pH 7,6, 10
mM MgClz, 0,2 mM ATP, 0,1 mg/ml acetylované BSA, 15 % DMSO, 25 jednotek RNA ligazy
T4 (od firmy Amersham—Pharmacia) (popisuje se v publikaci Pan, T. and Uhlenbeck, O. C.
(1992). In vitro selection of RNAs that undergo autolytic cleavage with Pb**, Biochemistry 31,
3887-3895). Ligacni reakce se zastavila pfidanim stejného objemu smési 8 M mocoviny/50 mM
EDTA a nanesla se pfimo do 15% gelu. Vytézek ligace byl vyssi nez 50 %. Produkt ligace se
ziskal z gelu a jeho 5'-konec se fosforyloval (objem reakce je 20 ul, reakéni doba je 30 minut,
reakéni teplota je 37 °C, pouzil se 2mM ATP, 5 jednotek T4 polynukleotidové kinazy, NEB).
Fosforylacni reakce se zastavila extrakci smési fenol/chloroform a RNA se ziskala srazenim v
etanolu. 5'adaptér (tactaatacgactcactAAA: velka pismena RNA; mala pismena, DNA) se ligoval
do fosforylovan¢ho ligacniho produktu, jak se popisuje shora v textu. Novy liga¢ni produkt se
Cistil na gelu a eluoval se z prouzkd gelu v pfitomnosti primeru pro reverzni transkripci
(GACTAGCTGGAATTCAAGGATGCGGTTAAA:  vyraznéné je misto rozeznavané
restrikénim enzymem Eco RI) uZivaného jako nosi¢. Po reverzni transkripci (objem reakéni
smési je 15 pl, reakéni doba je 30 minut, reakéni teplota je 42 °C, pouzilo se 150 jednotek
reverzni transkriptazy Superscript Il od firmy Life Technologies) nasleduje PCR pouzivajici jako
5" primer sekvenci CAGCCAACGGAATTCATACGACTCACTAAA (zvyraznéné je misto
rozeznavané restrikénim enzymem Eco RI) a 3'RT primer. Produkt PCR se ¢istil extrakei smési
fenol/chloroform a pak se srazel etanolem. Produkt PCR se pak §tépil restrikénim enzymem Eco
RI (NEB), za pouziti T4 DNA ligazy vznikaly konkatamery (ve vysoké koncentraci, NEB).
Konkatamery v rozmezi velikosti 200 az 800 parti bazi se odd¢lily na agar6zovém gelu s nizkou
teplotou tani. Z gelu se ziskaly standardni metodou roztaveni gelu a fenolovou extrakei a srazely
se etanolem. Nesparované konce se vyplnily inkubaci s Taq polymerazou za standardnich
podminek po dobu 15 minut pii teploté¢ 72 °C a produkt DNA se piimo ligoval do vektoru
pCR2.1-TOPO za pouziti klonovaci sady TOPO TA (Invitrogen). Kolonie se hodnotily za
pouziti PCR a M13-20 a M13 reverznich sekvenacnich piiméri. Produkty PCR se piimo
sekvenovaly (sekvenovani se provedlo na zakazku v instituci Sequence Laboratories Gottingen
GmbH, Némecko). Jeden klon v priméru obsahoval 4 az 5 21-mernich sekvenci.

1.1.5 Analyza 2D-TL.C

Stépeni nukledzou P1 radioaktivné znadené na gelu izolované siRNA a analyza 2D-TLC se
provedla zplisobem popsanym v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D.
P. (2000). RNAi: Double-stranded RNA directs the ATP—dependent cleavege of mRNA at 21 to
23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33. Stépeni nukleazou T2 se provedlo v reakénim objemu
10 pl pii teploté 50 °C po dobu 3 hodiny v 10 mM acetatu sodném (hodnota pH je 4,5) za pouZziti
tRNA v koncentraci 2 pg/ul a 30 jednotek ribonukleazy T2 (od firmy Life Technologies).
Migrace neradioaktivné znacenych standardli se stanovila stinénim UV zafeni. Identita
nukleosid—3",5-difosfatl se potvrdila spole¢nou migraci produktl $tépenych T2 se standardy
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piipravenymi 5'-*?P—fosforylaci bé&znych nukleosid-3'-monofosfatd za pouziti y—32P-ATP a
polynukleotidové kinazy T4 (data nejsou uvedena).

1.2 Vysledky a diskuze
1.2.1 Pozadavky délky pti zpracovani dsRNA na fragmenty RNA obsahujici 21 a 22 nukleotidil

Lyzaty pfipravené ze syncitialnich embryi organizmu D. melanogaster umoziuji RNAI in vitro a
poskytuji novy nastroj biochemické analyzy mechanizmu RNAI (popisuje se v publikaci Zamore,
P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2 000). RNAi: Double-stranded RNA directs the
ATP—dependent cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33 a Tuschl,
T., Zamore, P. D., Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted mRNA
degradation by double—stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197). Analyza in vitro a
in vivo pozadavkd na délku dsRNA pro RNAi ukézala, Ze kratké dsRNA (kratsi nez 150 parQ
bazi) jsou mén¢ ucinné nez delsi dsRNA pii degradaci cilové mRNA (popisuje se v publikaci
Caplen, N. J., Fleenor, J., Fire, A., and Morgan, R. A. (2000). dsRNA-mediated gene silencing in
cultured Drosophila cells: a tissue culture model for the analysis of RNA interference, gene 252,
95-105, Hammond, S. M., Bernstein, E., Beach, D., and Hannon, G. J. (2000). An RNA—directed
nuclease mediates post—transcriptional gene silening in Drosophila cells. Nature 404, 293-296,
Ngo, H., Tschudi, C., Gull, K., and Ullu, E. (1998). Double—stranded RNA induces mRNA
degradation in Trypanosoma brucei. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 95, 14687-14692 a Tuschl, T.,
Zamore, P, D., Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted mRNA degradation
by double—stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197). Dlvody sniZené G¢innosti pii
redukci mRNA nejsou znamy. Proto se testovaly pfesné pozadavky na délku dsRNA pfi
degradaci cilové RNA za optimalizovanych podminek v lyzatu organizmu Drosophila (popisuje
se v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—
stranded RNA directs the ATP-dependent cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals.
Cell 101, 25-33). Syntetizovalo se n€kolik sérii dsRNA a smeéruji se proti reportni RNA
luciferaze svétlusek (Pp—luc). Specifické potlaceni exprese cilové RNA se sledovalo dualnim
luciferazovym testem (popisuje se v publikaci Tuschl, T., Zamore, P. D., Lehmann, R., Bartel, D.
P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted mRNA degradation by double-stranded RNA in vitro.
Genes & Dev. 13, 3191-3197) (zobrazeno na obrazku ¢. 1A a 1B). Detekovala se specificka
inhibice exprese cilové RNA v piipadé dsRNA, ktera obsahuje 38 parQi bazi. Dvoufetézcova
RNA obsahujici 29 az 36 parii bazi neni v tomto procesu ué¢inna. Uginek nezavisi na cilové
poloze a stupni inhibice exprese mRNA Pp-luc vztazené k délce dsRNA. To znamena, Ze dlouha
dsRNA je ucinnéjsi ve srovnani s kratkou dsRNA.

Naznacuje se, Ze fragmenty RNA obsahujici 21 az 23 nukleotidi vytvotené zpracovanim dsRNA
jsou mediatory interference RNA a ko—suprese (popisuje se v publikaci Hamilton, A. J., and
Baulcombe, D. C. (1999). A species of small anti-sense RNA in posttranscriptional gene
silencing in plants. Scince 86, 950-952, Hammond, S. M., Bernstein, E., Beach, D., and Hannon,
G. J. (2000). An RNA-directed nuclease mediates post—transcriptional gene silening in
Drosophila cells. Nature 404, 293-296 a Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P.
(2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent cleavege of mRNA at 21 to 23
nucleotide intervals. Cell 101, 25-33). Proto se analyzovala rychlost tvorby fragmentl obsahujici
21 az 23 nukleotidli pro sadu dsRNA, které¢ obsahuji 501 az 29 pard bazi. Tvorba fragmentl
obsahujicich 21 az 23 nukleotidi v lyzatu organizmu Drosophila (zobrazeno na obrazku ¢. 2)
byla snadno detekovatelna v ptipadé dsRNA obsahujici 30 az 501 parQ bazi, ale byla podstatné
prodlouzena v piipadé dsRNA obsahujici 29 parG bazi. Toto pozorovani odpovida uloze
fragmentl obsahujicich 21 az 23 nukleotidi pfi fizeni §tépeni mRNA a poskytuje vysvétleni
nedostatecné RNAI v pfipadé¢ dsRNA obsahujici 30 parti bazi. Zavislost tvorby 21 az 23-méru na
délce, pravdépodobné odrazi biologicky relevantni fidici mechanizmus prevence neZadouci
aktivace RNAi kratkymi intramolekularnimi strukturami zalozenym na parovani bazi normalni
bunécné RNA.
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1.2.2 Dvouretézcova RNA obsahujici 39 parh bazi zprostredkovava stépeni cilové RNA v
jediném miste

Pridani dsRNA a cilové RNA, ktera obsahuje na svém 5'-konci Cepicku, do lyzatu organizmu
Drosophila vede ke sekvencné specifické degradaci cilové RNA (popisuje se v publikaci Tuschl,
T., Zamore, P. D., Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted mRNA
degradation by double—stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197). Cilova mRNA se
§tépi pouze v oblasti identity s dsSRNA. Rada cilovych mist §tépeni se oddélilo fragmenty
obsahujicimi 21 az 23 nukleotidil (popisuje se v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A.
and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent cleavege of
mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33). Oc¢ekavalo se, Ze pocet mist §tépeni v
ptipad¢ dané dsRNA zhruba odpovida délce dsRNA déleno 21. Mapovaly se cilova mista Stépeni
na pozitivni a negativni cilové RNA, ktera je radioaktivné znaCena na CepiCce (popisuje se v
publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—
stranded RNA directs the ATP-dependent cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals.
Cell 101, 25-33) (zobrazeno na obrazcich 3A a 3B). Stabilni produkty §tépeni na 5'-konci se
oddélily na sekvenacnim gelu a polohy mist §t€peni se urcily porovnanim s Zebtickem vzniklym
¢asteénym $tépenim RNazou T1 a alkalickou hydrolyzou cilové RNA.

V souladu s piedchozim pozorovanim (popisuje se v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp,
P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent
cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33) vSechna mista Stépeni
cilové RNA se nachazeji v oblasti identity s dsRNA. 3',5" nebo 5',3Tetézec cilové nukleové
kyseliny se §tépil pouze jednou pomoci dsRNA, ktera obsahuje 39 part bazi. Kazdé misto §tépeni
se nachazi 10 nukleotidd od 5%konce oblasti, kterou piekryva dsRNA (zobrazeno na obrazku ¢.
3B). Dvoutetézcova RNA obsahujici 52 part bazi, ktera sdili stejny 5'-konec s dsSRNA obsahujici
39 part bazi, produkuje vedle dvou mist slab§iho Stépeni, ktera lezi 21 a 24 nukleotidd
downstream od prvniho mista, stejné misto St€peni na 3',5'etézci cile lokalizované v poloze 10
nukleotid@ vzdalené od 5'-konce oblasti shodné s dsRNA. NesmysIny cil se §tépil pouze jednou
opét v misté vzdaleném 10 nukleotidd od 5'-konce oblasti pokryté dsRNA. Mapovani mist
Stépeni v piipadé dsRNA obsahujici 38 az 49 parQi bazi je zobrazeno na obrazku ¢. 1 a ukazuje, Z¢
prvni a prevladajici misto Stépeni se také nachazi 7 az 10 nukleotidd downstream od oblasti
pokryté¢ dsRNA (data nejsou zobrazena). To naznaCuje, Ze misto §tépeni cilové RNA je
stanoveno koncem dsRNA a je mozné predpokladat, ze zpracovani 21 az 23—-méru zacina od
konct duplexu.

Mista $tépeni 3',5' a 53" fetézel cile v pripadé dsRNA obsahujici 111 pard bazi jsou daleko
Castéjsi, nez se ocekavalo, a vétsina z nich se vyskytuje v blocich oddélenych 20 az 23 nukleotidy
(zobrazeno na obrazku ¢. 3A a 3B). V piipad¢ krat§i dsRNA prvni misto §tépeni na 3',5'Fetézci
cile je 10 nukleotidli od 5'-konce oblasti pokryté dsRNA a prvni misto §tépeni na 5',3' fetézci cile
se nachazi 9 nukleotidli od 5'-konce oblasti pokryté dsRNA. Neni jasné, co zplsobuje toto
nepravidelné $tépeni. Jednou moznosti vysvétleni je, Ze delsi dsSRNA se zpracovava ne pouze od
konce, ale také od prostiedku, nebo existuji nékteré determinanty specifity zpracovani dsRNA,
které nejsou zcela znamy. Diive se také zminovaly nékteré nepravidelnosti obsahujici 21 az 23
nukleotidli (popisuje se v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P.
(2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent cleavege of mRNA at 21 to 23
nucleotide intervals. Cell 101, 25-33). Aby se lépe porozumélo molekularnim zakladtm
zpracovani dsRNA a rozeznavani cilové RNA, analyzovaly se sekvence fragmentl obsahujici 21
az 23 nukleotidli zpracovanim dsRNA obsahujici 39, 52 a 111 parh bazi v lyzatu organizmu
Drosophila.

1.2.3 Dvouietézcova RNA se zpracovava za vzniku RNA obsahujici 21 a 22 nukleotidi
mechanizmem podobnym §tépeni RNazou 1
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Za ucelem charakterizovat fragmenty RNA obsahujici 21 az 23 nukleotidii se testovaly 5' a 3'-
konce fragmentl RNA. Oxidace jodistanem RNA izolovanych gelem obsahujici 21 az 23
nukleotidli nasledovana B—eliminaci indikovala pfitomnost terminalnich 2’ a 3'-hydroxylovych
skupin. 21 az 23—mery také odpovidaji na aplikaci alkalické fosfatazy, coz indikuje pfitomnost
fosfatové skupiny na 5'-konci. Piitomnost fosfatu na S'konci a hydroxylu na 3'konci naznacuje,
ze dsRNA by mohla byt zpracovavana enzymatickou aktivitou podobnou RNaze III organizmu
E. coli (popisuje se v publikaci Dunn, J. J. (1982). Ribonuclease III. In the enzymes, vol 15, part
B, P. D. Boyer ed. (New York: Academie Press), pp. 485-499, Nicholson, A. W. (1999).
Function, mechanism and regualtion of bacterial ribonuclease. FEMS Microbiol. Rev. 23, 371-
390, Robertson, H. D. (1990). Escherichia coli ribonuclease III. Methods Enzymol. 181, 189—
202, Robertson, H. D. (1982). Escherichia coli ribonuclease 111 cleavage sites. Cell 30, 669—672).

Rizené klonovani fragmentti RNA obsahujici 21 az 23 nukleotidfi se provedlo ligaci nukleotidu 3'
a S'adaptoru k izolovanym 21 az 23-mérlim za pouziti T4 RNA ligazy. Ligacni produkty se
reverzn¢ piepsaly, amplifikovaly se pomoci PCR, konkatamerizovaly se, klonovaly se a
sekvenovaly se. Sekvenovalo se vice jak 220 RNA, které se ziskaly zpracovanim dsRNA
obsahujicich 39, 53 a 111 parQ bazi (zobrazeno na obrazku ¢. 4A). Zjistilo se, Ze rozloZeni délek
je nasledujici: 1 % 18 nukleotidli, 5 % 19 nukleotidti, 12 % 20 nukleotidl, 45 % 21 nukleotidd,
28 % 22 nukleotidt, 6 % 23 nukleotidi a 2 % 24 nukleotidii. Analyza sekvence 5'-terminalnich
nukleotidli zpracovavanych fragmentl ukazala, Ze oligonukleotidy s 5' guanosinem jsou
zastoupeny mén¢ ¢asto. Tento trend s nejvétsi pravdépodobnosti zptsobuje RNA ligaza T4, ktera
potlacuje 5' fosforylovany guanosin, jako donorovy oligonukleotid. Na 3'-konci se nepozoroval
7adny podstatny trend, co se tyka zastoupeni sekvenci. Rada fragment(l obsahujicich piiblizng 21
nukleotidi ziskanych z 3'-koncli pozitivniho nebo negativniho fetézce duplextt zahrnuji 3'
nukleotidy, které se ziskaly adici nukleotidl béhem syntézy RNA za pouziti RNA polymerazy
T7. Také se klonoval podstatny pocet endogennich RNA organizmu Drosophila obsahujici
ptiblizné 21 nukleotidl, n€které z nich pochazi z retrotranspozonii LTR a z transpozond, které
ngjsou z LTR (data nejsou zobrazena). To odpovida mozné uloze RNAi pii deaktivaci
tranzpozond.

RNA obsahujici 21 nukleotidi se objevuji v klustrovanych skupinach (zobrazeno na obrazku ¢.
4A), které piekryvaji celé sekvence dsRNA. Reakce zjevné stépi dsRNA, pricemz zanechava
uspotadané 3'-konce, coz je dals$i charakteristika $t€épeni RNazou III. V piipadé dsRNA o
velikosti 39 parli bazi se nasli dva bloky RNA obsahujici pfiblizné 21 nukleotidli z kazdého
fetézce skladajiciho se z dsRNA zahrnujici pirekryvajici se 3'-konce. Jestlize fragmenty
obsahujici pfiblizné 21 nukleotidd byly pfitomny jako jednotetézcové tidici RNA v komplexu,
ktery zprostredkovava degradaci mRNA, je mozné predpokladat, Ze existuji alespon dvé cilena
mista §tépeni. CoZ neni tento piipad. To naznacuje, Ze RNA obsahujici piiblizné 21 nukleotidd
muze byt pfitomna ve form¢ dvoutetézcové RNA v endonukleazovém komplexu, ale pouze jeden
z fetézcl se miiZze pouzit pro rozeznavani a stépeni cilové RNA. Pouziti pouze jednoho z fetézch
obsahujiciho 21 nukleotidl pro cilené §t€peni miize byt jednoduSe urceno orientaci, ve které je
duplex obsahujici 21 nukleotidii vazan k nukleazovému komplexu. Tato orientace je definovana
smérem, ve kterém se zpracovava piivodni dsRNA.

Klustery obsahujici 21-mery pro dsRNA obsahujici 52 part bazi a 111 pard bazi jsou méné
dobfe definované, kdyz se porovnavaji s dsRNA obsahujicimi 39 pari bazi. Clustery jsou
rozprostreny do oblasti obsahujici 25 az 30 nukleotid, které s nejvetsi pravdépodobnosti
reprezentuji nékolik odlisnych subpopulaci duplex obsahujicich piiblizn¢ 21 nukleotidi, a proto
fidi $tépeni v nékolika mistech, které lezi blizko sebe. Tyto oblasti §tépeni jsou stale oddéleny
intervaly 20 az 23 nukleotidd. Pravidla urcujici, jak je mozné zpracovat béZznou dsRNA na
fragmenty obsahujici 21 nukleotidli, nejsou jesté znama, ale uz se pozorovalo, Ze mista $tépeni
obsahujici pfiblizné 21 az 23 nukleotidd je mozné zménit za pouZziti uridind (popisuje se v
publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—
stranded RNA directs the ATP-dependent cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals.
Cell 101, 25-33). Specifita §tépeni dsRNA pomoci RNazy Il organizmu E. coli se jevi byt
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hlavn¢ fizena antideterminanty. To znamend, Ze jsou vylouCeny nékteré specifické pary bazi v
danych polohach vztaZzenych k mistu §tépeni (popisuje se v publikaci Zhang, K., and Nicholson,
A. W. (1997). Regulation of ribonuclease III processing by double-helical sequence
antideterminants. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 94, 13437-13441).

Aby se testovalo, zda ve zpracovanych fragmentech RNA obsahujicich pfiblizné 21 nukleotidd
jsou pritomny Upravy cukerné slozky, baze nebo Cepicky, inkubovaly se radioaktivné znacené
dsRNA Pp-luc obsahujici 505 parti bazi v lyzatu po dobu jedné hodiny, izolovaly se produkty
obsahujici ptiblizné 21 nukleotidi a §tépily se nukleazou P1 nebo T2 na mononukleotidy. Smés
nukleotidli se pak analyzovala chromatografii 2D na tenké vrstvé (zobrazeno na obrazku ¢. 4B).
Jak se ukazalo, na zakladé §tépeni pomoci P1 nebo T2, nebyl upraven zadny ze Ctyt ptirozenych
ribonukleotidii. Diive se analyzovala pfeména adenozinu na inozin ve fragmentech obsahujicich
ptiblizné 21 nukleotidl (po 2 hodinach inkubace) a detekoval se maly rozsah deaminace (mensi
nez 0,7 %) (popisuje se v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P.
(2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent cleavege of mRNA at 21 to 23
nucleotide intervals. Cell 101, 25-33). Kratsi inkubace v lyzatu (1 hodina) redukovala tuto
inosinovou frakci na sotva detekovatelnou hladinu. RNaza T2, ktera S§tépi 3'-konec
fosfodiesterové vazby, produkovala nukleosid—3'—fosfat a nukleosid-3',5'-difosfat, ¢imz se
indikuje pfitomnost monofosfatu na 5'-konci. Detekovaly se vSechny ¢tyfi nukleosid—3',5'-
difosfaty a naznacuje se, ze internukleotidova vazba byla §tépena s malou nebo Zadnou sekvenéni
specifitou. Lze shrnout, ze fragmenty obsahujici piiblizné 21 nukleotidli nejsou upraveny a
vytvorily se z dsRNA tak, Ze 5'-monofosfaty a 3'-hydroxyly byly pfitomny na 5'—konci.

1.2.4 St&peni cilové RNA zprostiedkované syntetickymi RNA, které obsahuiji 21 a 22 nukleotidd

Analyza produktii zpracovani dsRNA ukazuje, Ze fragmenty obsahujici piiblizné 21 nukleotidd
jsou vytvoreny reakci se vSemi charakteristikami S$t€peni RNazou III (popisuje se v publikaci
Dunn, J. J. (1982). Ribonuclease III. In the enzymes, vol 15, part B, P. D. Boyer ed. (New York:
Academie Press), pp. 485-499, Nicholson, A. W. (1999). Function, mechanism and regualtion of
bacterial ribonuclease. FEMS Microbiol. Rev. 23, 371-390, Robertson, H. D. (1990).

Escherichia coli ribonuclease III. Methods Enzymol. 181, 189-202, Robertson, H. D. (1982).
Escherichia coli ribonuclease III cleavage sites. Cell 30, 669-672). RNaza III §tépi oba fetézce
dsRNA, pficemZ vznikaji dva presahy na 3'koncich obsahujici ptiblizné 2 nukleotidy. Chemicky
se syntetizovaly RNA obsahujici 21 a 22 nukleotidd, jejichz sekvence je shodna s nékterym z
klonovanych fragmentli obsahujici pfiblizné¢ 21 nukleotidi a testovala jejich schopnost
zprostiedkovat degradaci cilové RNA (zobrazeno na obrazcich ¢. 5A a 5B). Duplexy RNA
obsahujici 21 a 22 nukleotidl se inkubovaly v koncentracich 100 nM v lyzatu v desetkrat vySsich
koncentracich nez kontrolni dsRNA obsahujici 52 parQ bazi. Za uvedenych podminek Stépeni
cilové RNA je snadno detekovatelné. Snizeni koncentrace duplexii obsahujicich 21 a 22
nukleotidi ze 100 nM na 10 nM stale zplsobuje §tépeni cilové RNA. ZvySenim koncentrace
duplextt ze 100 nM na 1000 nM vsak dale nezvySuje Stépeni cile, coz je pravdépodobné
zptsobeno omezenim proteinového faktoru v lyzatu.

Na rozdil od dsRNA obsahujici 29 nebo 30 part bazi, které nezprostiedkovavaji RNAi, dsSRNA
obsahujici 21 a 22 nukleotidd s presahem na 3'-koncich, jenz obsahuji 2 az 4 nukleotidy,
zprostredkovavaji i€¢innou degradaci cilové RNA (duplexy 1, 3, 4. 6, zobrazeno na obrazku ¢. SA
a 5B). U dvoutetézcové RNA obsahujici 21 nebo 22 nukleotidd s tupymi konci (duplexy 2, 5a 7,
zobrazeno na obrazcich 5A a 5B) se redukovala jeji schopnost degradovat cil a ukazuje se, Ze
pfesahujici 3'-konce jsou dllezité pii rekonstituci komplexu RNA-proteinova nukleaza.
Jednoftetézcové presahy mohou byt nutné k dosaZeni navézani s vysokou afinitou duplexu, ktery
obsahuje piiblizn¢ 21 nukleotidl, na slozky proteinu. Fosfat na 5'-konci, ackoliv je pfitomen po
zpracovani dsRNA, neni nutny pro zprostiedkovani Stépeni cilové RNA a kratké syntetické RNA
ho neobsahuji.
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Syntetické duplexy obsahujici 21 a 22 nukleotidd, které fidi §tépeni pozitivniho stejné jako
negativniho cile v oblasti pokryté kratkym duplexem. To je dblezity vysledek zvazujici, Ze
dsRNA obsahujici 39 parh bazi, ktera tvofi dva pary klustrti fragmentti obsahujici pfiblizné 21
nukleotidli (zobrazeno na obrazku ¢. 2), s$tépi 3',5' nebo 5',3' fetézec cile pouze jednou nebo
dvakrat. Tento vysledek se da interpretovat tak, Ze pouze jeden ze dvou fetézcl piitomny v
duplexu obsahujicim 21 nukleotidi je schopen ftidit §tépeni cilové RNA a orientace duplexu
obsahujiciho pfiblizn¢ 21 nukleotidii v nukleazovém komplexu se stanovi pocatecnim smérem
zpracovani dsRNA. Prezentace uz spravné zpracovaného duplexu obsahujiciho piiblizné 21
nukleotidli systému in vitro vSak neumozni tvorbu aktivniho nukleazového komplexu
specifického pro sekvenci se dvéma moznymi orientacemi symetrického duplexu RNA. To vede
ke Stépeni 35" fetézce stejné jako 53" fetézce cile v oblasti identity s duplexem RNA
obsahujicim 21 nukleotidu.

Misto §tépenti cile se nachazi 11 nebo 12 nukleotidii downstream od prvniho nukleotidu, ktery je
komplementarni s fidici sekvenci obsahujici 21 nebo 22 nukleotidd. To znamena Ze misto Stépeni
je blizko stfedu oblasti pokryté RNA obsahujici 21 nebo 22 nukleotidi ( zobrazeno na obrazcich
¢. 4A a 4B). Nahrazeni 3',5' fetézce duplexu obsahujiciho 22 nukleotidi dvéma nukleotidy
(porovnani duplex® 1 a 3 na obrazku ¢. 5A) nahradilo misto §tépeni pouze 5',3' fetézce dvéma
nukleotidy. Nahrazeni 3',5' a 5',3' fetézce dvéma nukleotidy posunulo obé mista §tépeni o dva
nukleotidy (porovnani duplexti 1 a 4) . Predpoklada se, ze bude mozné navrhnout par RNA
obsahujici 21 nebo 22 nukleotidi, aby $tépily cilovou RNA skoro v libovolné dané poloze.

Specifita §tépeni cilové RNA ftizeného RNA, ktera obsahuje 21 a 22 nukleotidl, se jevi byt
vysoka, protoZe se neobjevilo Zadné jiné misto $tépeni (zobrazeno na obrazku ¢. 5B). M¢lo by se
vSak poznamenat, Ze nukleotidy pfitomné v presahu 3'-konce duplexu RNA obsahujicim 21 a 22
nukleotidli mohou pfispivat k rozeznavani substratu méné nez nukleotidy vyskytujici se blizko
mista $tépeni. Tato skute¢nost je zaloZena na pozorovani, Ze nukleotid blize 3'—konce v piesahu
na 3'-konci aktivnich duplexdi 1 nebo 3 (zobrazeno na obrazku €. SA) neni komplementarni s
cilem. Nyni je mozné provést velmi snadno detailni analyzu specifity RNA za pouziti
syntetickych RNA obsahujicich 21 a 22 nukleotidd.

Na zaklad¢ diikazu, Ze syntetické RNA obsahujici 21 a 22 nukleotidi s presahujicimi 3'konci
zprostredkovavaji interferenci RNA, se navrhl nazev RNA, které obsahuji pfiblizné 21
nukleotidl, a to "kratké interferujici RNA" nebo "siRNA" a pro komplex RNA—protein "kratka
interferujici ribonukleoproteinova castice” nebo siRNP.

1.2.5 Ptesahy 3'-konce obsahujici 20 nukleotidii v kratkych dsRNA inhibuji RNAi

Ukazalo se, ze zpracovani kratkych dsRNA s tupym koncem se za¢ina na koncich. Béhem nasi
studie zavislosti dsRNA pii RNAi na délce se také provedla analyza dsRNA s piesahy na 3'-
koncich, které obsahuji 17 az 20 nukleotidt a zjistilo se, Ze jejich aktivita je niz$i ve srovnani s
dsRNA s tupymi konci. Inhibi¢ni G€¢inek dlouhych 3'-konct se uz popsal v piipadé dsRNA
obsahujicich az 100 pari bazi, ale je méné dramaticky v piipadé delsich dsRNA. Uginek neni
zptsoben nespravnym uspofadanim dsRNA, coz se zjistilo na zaklad¢ gelové analyzy (data
nejsou uvedena). Testovalo se, zda inhibi¢ni G¢inky dlouhych pfesahujicich 3'-konch by se
mohly pouZit, jako nastroj pfi pfimém zpracovani dsRNA na pouze jeden ze dvou konci
kratkého RNA duplexu.

Syntetizovaly se Ctyfi kombinace modelu dsRNA obsahujici 52 parti bazi s tupymi konci,
prodlouzeni 3'-konce pouze pozitivniho fetézce, prodlouZeni 3'-konce pouze negativniho fetézce
a prodlouzeni 3'-konce obou fetézcli, a po inkubaci v lyzatu se mapovala mista $tépeni cilové
RNA (zobrazeno na obrazku ¢. 6A a 6B). KdyZ se prodlouZzil 3'-konec 5'.3' fetézce duplexu, z
315" fetézce cile se ztratilo prvni a pfevladajici misto §tépeni 3',5'fetézce cile a naopak, kdyz se
prodlouzil 3'-konec 3',5' fetézce duplexu ztratilo se silné §tépici misto 5',3' fetézce. Prodlouzeni
3'—koncl obou fetézch vede k deaktivaci dsRNA obsahujici 52 pard bazi. Jedno vysvétleni
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deaktivace dsRNA prodlouzenim 3'konce na pfiblizn¢ 20 nukleotidl je existence proteind, které
se vazi na jednotetézcovou RNA a které mohou interferovat s jednim z faktorli zpracovani
dsRNA na 3'konci. Stejny vysledek se ziskal i v naSem modelu, kde pouze jeden z fetézcii
RNA, se definuje smérem reakce zpracovani dsRNA. Je pravdépodobné, Ze piitomnost
upravenych 3'-koncli mlize umoznit uspotadani komplexu. Zablokovani 3'-konce 3',5' fetézce
umozni pouze zpracovani dsRNA od protilehlého 3'-konce 5'3" fetézce. To naopak tvoii
komplexy siRNP, ve kterych pouze 5'.3'fetézec duplexu siRNA je schopen tidit Stépeni 3.5’
fetézce cilové RNA. Stejné to probiha v opacné situaci.

Slabsi inhibi¢ni t¢inek dlouhého prodlouzeni 3'—konce v pripadé delSich dsRNA (obsahuji 500
parti bazi nebo vice, data nejsou uvedena) naznacuje, Ze dlouhd dsRNA miize také obsahovat
vnitini signaly zpracovani dsRNA nebo se mohou zpracovat soucinné na zakladé spojeni vice
faktorti §tépeni.

1.2.6 Model stépeni mRNA tizeného dsRNA

Na zakladé novych biochemickych poznatkil se vytvofil novy model znazoriujici zplisob cileni
dsRNA na mRNA za tcelem destrukce (zobrazeno na obrazku ¢. 7). Dvoufetézcova RNA se
nejdiive zpracuje na kratké duplexy RNA s pievladajici délkou 21 a 22 nukleotidd a s
upravenymi 3'-konci. Tento zplisob odpovida reakci podobné plisobeni RNazy 111 (popisuje se v
publikaci Dunn, J. J. (1982). Ribonuclease III. In the enzymes, vol 15, part B, P. D. Boyer ed.
(New York: Academie Press), pp. 485499, Nicholson, A. W. (1999). Function, mechanism and
regualtion of bacterial ribonuclease. FEMS Microbiol. Rev. 23, 371-390, Robertson, H. D.
(1990). Escherichia coli ribonuclease III. Methods Enzymol. 181, 189-202, Robertson, H. D.
(1982). Escherichia coli ribonuclease III cleavage sites. Cell 30, 669-672). Na zaklad¢ délky
fragmentll zpracované RNA, které obsahuji 21 az 23 nukleotidd, se spekuluje, ze aktivita
podobna RNaze III se podili na RNAi (popisuje se v publikaci Bass, B. L. (2000). Doble—
stranded RNA as a template for gene silencing. Cell 101, 235-238, Bosher, J. M. and Labouesse,
M. (2000)). Tuto hypotézu dale podporuje skutecnost, Ze pritomnost 5'-fosfatli a 3 hydroxyld na
koncich siRNA je mozné také pozorovat u reakénich produktt RNazy I1I (popisuje se v publikaci
Dunn, J. J. (1982). Ribonuclease III. In the enzymes, vol 15, part B, P. D. Boyer ed. (New York:
Academie Press), pp. 485-499, Nicholson, A. W. (1999). Function, mechanism and regualtion of
bacterial ribonuclease. FEMS Microbiol. Rev. 23, 371-390, Robertson, H. D. (1990). Escherichia
coli ribonuclease III. Methods Enzymol.

181, 18 9-202). Ukazalo se, Ze bakterialni RNaza III a jeji eukaryontni homology Rntlp v
organizmu S. cerevisiace a Paclp v organizmu S. pombe funguji pti zpracovani ribozomalni RNA
stejn¢ dobie jako snRNA a snoRNA (popisuje se napiiklad v publikaci Chanfreau, G., Buckle,
M., and Jacquier, A. (2000). Recognition of a conserved class of RNA tetraloops by
Saccharomyces cerevisiae Rnase III. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 97, 3142-3147).

Pouze malo je znamo o biochemii homologlh RNazy 111 pochazejici z rostlin, zvifat nebo ¢lovéka.
Stanovily se dvé rodiny enzymi RNazy Il pfevazné sekvencni analyzou za pouziti databaze
nebo klonovanim cDNA. Prvni rodina RNaz 111 je reprezentovana proteinem drosha organizmu
D. emlanogaster, ktery obsahuje 1 327 aminokyselin (pfistupové ¢islo AF116572). C—konec je
tvoten se dvou oblasti RNaz 111 a jedné oblasti vazajici se na dsRNA, pficemz funkce N—konce
neni znama. Blizké homology je také mozZné najit u organizmu C. elegans (pfistupové cislo
AF160248) a u cloveka (piistupové cislo AF189011) (popisuje se v publikaci Filippov, V.,
Solovyev, V., Filippova, M., and Gill, S. S. (2000). A novel type of Rnase III family proteins in
eukaryotes. Gene 245, 213-221, Wu, H., Xu, H., Miraglia, L. J., and Crooke, S. T. (2000).
Human Rnase III is a 160 kDa Protein Involved in Preribosomal RNA Processing. J. Biol. Chem.
17, 17). Lidské RNaza III podobna proteinu drosha se klonovala a charakterizovala (popsiuje se v
publikaci Wu, H., Xu, H., Miraglia, L. J., and Crooke, S. T. (2000). Human Rnase III is a 160
kDa Protein Involved in Preribosomal RNA Processing. J. Biol. Chem. 17, 17). Gen se exprimuje
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v lidskych tkanich a bunéénych liniich a protein se nachazi v jadru a jadérku bunck. Na zakladé
vysledkli ziskanych ve studii nesmysIné inhibice, je moZné naznacit tilohu tohoto proteinu pii
zpracovani TRNA. Druhad tfida je reprezentovana genem KI12H4.8 organizmu C. elegans
(ptistupové Cislo S44849) kodujici protein obsahujici 1 822 aminokyselin. Tento protein obsahuje
motiv helikazy N—konce RNA, po kterém nasleduji 2 katalytické oblasti RNazy III a motiv
vhodny pro navazani dsRNA, coz odpovida rodiné RNazy III drosha. V organizmech, jako je S.
pombe (pfistupové ¢islo Q09884), A. thaliana (pfistupové Cislo AF187317), D. melanogaster
(pristupové cCislo AE003740) a c¢lovéka (AB028449) existuji blizké homology (popisuje se v
publikaci Filippov, V., Solovyev, V., Filippova, M., and Gill, S. S. (2000). A novel type of Rnase
IIT family proteins in eukaryotes. Gene 245, 213-221, Jacobsen, S. E., Running, M. P., and M.,
M. E. (1999). Disruption of an RNA helicase/Rnase III gene in Arabidopsis causes unregulated
cell division in floral meristems. Development 126, 5231-5243, Matsuda, S., Ichigotani, Y.,
Okuda, T., Irimura, T., Nakatsugawwa, S., and Hamaguchi, M. (2000). Molecular cloning and
characterization of a novel human gene (HERNA) which encodes a putative RNA-helicase.
Biochim. Biophis. Acta 31, 1-2). Komplex K12H4.8 RNaza Ill/helikaza je pravdépodobny
kandidat, ktery se podili na RNA..

Genetické testovani organizmu C. elegans identifikovalo rde—1 a rde—4 jako podstatné pii
aktivaci RNAI, aniz dojde k u¢inku na mobilizaci nebo potlaceni transpozonu (popisuje se v
publikaci Dernburg, A. F., Zalevsky, J., Colaiacovo, M. P., and Vileneuve, A. M. (2000).
Transgene—madiated cosuppression in the C. elegans germ line. Genes & Dev. 14, 1578-1583,
Ketting, R., and Plasterk., R. H. (2000). A genetic link between co—suppression and RNA
interference in C. elegans. Nature 404, 296-298, Grishok, A., Tabara, H., and Mello, C. C.
(2000). Genetic requirements for inheritance of RNAi in C. elegans. Science 287, 2494-497,
Tabara, H., Sarkissiean, M., Kelly, W. G., Fleenor, J., Grishok, A., Timmons, L., Fire, A., and
Mello, C. C. (1999). The erde—1 gene, RNA interference, and transposon silencing in C. elegans.
Cell 99, 123-132). Tyto skutec¢nosti vedou k vysloveni hypotézy, Ze tyto geny jsou dilezité pii
zpracovani dsRNA, ale nepodileji se na degradaci cilové mRNA. Funkce obou gentli neni znama.
Produkt genu rde—1 je ¢lenem rodiny proteindi podobnych krali¢cimu proteinu elF2C (popisuje se
v publikaci Tabara, H., Sarkissican, M., Kelly, W. G., Fleenor, J., Grishok, A., Timmons, L.,
Fire, A., and Mello, C. C. (1999). The erde—1 gene, RNA interference, and transposon silencing
in C. elegans. Cell 99, 123-132) a sekvence genu rde—4 neni jest¢ popsana. Biochemicka
charakterizace téchto proteinti by méla odhalit jejich molekularni funkei.

Zpracovani duplexi siRNA za¢ind od koncti obou dsRNA s tupymi konci nebo dsRNA s
kratkymi ptesahy na 3-konci (1 az 5 nukleotidii) a probiha v krocich piiblizn¢ 21 az 23
nukleotidi. Dlouhé upravené 3'-konce (obsahujici 20 nukleotid) kratkych dsRNA potlacuji
RNAI, pravdépodobné prostiednictvim interakce s proteiny, které se vazi na jednotetézcovou
RNA. Potlaceni RNAI jednofetézcovou oblasti, ktera lemuje kratkou dsRNA, a nedostatecna
tvorba siRNA z kratkych dsRNA obsahujici 30 parQ bazi muze vysvétlit, pro¢ strukturované
oblasti, kter¢ se ¢asto vyskytuji v mRNA, nevedou k aktivaci RNAi.

Predpoklada se, Ze proteiny zpracovavajici dsSRNA nebo jejich sada zlistavaji spojeny s duplexem
siRNA 1 po zpracovani. Orientace duplexu siRNA vii¢i uvedenym proteinlim urcuje, ktery z
komplementarnich fetézcti funguje pii fizeni degradace cilové RNA. Chemicky syntetizované
duplexy siRNA tidi $tépeni 35" stejné jako 5',3'fetézce cilové RNA, protoze jsou schopny se
spojit s komponenty proteind v jedné ze dvou moznych orientaci.

Zjisténi, ze syntetické duplexy siRNA obsahujici 21 a 22 nukleotidi se mohou pouzit pii 0¢inné
degradaci mRNA poskytuje novy nastroj pro sekvencné specifickou regulaci exprese genu pii
studiu funkce genti a biochemickych studiich. siRNA miiZze byt u¢inna v savcich systémech, kde
se dlouhd dsRNA nemtize pouzit k aktivaci odezvy PKR (popisuje se v publikaci Clemens, M. J.
(1997). PKR—-a protein kinase regulated by double—stranded RNA. Int. J. Biochem. Cell Biol. 29,
945-949). Jako takové tyto duplexy siRNA reprezentuji nova terapeuticka ¢inidla, ktera jsou
alternativou k nesmyslnym nebo ribozymovym terapeutickym ¢inidlam.
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Priklad 2: Interference RNA v lidskych tkanovych kulturach
2.1 Zptisoby
2.1.1 Pfiprava RNA

RNA obsahujici 21 nukleotidii se chemicky syntetizovaly za pouZiti fosforamiditl expedi¢ni
RNA a tymidinového fosforamiditu (od firmy Proligo, Némecko). Ze syntetickych
oligonukleotidll se odstranily ochranné skupiny a oligonukleotidy se Cistily na gelu (popisuje se v
ptikladu 1), pak nasleduje ¢iSténi pomoci kazety Pack C18 (Waters, Milford, MA, USA)
(popisuje se v publikaci Tuschl, T., Ng, M. M., Piecken, W., Benseler, F., and Eckstein, F. (1993).
Importance of exocyclic base functional groups of central core guanosines for hammerhead
ribozyme activity. Biochemistry 32, 11658-11668). Sekvence siRNA cilici luciferazu GL2
(pristupové Cislo X65324) a GL3 (pristupové ¢islo U47296) odpovidaly kédujicim oblastem 153
az 173 vztazeno k prvnimu nukleotidu startovaciho kodonu, siRNA cilici RL (ptistupové ¢islo
AF025846) odpovida oblasti 119 az 129 po startovacim kodonu. Delsi RNA se pfepsaly RNA
polymerazou T7 z produkti PCR, pak nasleduje ¢isténi na gelu a Sep—Pak. Dvoutetézcové RNA
GL2 nebo GL3 obsahujici 40 a 484 parh bazi odpovidalo poloze 113 az 161, respektive 113 az
596, které se vztahuji k poc¢atku translace. Dvouretézcova RNA RL obsahujici 50 a 501 para bazi
odpovida poloze 118 az 167, respektive 118 az 618. Templaty PCR vhodné pro syntézu dsRNA
cilené na humanizovany GFP (hG) se amplifikovaly z pAD3 (popisuje se v publikaci
Kehlenbach, R. H., Dickmanns, A. & Gerace, L. (1998). Nucleocytoplasmic shuttling factors
including Ran and CMR1 mediate nuclear export of NFAT In vitro. J. Cell Biol. 141, 863-874),
kde dsRNA hG obsahujici 50 a 501 parti bazi odpovida poloze 118 az 167, respektive poloze 118
az 618, vztazeno ke startovacimu kodonu.

V piipad¢ teplotni hybridizace siRNA se jednotlivé fetézce v koncentraci 20 pM inkubovaly v
hybridiza¢nim pufru (100 mM acetat draselny, 30 mM HEPES-KOH pfi hodnoté pH 7,4, 2 mM
acetat draselny) po dobu jedné minuty pii teploté 90 °C, pak nasleduje inkubace po dobu 1
hodiny pfi teploté 37 °C. V pripadé dsRNA obsahujici 50 a 500 pard bazi se inkubace pii teploté
37 °C prodlouzila pies noc a koncentrace fetézce v hybridizacni reakci byla 8,4 uM a 0,84 pM.

2.1.2 Bunéc¢na kultura

Bunky S2 se pomnozily v Schneiderové kultivacnim médiu vhodném pro kultivaci organizmu
Drosophila (Life Tachnologies) doplnéném 10 % FBS, penicilinem v koncentraci 100
jednotek/ml a streptomycinem v koncentraci 100 pg/ml, pii teploté 25 °C. Bunky 293, NIH/3T3,
HelLaS3, COS-7 se nechaly rlst pii teploté¢ 37 °C v Dulbeccoveé upraveném Eagle kultivacnim
médiu doplnéném 10 % FBS, penicilinem v koncentraci 100 jednotek v 1 mililitru a
streptomycinem v koncentraci 100 pug/ml. Bunky se pravidelné pasazovaly, aby se udrzely v
exponencialni fazi ristu. 24 hodin pred transfekei se buiiky z 80 % konfluentni oSetfily trypsinem
a fedily se v poméru 1:5 &erstvym kultivacnim médiem bez antibiotik (1 az 3 x 10° bunék/ml) a
prenesly se na desticky obsahujici 24 prohlubni (500 ul/ml). V piipadé bunck S2 se nepouzil
trypsin. Transfekce se provedla Cinidlem Lipofectamin 2000 (od firmy Life Technology)
postupem podle vyrobce vhodnym pro adherentni bunééné linie. Do jedné prohlubné se ptidal 1
ug pGL2—Control (od firmy Promega) nebo pGL.3—Control (od firmy Promega), 0,1 ug pRL-TK
(od firmy Promega) a 0,28 pg duplexu siRNA nebo dsRNA, které tvofi lipozomy. Konecny
objem smési v jedné prohlubni je 600 ul. Bunky se po transfekci inkubovaly 20 hodin. Exprese
luciferazy se nasledné sledovala dualnim luciferazovym testem (Promega). Uginnost transfekce v
ptfipad¢ savéi bunééné linie ko—transfekované 1,1 pg pAD3 kodujici hGFP a 0,28 pg invGL2
inGL2 siRNA se stanovila fluorescencni mikroskopii a byla 70 az 90 %. Reportni plazmidy se
amplifikovaly v buitkach XIL—1 Blue (Stratagene) a Cistily se za pouziti Qiagen EndoFree Maxi
Plasmid Kit.
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2.2 Vysledky a diskuze

Za G¢elem testovani, zda siRNA jsou také schopny zprostitedkovat RNAi v tkanovych kulturach,
se syntetizovaly duplexy siRNA obsahujici 21 nukleotidi a symetrické piesahy na 3'—konci, které
obsahuji 2 nukleotidy. Duplexy jsou fizeny proti reportnim genlim pochazejicim z Renilla
reniformis a dvéma sekventnim variantam luciferazy svétlusek (Photinus pyralis, GL.2 a GL3)
(zobrazeno na obrazku ¢. 8a, b). Duplexy siRNA se¢ transfekovaly spole¢né s kombinacemi
reportnich plazmidu pGL2/pRL nebo Pgl3/pRL. do bunck Schneider S2 organizmu D.
melanogaster nebo do sav€ich bunék za pouziti kationickych lipozomt. Aktivita luciferazy se
stanovila 20 hodin po transfekci. Ve vSech testovanych bunéénych liniich se pozorovala
specificka redukce exprese reportnich genii v pritomnosti ptibuznych duplexti siRNA (zobrazeno
na obrazku ¢. 9a az j). Absolutni sila exprese luciferazy zlstava ptekvapivé neménna, coz
indikuje nepfitomnost nezadoucich vedlejsich ucinkli zptisobenych duplexy RNA obsahujicich
21 nukleotidl (zobrazeno na obrazku ¢. 10a az d v pfipad¢ bun¢k Hel.a). V ptipadé bunck S2
organizmu D. melanogaster (zobrazeno na obrazku €. 9a, b) byla specificka inhibice luciferaz
uplna. V sav€ich bunkach, kde exprese reportnich genti byla 50 az 100nasobné¢ silnéjsi, specificka
suprese nebyla kompletni (zobrazeno na obrazku €. 9c aZ j). Exprese GL2 se redukovala 3krat az
12krat, exprese GL3 se redukovala 9krat az 25krat a exprese R se redukovala 1krat az 3krat,
jako odezva na piibuznou siRNA. V piipad¢ bunck 293 bylo cileni RL luciferazy pomoci siRNA
RL net¢inné, ackoli cile GI.2 a GL3 specificky odpovidaly (zobrazeno na obrazku ¢. 9i, j).
Skutecnost, Ze nedochazi k redukci exprese R v buiikach 293, miize byt zplisobena jejich 5—ti az
20~ti nasobné silngj§i expresi ve srovnani s libovolnou jinou testovanou bunéénou linii a/nebo
limitovanou pfistupnosti cilové sekvence zplsobenou sekundarni strukturou RNA nebo
asociovanymi proteiny. Specifické cileni luciferazy GL2 a GL3 ptibuznymi duplexy siRNA
indikuje, Ze RNAI také funguje v bunkach 293.

Presah na 3'-konci ve vSech duplexech siRNA obsahujici 2 nukleotidy s vyjimkou uGL2, se¢
skladal z 2'-deoxytymidinu. Substituce uridinu thymidinem v piesahu 3'-konce byla dobie
tolerovana v in vitro systému organizmu D. melanogaster a sekvence piesahu neni pro
rozeznavani cile rozhodujici. Vybral se tymidinovy ptesah, protoze se predpoklada, Ze zesiluje
rezistenci siRNA proti nukleazam obsazenym v kultiva¢nim médiu urCenym pro tkanové kultury
a v transfekovanych bunkach. siRNA GL2 upravené tymidinem byly v testovanych buné¢nych
liniich o trochu silngj§i ve srovnani s neupravenymi siRNA uGL2 (zobrazeno na obrazku €. 9a, c,
e, g, 1). Dalsi upravy nukleotidli obsaZzenych v piesahu na 3'-konci mohou byt vyhodné pfi
zavedeni a stabilité duplexti siRNA.

V ko-transfekenich experimentech se pouzily duplexy siRNA v koncentraci 25 nM s ohledem na
kone¢ny objem kultivacniho média vhodného pro tkanové kultury (zobrazeno na obrazku ¢.
9,10). Zvysujici se koncentrace siRNA az na hodnotu 100 nM nezesilila specifické u¢inky
deaktivace, ale ovlivnila ucinnost transfekce zptisobenou kompetici lipozomového pouzdieni
mezi plazmidovou DNA a siRNA (data nejsou uvedena). Snizeni koncentrace siRNA na hodnotu
1,5 nM nesnizila specificky u¢inek zhasinani (data nejsou uvedena), dokonce ani v piipad¢, kdy
siRNA byla pouze 2krat az 20krat koncentrovana ve srovnani s plazmidovou DNA. To ukazuje,
ze siRNA jsou velmi silna reakéni ¢inidla pro zprostfedkovani zhaseni genu a Ze siRNA jsou
ucinné v koncentraci, které jsou o nekolik fadl niz§i, nez jsou koncentrace aplikované u béznych
experimentt, pii kterych dochazi k nesmyslnému cileni genti nebo cileni ribozymovych gent.

Za UCelem sledovani ucinku delsich dsRNA na savci bunky, se pfipravily dsRNA ptibuzné
reportnich genfi obsahujici 50 a 500 parh bazi. Jako nespecifické kontroly se pouzily dsRNA z
humanizovaného Gfp (hG) (popisuje se v publikaci Kehlenbach, R. H., Dickmanns, A. & Gerace,
L. (1998). Nucleocytoplasmic shuttling factors including Ran and CMR1 mediate nuclear export
of NFAT In vitro. J. Cell Biol. 141, 863-874). V pripadé, Ze se dsRNA ko-transfekovaly ve
shodném mmozstvi (nikoliv koncentracich) s duplexy siRNA, exprese reportniho genu se silné a
nespecificky snizila. Tento ucinek se ilustroval jako piiklad v bunkach HelLa (zobrazeno na
obrazku 10 a az d). Absolutni luciferazové aktivity se nespecificky snizily desetkrat az dvacetkrat
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pomoci dsRNA obsahujici 50 parti bazi a 20 az 200krat ko—transfekci dsRNA obsahujici 500
part bazi. Podobné nespecifické uCinky se pozorovaly v ptipadé bunck COS-7 a NIH/3T3. V
ptipadé¢ bunck 293 se pozorovala 10—ti nasobna az 20-ti nasobna redukce pouze v piipade
dsRNA obsahujici 500 parli bazi. Nespecifické sniZeni exprese reportniho genu pomoci dstNA
obsahuji vice jak 30 part bazi se o¢ekava jako Cast interferonové odezvy.

Navzdory silnému nespecifickému zvySeni exprese reportniho genu, je moZzné opakovatelné
detekovat dalsi sekvencné specifickou deaktivaci zprostfedkovanou dsRNA. Specifické G¢inky
deaktivace jsou zjevné pouze, kdyz se relativni aktivity reportniho genu normalizovaly s
kontrolami dsRNA hG (zobrazeno na obrazku ¢. 10e az ). Ve tfech dalSich testovanych sav¢ich
bunéénych liniich se pozorovalo dvojnasobné az desetinasobné snizeni odezvy na piibuznou
dsRNA (data nejsou uvedena). Specifické deaktivacni ucCinky dsRNA (obsahujici 356 az 1 662
parti bazi) byly uz zminovany v piipadé¢ bunék CHO-K1, ale mnoZstvi dsSRNA nutné pro detekci
dvojnasobné az ctyfnasobné redukce bylo priblizné dvacetkrat vyssi nez v nasSich experimentech
(popisuje se v publikaci Ui-Tei, K., Zenno, S., Miyata, Y. & Saigo, K. (2000). Sensitive assay of
RNA interference in Drosophila and Chinese hamster cultured cells using firefly luciferase gene
as target. FEBS Letters 479, 79-82). Také buiky CHO-K1 nevykazuji silnou interferonovou
odezvu. V jiné publikaci se popisuje testovani RNAi v buikach 293, NIH/3T3 a BHK-21 za
pouziti reportnich kombinaci luciferaza/lac a dsRNA specifické pro lacZ obsahujici 829 part bazi
nebo dsRNA nespecifické pro GFP obsahujici 717 part bazi (popisuje se v publikaci Caplen, N.
J., Fleenor, J., Fire, A., and Morgan, R. A. (2000). dsRNA—mediated gene silencing in cultured
Drosophila cells: a tissue culture model for the analysis of RNA interference, gene 252, 95-105,
Hammond, S. M., Bernstein, E., Beach, D., and Hannon, G. J. (2000)). Selhani detekce RNAi
mlze byt v tomto piipad¢ zplisobeno méné citlivym testem luciferaza/lacZ a rozdilem délky
cilové a kontrolni dsRNA. Uvedené vysledky ukazuji, ze ucinek deaktivace neni lehké detekovat,
jestlize interferonovy systém se aktivuje dsRNA, ktera obsahuje vice jak 30 pard bazi.

Poprvé se prokazala deaktivace genu v savCich bunkach zprostiedkovana siRNA. Pouziti
kratkych siRNA je velkym pfislibem pro deaktivaci funkce genu v lidskych tkanovych kulturach
a pro vyvoj genové specifickych terapeutickych ¢inidel.

Priklad 3: Specificka inhibice genové exprese interferenci RNA
3.1 Materialy a metody
3.1.1 Piiprava RNA a test RNAi

Chemickou syntézu RNA, hybridizaci a testy RNAi zaloZené na luciferaze je mozné provést
zptsobem popsanym v piikladech 1 nebo 2 nebo v diive zminovanych publikacich Tuschl, T.,
Zamore, P. D., Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted mRNA degradation
by double—stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197 a Zamore, P. D., Tuschl, T,
Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP—dependent
cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33. VSechny duplexy siRNA
jsou smérovany proti luciferaze svétlusek a sekvence mRNA luciferazy se ziskaly z pGEM-luc
(GenBank, pristupové c¢islo X65316), jak se popisuje v publikaci Tuschl, T., Zamore, P. D.,
Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted mRNA degradation by double—
stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197. Duplexy siRNA se inkubovaly v reakéni
smési pro RNAi D. melanogaster/translaci po dobu 15 minut a pak se ptidala mRNA. Testy
RNAIi zaloZené na translaci se provedly alespon tiikrat.

Za ucelem mapovani Stépeni pozitivni cilové RNA se vytvofil transkript obsahujici 177
nukleotidi odpovidajici sekvenci luciferazy svétlusek mezi polohami 113 az 273 vztazeno k
startovacimu kodonu, pak nasleduje doplnék obsahujici 17 nukleotidi sekvence promotoru SP6.
Za ucelem mapovani §tépeni 53" fetézce cilové RNA se vytvori transkript obsahujici 166
nukleotidi z templatu, ktery se amplifikoval podle sekvence plazmidu pouzitim PCR pomoci
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S'primeru TAATACGACTCACTATAGAGCCCATATCGTTTCATA (podtrzen promotor T7) a
3—primeru  AGAGGATGGAACCGCTGG. Cilova sekvence odpovida dopliku sekvence
luciferazy svétlusek mezi polohami 50 az 215 vztazeno vici startovacimu kodonu. Guanylyl
tranferazové znaceni se provedlo zpiisobem, ktery se popisuje v publikaci Zamore, P. D., Tuschl,
T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP-—
dependent cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33. Za Uc¢elem
mapovani §tépeni cilové RNA se duplex siRNA v koncentraci 100 nM inkuboval s cilovou RNA
v koncentraci 5 az 10 nM v lyzatu embryi organizmu D. Melanogaster za standardnich podminek
(popisuje se v publikaci Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNA::
Double—stranded RNA directs the ATP-dependent cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide
intervals. Cell 101, 25-33) po dobu 2 hodiny pii teploté 25 °C. Reakce se zastavila pfidanim 8
objemi pufru proteinazy K (200 mM Tris—HCI pH 7,5, 25 mM EDTA, 300 mM NaCl, 2%
(hmotnost/objem) dodecylsulfatu sodného). Pfidala se proteinaza K (rozpusténa ve vodé, od
firmy E.M. Merck) tak, aby jeji konecna koncentrace byla 0,6 mg/ml. Reakéni smés se
inkubovala po dobu 15 minut pfi teplot€¢ 65 °C, extrahovala se smési fenol/chloroform/-
isoamylalkohol (v poméru 25:24:1) a srazela se tiemi objemy etanolu. Vzorky se nanesly na 6%
sekvenacni gely. Standardy délky se ziskaly casteCnym Stépenim RNazou T1 a castenou
bazickou hydrolyzou pozitivnich nebo negativnich RNA znacenych ¢epickou.

3.2 Vysledky
3.2.1 Variace ptfesahu 3'-konce v duplexech siRNA obsahujicich 21 nukleotidd

Jak se popisuje shora v textu 2 nebo 3 neparované nukleotidy na 3'—konci duplexti siRNA jsou
ucinnéjsi pii degradaci cilové RNA ve srovnani s duplexy s tupymi konci. Za Gc¢elem uskutecnéni
obsahlejsi analyzy funkce terminalnich nukleotidd se syntetizovalo pét pozitivnich siRNA
obsahujicich 21 nukleotidd, kazdy je vyjadien jednim nukleotidem vztaZzenym k cilové RNA, a 8
negativnich siRNA obsahujicich 21 nukleotidl, kazdy je vyjadien jednim nukleotidem
vztazenym k cili (zobrazeno na obrazku ¢. 11A). Kombinovanim 3',5'a 5',3" fetézcli siRNA se
vytvorilo osm sérii duplexd siRNA se syntetickymi presahujicimi konci, které pokryvaji rozmezi
7 nukleotidl pfesahu na 3 1konci a 4 nukleotidy pfesahu na 5'-konci. Interference duplexdi siRNA
se méfila pouzitim dualniho luciferazového testu (popisuje se v publikaci Tuschl, T., Zamore, P.
D., Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A. (1999). Targeted mRNA degradation by double—
stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-3197, Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and
Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—stranded RNA directs the ATP-dependent cleavege of
mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33). Duplexy siRNA jsou ur¢eny pro RNA
luciferazy svétlusek a jako vnitini kontrola se pouzila mRNA Renilla reniformis. Pomér
luminiscence cilové a kontrolni luciferazové aktivity se stanovil na zéklad¢ pritomnosti duplexu
siRNA a normalizoval se vi¢i poméru pozorovanému za nepiitomnosti dsRNA. Za ucelem
srovnani jsou pomery interference dlouhych dsRNA (obsahuji 39 az 504 parQ bazi) zobrazeny na
obrazku ¢. 11B. Interferencni poméry se stanovily v koncentracich 5 nM v piipadé dlouhych
dsRNA (zobrazeno na obrazku ¢. 11A) a v koncentraci 100 nM v piipad¢ duplexi siRNA
(popisuje se na obrazku ¢. 11c¢ az j). Koncentrace siRNA 100 nM se vybrala, protoze uplné
zpracovani dsRNA obsahujici 504 parti bazi v koncentraci 5 nM povede k vytvofeni 120 nM
duplexti siRNA.

Schopnost duplextt siRNA obsahujicich 21 nukleotidd zprostfedkovat RNAi zavisi na poctu
presahujicich nukleotidii nebo vytvofenych parh bazi. Duplexy se Ctyfmi az Sesti presahujicimi
nukleotidy 3'-konce nejsou schopny zprostfedkovat RNAi (zobrazeno na obrazku ¢. 11c az f) na
rozdil od duplexti se dvéma nebo vice nukleotidy presahu 5'-konce (zobrazeno na obrazku €. 11g
az j). Duplexy s presahy 3'-konce obsahujici 2 nukleotidy byly pfi zprostiedkovani interference
RNA nejucinnéjsi, ackoliv ucinnost zhaseni genu je také zavisla na sekvenci. V piipadé
rozdilnych duplext si RNA s piesahy na 3'-konci obsahujici 2 nukleotidy se pozoroval az 12—ti
nasobny rozdil (porovnani je zobrazeno na obrazku ¢. 11d az h). Duplexy s tupymi konci
obsahujici 1 nukleotid v pfesahu 5'-konce nebo 1 az 3 nukleotidy v ptfesahu 3'—konce, byly v
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nekterych pripadech funk¢ni. V pripadé duplexu siRNA se 7 nukleotidy v piesahu 3'—konce se
pozoroval maly deaktiva¢ni ucinek (zobrazeno na obrazku ¢. 11c), coz mize byt zplisobeno
antisense uc¢inkem dlouhého presahu 3'—konce, spiSe nez RNAi. Porovnani uc¢innosti RNAi mezi
dlouhou dsRNA (obrazek ¢. 11B) a nejucinnéjsimi duplexy siRNA obsahujicimi 21 nukleotidd
(zobrazeno na obrazku €. 1le, g, h) indikuje, Ze jediny duplex siRNA v koncentraci 100 nM
muze byt stejné u¢inny jako dsRNA obsahujici 504 parti bazi v koncentraci 5 nM.

3.2.2 Variace dé¢lky 3',5'fetézce siRNA parovanou s invariantou 5',3'fetézce siRNA obsahujici 21
nukleotidti

Za U¢elem zkoumat ucinek délky siRNA na RNAI, se pfipravily 3 séric duplexti siRNA
kombinovanim tfi 5',3" fetézcli obsahujici 21 nukleotidd s osmi 3',5' fetézci obsahujici 18 az
25 nukleotidil. Pfesah 3'konce 5',3'fetézce siRNA se fixoval na poctu 1, 2, nebo 3 nukleotidy v
kazdé sérii duplexi siRNA, zatimco 3',5' fetézec siRNA na jejim 3'-konci se ménil (zobrazeno na
obrazku ¢. 12A). Nezavisle na délce 3',5'fetézce siRNA se zjistilo, Ze duplexy s 2 nukleotidy v
presahu 3'—konce 5',3'fetézce siRNA (zobrazeno na obrazku ¢. 12¢) jsou vice aktivni nez duplexy
obsahujici 1 nebo 3 nukleotidy v pfesahu 3'—konce (zobrazeno na obrazku ¢. 12b, d). V prvnich
sériich, které obsahuji 1 nukleotid v pfesahu 3'-konce 5',3'fetézce siRNA, duplexy s 3',5'fetézcem
siRNA obsahujici 21 a 22 nukleotidi nesouci 1 a 2 nukleotidy v piesahu 3'—konce 3',5'fetézce
siRNA, byly nejvice aktivni. Duplexy s 3',5'fetézcem siRNA obsahujici 19 az 25 nukleotidi jsou
také schopny zprostiedkovat RNAI, ale v men§im rozsahu. Podobn¢ ve druhych sériich se dvéma
nukleotidy v pfesahu 5',3'fetézce siRNA duplex siRNA obsahujici 21 nukleotidi s piesahem 3'-
konce obsahujicim 2 nukleotidy byl nejvice aktivni a libovolna jina kombinace pozitivni siRNA
obsahujici 18 az 25 nukleotidl byla dostatecné aktivni. V poslednich sériich se 3 nukleotidy v
pfesahu 3'-konce 5',3'Tetézce siRNA byl pouze duplex 3',5Tetézce siRNA obsahujici 20
nukleotidi a 2 nukleotidy v pfesahu 3'-konce schopen zeslabit expresi cilové RNA. Vysledky
ukazuji, Ze délky siRNA stejné jako délka presahu 3'—konce jsou dilezité a Ze duplexy siRNA
obsahujici 21 nukleotidt s 2 nukleotidy v ptesahu 3—konce jsou optimalni pro RNAi.

3.2.3 Variace délky duplexti siRNA s konstantnim presahem 3'-konce obsahujici 2 nukleotidy

Testoval se u¢inek soucasnych zmén délky obou fetézcl siRNA udrzovanim symetrickych
presahti 3'-konce obsahujici 2 nukleotidy (zobrazeno na obrazku ¢. 13A). Pripravily se dveé série
duplexti siRNA, které zahrnuji duplex siRNA obsahujici 21 nukleotidi zobrazenych na obrazku
¢. 11H. Délka duplext kolisa mezi 20 az 25 pary bazi. Segment paru bazi se prodluZzuje na svém
3'—konci 3',5'fetézce siRNA (zobrazeno na obrazku ¢, 13B) nebo na 3'-konci 5',3'fetézce siRNA
(zobrazeno na obrazku ¢. 13c¢). Duplexy obsahujici 20 az 23 part bazi zplsobily specifickou
represi cilové luciferazové aktivity, ale duplex siRNA obsahujici 21 nukleotidt byl alespon 8krat
ucinngjsi nez libovolny jiny duplex. Duplexy siRNA obsahujici 24 a 25 nukleotidi nezplisobuji
zadnou interferenci. Sekvencné specifické ucinky byly mizivé, protoze variace obou koncl
duplexu vykazovaly podobné ucinky.

3.2.4 Duplexy siRNA upravené 2'-deoxyskupinou a 2'-O-metylovou skupinou

Za ucelem hodnoceni dllezitosti zbytkl ribozy siRNA pii RNAI se testovaly duplexy s siRNA
obsahujici 21 nukleotidi a 2 nukleotidy v pfesahu 3'-konce s fetézci upravenymi 2'-
deoxyskupinou nebo 2' -O-metylovou skupinou (zobrazeno na obrazku ¢. 14). Substituce 2
nukleotidli presahli 3'-konce 2'-deoxynukleotidy neméla Zadny ucinek, a dokonce nahrazenim
dvou dalsich ribonukleotidd, které sousedi s piesahy v parované oblasti vznikly podstatné aktivni
siRNA. Osm ze 42 nukleotidii duplexu siRNA se nahradilo zbytky DNA, aniz doslo ke ztraté
aktivity. Uplna substituce jednoho nebo obou fetézcti siRNA zbytkii s 2'-deoxyskupinou
eliminovala RNAI stejné jako substituce zbytky s 2'-O—metylovou skupinou.
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3.2.5 Definice mist $t€peni cilové RNA

Polohy stépeni cilové RNA v piipadé duplexd siRNA obsahujicich 22 nukleotidd a 21
nukleotidi’22 nukleotidii byly uz dfive stanoveny. Zjistilo se, Ze poloha §tépeni cilové RNA se
nachazi ve stfedu oblasti pokryté duplexem siRNA, coz je 11 nebo 12 nukleotidd downstream od
prvniho nukleotidu, ktery je komplementarni s fidici sekvenci siRNA obsahujici 21 nebo 22
nukleotidli. Pét rozdilnych duplexti siRNA obsahujicich 21 nukleotidi s pfesahem na 3'-konci
obsahujicim 2 nukleotidy (zobrazeno na obrazku ¢. 15A) se inkubovalo s 3, 5' nebo 53
fetézcem cilové RNA znacenou na 5'-konci ¢epickou v lyzatu organizmu D. melanogaster
(popisuje se v publikaci Tuschl, T., Zamore, P. D., Lehmann, R., Bartel, D. P. and Sharp, P. A.
(1999). Targeted mRNA degradation by double—stranded RNA in vitro. Genes & Dev. 13, 3191-
3197, Zamore, P. D., Tuschl, T., Sharp, P. A. and Bartel, D. P. (2000). RNAi: Double—stranded
RNA directs the ATP—dependent cleavege of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101,
25-33). Produkty Stépeni na 5'-konci se rozdélily na sekvena¢nim gelu (zobrazeno na obrazku €.
15B). Mnozstvi §tépeného 3'S'Tetézce cilové RNA koreluje s ucinnosti duplexti siRNA
stanovenou Vv testu zaloZeném na translaci a duplexy siRNA 1, 2 a 4 (zobrazeno na obrazku ¢.
15B a 11H, G, E) stépi cilovou RNA rychleji nez duplexy 3 a 5 (zobrazeno na obrazku ¢. 15B a
11F, D). Soucet radioaktivity produktu §tépeni na 5'-konci a vstupujici cilové RNA nebyl
konstantni a produkty §tépeni 5'-konce se nehromadily. Produkty §tépeni uvolnéné z komplexu
siRNA—endonukleaza se rychle degraduji, coz je zplisobeno koncem poly(A) Cepicky na 5'-
konci.

Mista $tépeni pro 3'.5" a 5',3' fetézec cilové RNA se nachazi ve stfedu oblasti pokryté duplexy
siRNA. Mista S§tépeni kazdého cile produkovaného 5 rlznymi duplexy se li§i jednim
nukleotidem. Cile se §tépily pfesn¢ 11 nukleotidli downstream cilové polohy komplementarni s
nukleotidem na 3'-konci sekvencné komplementarni fidici siRNA (zobrazeno na obrazku €. 15A,
B).

Za ucelem stanovit, zda S'nebo 3'-konec fidicich siRNA udava métitko pro §tépeni cilové RNA,
se navrhla strategic experimentli zobrazenych na obrazku ¢. 16A a B. 5'3'Yetézec siRNA
obsahujici 21 nukleotiddi, které se pro ucely této studie neménily, se parovaly s 3.5 fetézcem
siRNA, které se upravovaly na svém 5' nebo 3'-konci. Poloha §tépeni 3',5' a 5',3'fetézce cilové
RNA se stanovila zplisobem popsanym shora v textu. Zmény na 3'-konci 3',5Tetézce siRNA se
sledovaly v pfipadé 1 nukleotidu pfesahu na 5'-konci az 6 nukleotidd piesahu na 3'-konci
neovlivnily polohu §tépeni 3',5' ani 5',3'fetézce cilové RNA (zobrazeno na obrazku ¢. 16C).
Zmény na 5'-konci 3',5'fetétce siRNA neovlivigji §t€peni 3',5'fetézce cilové RNA (zobrazeno na
obrazku ¢. 16D, horni ¢ast), coz se oCekavalo, protoze 5',3'fetézec siRNA zistal beze zméen.
Stépeni 5',3'%etézce cilové RNA bylo ovlivnéno a silné zavisi na 5'-konci 3',5%etézce siRNA
(zobrazeno na obrazku €. 16D, spodni panel). 3',5%etézec cile se §tépil pouze, kdyz 3'S'etézec
siRNA obsahoval 20 nebo 21 nukleotidd, pticemZ poloha $tépeni se 1isi jednim nukleotidem, coz
naznacuje, ze 5'-konec sady siRNA rozeznavajici cil je méfitkem pro §tépeni cilové RNA.
Poloha $tépeni se nachazi mezi nukleotidem 10 a 11, kdy se po¢itd ve sméru upstream od
cilového nukleotidu, ktery tvofi par s poslednim nukleotidem na 5-konci fidici siRNA
(zobrazeno také na obrazku ¢. 15A).

3.2.6 U¢inky sekvence a substituce 2'-deoxyskupiny v piesahu 3'-konce

Dva nukleotidy pfesahu 3'-konce jsou vyhodné pro fungovani siRNA. Zkoumalo se, zda
sekvence presahujicich nukleotidil se podili na rozeznavani cile nebo zda je pouze rysem nutnym
pro rekonstituci endonukledazového komplexu (RISC nebo siRNP). Syntetizovaly se 3',5Fetézec a
5',3'fetézec siRNA s piesahy AA, CC, GG, UU a UG na 3'-konci a zahrnovaly apravy TdG a TT
2'—deoxyskupinou. siRNA divokého typu obsahoval AA v pfesahu 3'-konce 3',5' fetézce a UG v
presahu 3'-konce 5'3Tetézce (AA/UG). VSechny duplexy siRNA jsou v testu interference
funk¢ni a zeslabuji expresi cile alesponi Skrat (zobrazeno na obrazku ¢. 17). Nejucinngjsi duplexy
siRNA, které redukovaly cilovou expresi vice jak desetkrat obsahovaly sekvenci typu NN/UG,
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NN/UU, NN/TdG a NN/TT (N, libovolny nukleotid). Duplexy siRNA s pfesahem 3'-konce
5"3'etézce siRNA AA, CC nebo GG byly 2krat az 4krat mén¢ aktivni ve srovnani se sekvenci
divokého typu UG nebo s mutantem UU. Toto sniZeni G¢innosti RNAi je pravdépodobné
zptsobeno ucasti predposledniho nukleotidu na 3'-konci v sekvencéné specifickém rozeznavani
cile, pficemz 3'-terminalni nukleotid se zménil z G na U bez jakéhokoliv G¢inku.

Zmény v sekvenci presahu 3'-konce v 3',5'fetézci siRNA neukézaly zadné ucinky v zavislosti na
sekvenci, coz se ocekavalo, protoze 3',5'fetézec siRNA se nesmi podilet na rozpoznavani 3', 5'
fetézce cilové mRNA.

3.2.7 Sekvencni specifita rozeznavani cile

Za ucelem testovat sekven¢ni specifitu rozeznavani cile se zavedly zmény sekvence do
parovanych segmentli duplexti siRNA a stanovila se uc¢innost deaktivace. Zmény sekvence se
zavedly obracenim kratkych segmentd v délce 3 nebo 4 nukleotidii nebo jako bodové mutace
(zobrazeno na obrazku ¢. 18). Zmény sekvenci v jednom fetézci siRNA se kompenzuji v
komplementarnim fetézci siRNA, aby se zabranilo poruSeni parovani bazi struktury duplexu
siRNA. Sekvence vSech presahti 3'-koncti s 2 nukleotidy byla TT (T, 2'-deoxytymidin), coz
snizuje naklady na syntézu. Referencni duplex siRNA obsahujici sekvenci TT/TT pusobi
srovnatelné pii RNAi s duplexem siRNA divokého typu se sekvenci AA/UG (zobrazeno na
obrazku €. 17). Schopnost zprosttedkovat destrukeci reportni mRNA se kvantifikovala pouZzitim
luminiscen¢niho testu zalozen¢ho na translaci. Duplexy siRNA se segmenty s obracenou
sekvenci vykazovaly dramaticky sniZenou schopnost cilit reportni gen luciferazy svétluSek
(zobrazeno na obrazku ¢. 18). Zmény sckvence lokalizované mezi 3'-koncem a stiedem
5",3'etézce siRNA zcela rusi rozeznavani cilové sekvence, ale mutace blizko 5'-konci 5',3'fetézce
siRNA vykazuji nizky stupen deaktivace. Transverze paru bazi A/U lokalizovanych piimo proti
predpokladanému mistu §tépeni cilové RNA nebo o jeden nukleotid dale od piedpokladaného
mista brani §tépeni cilové RNA, coz ukazuje, Ze jedind mutace v centru duplexu siRNA potlacuje
nespravné parovani cilt.

3.3 Diskuze

siRNA jsou dostupna reakéni Cinidla pro deaktivaci exprese genu, ne pouze v hmyzich bunkach,
ale také v sav¢ich bunkach, s velkym potencialem pro terapeutické aplikace. Systematicky jsme
analyzovali strukturni determinanty duplexti siRNA nutné k podpoie U¢inné degradace cilové
RNA v lyzatu embryi organizmu D. melanogaster, coz poskytuje pravidla pro vytvofeni
nejsilngjSich duplextt siRNA. Spravny duplex siRNA je schopen deaktivovat expresi genu s
ucinnosti srovnatelnou s dsRNA obsahujici 500 pard bazi, pficemz se pouziva srovnatelné
mnozstvi celkové RNA.

3.4 Pouziti siRNA

Duplexy siRNA u¢inné pii dekativaci jsou s vyhodou sloZeny z 3',5' fetézce siRNA obsahujiciho
21 nukleotidii a mély by se vybrat tak, aby tvofily dvousSroubovici obsahujici 19 pard bazi s
pfesahem na 3'-koncich obsahujicimi 2 nukleotidy. 2'-deoxy substituce 2 mnukleotidi
presahujicich ribonukleotidli na 3'-konci neovliviwje RNAI, ale pomaha snizovat naklady
syntézy RNA a mize zesilovat rezistenci duplext siRNA viici RNazam. Rozsahlejsi apravy 2'-
deoxyskupinou nebo 2'-O-metylovou skupinou vSak snizuji schopnost siRNA zprostifedkovat
RNAIi pravdépodobné interferenci proteinem, se kterym se spojuje za ucelem vytvoieni siRNAP.

Rozeznani cile je vysoce sekvencné specificky proces zprostiedkovany siRNA komplementarni s
cilem. Nukleotid na samém 3'-konci fidici siRNA se nepodili na specifité¢ rozeznavani cile,
zatimco predposledni nukleotid piesahu 3'-konce ovliviuje Stépeni cilové RNA a nespravné
parovani zeslabuje RNAi 2krat az 4krat. Skonec fidici siRNA ve srovnani s 3'-koncem se jevi
byt vice permisivni pro nespravné rozeznavani cilové RNA. Nukleotidy v centru siRNA
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lokalizované na druh¢ stran¢ mista §tépeni cilové RNA jsou dilezitymi determinanty specifity, a
dokonce zména jediného nukleotidu snizuje RNAi na nedetekovatelnou uroven. To naznacuje, Ze
duplexy siRNA jsou schopny potlacit mutanty nebo polymorfni alely v experimentech cileni
gendl, coz se mlze stat dileZitym rysem pii vyvoji terapeutickych ¢inidel.

3'.5"a 5',3'Fetézce siRNA, kdyZ jsou spojeny se slozkami proteinu endonukleazového komplexu,
maji odli§nou tlohu.

Relativni orientace duplexu siRNA v tomto komplexu definuje, ktery fetézec je mozné pouzit pii
rozeznavani cile. Syntetické duplexy siRNA vykazuji dvojcetnou symetrii s ohledem na
dvousroubovicovou strukturu, ale nikoli s ohledem na sekvenci. Spojeni duplexi siRNA s
proteiny RNAi v lyzatu organizmu D. melanogaster vede k vytvofeni dvou asymetrickych
komplexti. V takovém hypotetickém komplexu je chiralni prostredi odlisné pro 3',5' a 5',3'fetézec
siRNA vzhledem k jejich funkci. Piedpovéd obvykle neplati v piipade palindromickych sekvenci
siRNA nebo v pfipadé proteinl RNAI, které se mohou spojovat jako homodiméry. Aby se
minimalizovaly sekven¢ni G¢inky, které mohou ovlivnit pomér siRNP cilici 3',5" a 5',3' fetézec,
navrhuje se pouziti sekvenci siRNA se shodnymi sekvencemi presahti 3'-konce. Doporucujeme
upravit sekvenci pfesahu 3',5' fetézce siRNA na sekvenci presahu 3—-konce 5',3'fetézce siRNA,
protoze 3',5' fetézec siRNA nema v typickych deaktiva¢nich experimentech cil. Asymetrie pfi
rekonstituci siRNP mtiZze byt (¢astecné) odpovédna za variace v u¢innosti RNA1 pozorované pro
rlizné duplexy siRNA obsahujici 21 nukleotidd s pfesahy na 3—koncich obsahujici 2 nukleotidy
(zobrazeno na obrazku ¢. 14). V jiném pfipad¢é nukleotidova sekvence v cilovém misté¢ a/nebo
ptistupnost struktury cilové RNA miiZe byt zodpovédna za kolisani Gi€innosti v piipad¢ duplexi
siRNA.

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovana molekula dvoutetézcové RNA, kde kazdy fet€ézec RNA ma délku 19 az 25
nukleotidt, a alespon jeden fetézec ma 3'—koncovy piesah, ktery ma délku 1 az 5 nukleotidd, kde
tato molekula RNA je schopna cilové specifické interference RNA.

2. Molekula RNA podle naroku 1, kde 3'-koncovy presah ma délku 1 az 3 nukleotidy.

3. Molekula RNA podle kteréhokoli z naroki 1 a 2, kde 3'-koncovy pfesah je stabilizovan
proti degradaci.

4, Molekula RNA podle kteréhokoli z narokd 1 az 3, kterd obsahuje alesponi jeden
modifikovany nukleotidovy analog.

5. Molekula RNA podle naroku 4, kde modifikovany nukleotidovy analog je zvolen z
ribonukleotidd s modifikovanou cukernou slozkou nebo s modifikovanou kostrou.

6. Molekula RNA podle naroku 4 nebo 5, kde nukleotidovy analog je ribonukleotid s
modifikovanou cukernou slozkou, kde 2'-OH skupina je nahrazena skupinou vybranou ze
skupiny, zahrnujici vodik, OR, R, halogen, SH, SR, NH2, NHR, NR2 nebo CN, kde R znamena
alkyl, alkenyl nebo alkynyl o 1 az 6 atomech uhliku a halogenem je fluor, chlor, brom nebo jod,
nebo kde nukleotidovy analog je ribonukleotid s modifikovanou kostrou obsahujici
fosfothioatovou skupinu.

7. Molekula RNA podle kteréhokoli z narokd 1 az 6, jejiz sekvence ma shodu alesponn 70 % s
pfedem urcenou cilovou molekulou mRNA.
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8.  Zpusob pfipravy molekuly dvoutetézcové RNA podle kteréhokoliv z naroki 1 az 7,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje nasledujici kroky:

(a) syntetizuji se dva fetézce RNA, z nichz kazdy ma délku 19 az 25 nukleotidd, pficemZ tyto
fetézce RNA jsou schopné vytvoiit molekulu dvoutetézcové RNA,

(b) syntetizované fetézce RNA se kombinuji za podminek, kdy vznika molekula dvoufetézcové
RNA, ktera je schopna cilové specifické interference RNA.

9. Zpisob podle naroku 8, vyznadujici se tim, ze fetézce RNA se syntetizuji chemicky nebo se
fetézce RNA syntetizuji enzymaticky.

10. Zptsob in vitro zprostredkovani cilové specifické interference RNA v eukaryotické buice,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje nasledujici kroky:

(a) bunka se uvede do kontaktu s molekulou dvouietézcové RNA podle kteréhokoli z narokd 1 az
7 za podminek, pti nichZz miize dojit k cilove specifické interferenci RNA a

(b) zprostredkuje se cilove specificka modifikace nukleové kyseliny provedena touto dvou
fetézcovou RNA na cilové nukleové kyseling, kterd ma Cast sekvence v podstaté odpovidajici této
dvouftetézcové RNA.

11. Pouziti zphsobu in vitro podle naroku 10 pro stanoveni funkce genu v buiice nebo pro
modulaci funkce genu v burice.

12. Pouziti podle naroku 11, pfi némz je tento gen spojen s patologickym stavem.

13. Dvoufetézcova molekula RNA podle kteréhokoli z narokti 1 az 7 pro pouziti jako 1é¢ivo pro
modulaci funkce genu spojeného s patogenem, jako virového genu; nebo genu spojeného s
nadorem; nebo genu spojeného s autoimunitnim onemocnénim.

14. Farmaceuticky prostfedek, vyznadujici se tim, Ze jako svou uUc¢innou slozku obsahuje
alespon jednu molekulu dvoutetézcové RNA podle kteréhokoli z narokli 1 az 7 a farmaceuticky
nosic¢, pricemz molekula dvoutetézcové RNA je synteticka molekula RNA, a pficemz prostiedek
je prosty kontaminantti, vyskytujicich se v bunéénych extraktech.

15. Farmaceuticky prostredek, vyznadujici se tim, Ze jako svou uUc¢innou slozku obsahuje
alespoii jednu molekulu dvouretézcové RNA podle kteréhokoli z narokli 1 az 7 a farmaceuticky
nosic, pricemz molekula dvoutetézcové RNA je synteticka molekula RNA, a pficemz prostiedek
je prosty cilové nespecifickych kontaminanta.

16. Farmaceuticky prostredek, vyznadujici se tim, Ze jako svou uUc¢innou slozku obsahuje
alespoii jednu molekulu dvouretézcové RNA podle kteréhokoli z narokli 1 az 7 a farmaceuticky

nosic¢, pticemz prostiedek je prosty cilove nespecifickych molekul RNA.

17. Farmaceuticky prostfedek podle narokti 14, 15 nebo 16 pro diagnostickd pouziti nebo pro
1é¢ebna pouziti.

23 vykrest
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