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Interference RNA umoZiiuje zkoumat funlkci genit
u biologicky, lékarsky nebo elconomicky vyznamnych
organizmil, u nichZ genetickd analyza dosud nebyla
schudnd. Stdle vétsi cast verejnosti se dozvida o pro-
Jjelktech sekvencovdni celyjch genomit riiznych balkte-
rit, prvoktl, rostlin a Zivoc¢ichil véetné ¢lovéka. Nesmir-
né technickeé i finanéni ndroc¢nosti téchto projektii od-
povidaji vellé cile. Uplna znalost genetické informa-
ce ndam totiZ umozni lépe poznat a pochopit slozZité
a dosud obtizné studovatelné procesy, napriklad em-
bryondlni vyvoj, fungovani mozku ¢i vznik rakoviny.
Vétsiné biologtl véetné téch, kteri se na sekvencovani
podileji, je zarovert jasné, Ze uréent poradi vsech nulc-
leotidti bude pouze vychozim krokem na dlouhé ces-
té. Jiz nyni je ziejmé, Ze vyuZiti informact obsazenych
v Uctyhodné genetické knize, kterd je u ¢lovéka tvo-
rena zdpisem o trech miliarddch ,pismen” (nukleoti-
dii), bude zdviset na nasi schopnosti deSifrovat me-
chanizmy, jejichZ prostrednictvim se z tohoto zdpisu
vSe odviji.

Jednim z klicovych pristupt ke studiu komplex-
nich mechanizmt je metoda knokautti. Na rozdil od
boxerského ringu zde nejde o umléeni protivnika, ale
o umlceni jednoho ¢i vice genul ve studovaném je-
dinci. Diky genomovym projektim budeme bé-
hem nékolika let znat sekvence vSech genti modelo-
vych organizmu, ale nebudeme mnoho védét o funkci
jejich produktud, jimiZ jsou vétSinou proteiny. Jestli-
Ze urcity cilovy gen umléime tim, Ze ho preruSime
nebo jinak poSkodime, ziskdme tvora, ktery je nor-
malni aZ na jedinou vlastnost: chybi mu onen jedi-
ny protein. Kazda, byt jen nepatrna zména ve vlast-
nostech daného jedince pak bude voditkem k objas-
néni funkce, kterou chybégjici protein v organizmu
zastava. Jak je ale mozné v genomu obsahujicim
desetitisice gent a nekédujicich oblasti vypnout (po-
pripadé zapnout) konkrétni gen, aniZz by nastala
zmeéna v ostatni genetické informaci?

V 80. letech byla u mySsich bunék objevena schop-
nost (znama jiZ drive u prokaryont a kvasinek) vcle-
nit cizorodou DNA na misto ptivodniho genu proce-
sem homologni rekombinace. Na rozdil od ndhodné
chemické nebo radia¢ni mutageneze, bézné uzivané
napiiklad u octomilky, se tak otevrela moZnost jak
ze zhruba 50 000 mySich genu vyradit jeden jediny
cilovy gen, zatimco ostatni geneticka vybava ztsta-
ne stejna jako u normalni mySky. Sta¢i pak trocha
védeckého §tésti, aby se tato nepatrna zména geno-
typu projevila ve fenotypu neboli souboru vlastnosti

pozménéného organizmu, a tim umoznila odhalit
funkci chybéjiciho proteinu.

Jak se knokautuji geny

Jeden z autorti se zabyva tvorbou knokautti u trypa-
nozom, coZ jsou bi¢ikovci vyznacujici se Sirokym spek-
trem jedinec¢nych vlastnosti (napf. Vesmir 73, 365,
1994/7 a 75, 254, 1996/5). Diky mezinarodni spo-
lupraci probihaji projekty sekvencovani genomu pti-
vodce africké spavé nemoci (Trypanosoma brucei)
a jihoamerické Chagasovy choroby (T. cruzi) i dalsich
bi¢ikoveta patogennich pro clovéka (leishmanie, viz
Vesmir 80, 209, 2001 /4). PopiSme si stru¢né pripra-
vu knokautu na prikladu proteinu kap (kédovaného
genem KAP), jenZ se vaZze na mitochondridlni DNA.
Po urceni poradi nukleotidii byl gen KAP z try-
panozomy zaklonovan do plazmidu a poSkozen vlo-
Zenim genu HYG, produkujiciho protein hyg, ktery
zajistuje rezistenci buriky k antibiotiku hygromycinu
(obr. 1). Tento plazmidovy konstrukt se namnoZi
v bakteriich a jeho vyc¢iSténa DNA je prostfednictvim
elektrického Soku vnesena do trypanozom. V napro-
sté vétsiné bunék, do nichZ cizoroda DNA pronikla,
se bohuZzel nic nestane a dle ofekavani ji bunécny
aparat zni¢i. Zhruba v jedné burice ze sto tisic se vSak
na vnesenou DNA navaZou specializované bilkoviny,
které jsou schopny provést homologni rekombinaci.
V ,babylonu” sekvenci vyhledaji hostitelskou obdobu
vnesené DNA, srovnaji oba uiseky vedle sebe, vyStip-
nou z chromozomu vlastni gen KAP a vloZi cizorodou
molekulu na jeho misto. NevSimnou si pri tom, Ze
vneseny gen KAP je nefunkeni, jelikoZ byl preruSen
genem HYG. Zatimco protein kap je vyfazen z provozu,
prepisovany protein hyg umoZiuje trypanozomam
prezit v médiu s antibiotikem (hygromycinem), které
je pro normalni nepozménéné buriky smrtelné.
ProtoZe jsou trypanozomy diploidni, je tfeba vy-
pnout i druhou alelu genu KAP, a to za pomoci dal-
Siho selekéniho markeru (genu NEO). Koneénym
diisledkem celého procesu je, Ze burnika bi¢ikovce
ztrati schopnost produkovat protein kap. Na prvni
pohled se absence proteinu kap nijak neprojevova-
la, avSak bliZ8i analyza prokazala chyby ve sbaleni
mitochondrialni DNA. Definitivnhim dtikazem, Ze po-
zorované zmeény jsou v burice opravdu zplsobeny
nepritomnosti proteinu kap, je nasledné vneseni
funkéni verze genu KAP do knokautovanych bunék.
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1. Pfiprava knokautu proteinu kédovaného genomem KAP

Oprava pozménéného fenotypu zpét do ptivodniho
stavu presveéddi i prisnou redakéni radu a popsana
funkce muZe byt ke genu KAP pevné prirazena.
Homologni rekombinace vSak neni univerzalnim
klicem k funkéni analyze genomu, protoze se u vét-
Siny organizmu uplatiiuje jen nepatrné. U klasickych
genetickych modeld, jakymi jsou octomilka Drosophi-
la melanogaster nebo hadatko Caenorhabditis ele-
gans, lze mutagenizovat pouze nahodné chemicky,
radiaci ¢i prostrednictvim transpozont, a jedinci
s poSkozenim v daném genu se pak dle moZnosti se-

2. Knokaut genu procesem RNA interference u hadatka, Ftz-F1 je
jaderny receptor

lektuji. S vyjimkou kvasinek, kde jsou knokauty ru-
tinni zaleZitosti, vSak u téchto modelovych organizmt
byva cesta k vyrazeni specifického genu pracna, dra-
ha a ¢asoveé naro¢na. Na dalsi omezeni v pouZiti me-
tody homologni rekombinace narazime u esencialnich
gent, jejichZ trvalym vyrazenim z genomu zpusobi-
me smrt organizmu drfive, neZ muZeme z fenotypu
usoudit na roli genu v jeho zZivoté. Lidé zabyvajici se
funkéni analyzou genomu tudiZ usiluji o néjaky me-
todicky prtilom, ktery by jejich oboru pomohl vpred.

Interference RNA

K takovému priilomu doSlo pred tfemi lety a, jak uz
se stava, docela nec¢ekanym zptisobem. K inaktivaci
genll v bunitkach Zivoc€ichti i rostlin se jiZ néjaky ¢as
pouZivala metoda znama jako antisense. Podle teh-
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dejsich predstav byl dany gen umlcovan tim, Ze se
komplementarni tiisek RNA navazal na prirozenou
koédujici mRNA, takZe vznikla dvouvlaknova RNA, kte-
ra nemohla byt translatovana do formy proteinu. Pfi
praci s hadatkem vSak Andrew Fire a jeho kolegové
zjistili, Ze injikovani antisense RNA do gonad mé na
fenotyp potomstva ¢asto jen nepatrny ucinek a Ze té-
hoZ uc¢inku lze dosahnout také injikovanim sense,
tedy koédujiciho vlakna mRNA. To vSak bylo nesluci-
telné s modelem zablokované translace. Dalsi poku-
sy jiz ukazaly, Ze zbrani, ktera geny uc¢inné zbavi ak-
tivity, je ve skutecnosti dvouvlaknova RNA (dsRNA)
a Ze nekteré predeslé tispéchy s antisense RNA byly
zptuisobeny kontaminaci preparatt dopliikovym vlak-
nem. Cim peclivéji byl totiZ antisense fetézec pripra-
ven, tim hufe fungoval. Genové specificky tiéinek
dsRNA byl u hadatka ovéren shodou fenotypti u in-
jikovanych jedinct a genetickych mutantt, kteri pri-
sludny gen skutec¢né postradali. Metoda vesla ve zna-
most jako interference RNA neboli RNAi. O rok poz-
dé&ji se pomoci RNAi podarilo vyvolat specifické mu-
tantni fenotypy u embryi octomilky a metoda se roz-
§ifila na nékteré dalsi Zivo€iSné i rostlinné modely.

O RNAi zatim vime, Ze putisobi posttranskripéné
a katalyticky, ale na uplné objasnéni mechanizmu
si budeme muset jesté pockat. Podle sou¢asného mo-
delu se v burice na dvouvldknovou RNA vaZe enzy-
maticky komplex, ktery jedno z vlaken na$tépi na
kratké useky. Tyto fragmenty jsou pak uvolnény
a jejich misto zaujme sekvenéné shodné vlakno pri-
rozené mRNA, které je vzapéti enzymem rovnézZ de-
gradovano. Proces se muZe opakovat, dokud neni
degradovana veskera cilovdA mRNA, a tim znemoZné-
na syntéza proteinu, tedy i funkce genu. Zda se, Ze
diky katalytické povaze RNAi sta¢i k umlceni genu
jen né€kolik molekul dsRNA, coz ¢ini tuto metodu
velmi u¢innou. Ma ale RNAi také né&jaky biologicky
smysl? Zatim prevlada nézor, Ze degradace dsRNA
je evolucéné prastary mechanizmus, jimZ se buriky
brani pred transpozony a viry.

Nejvétsim prinosem RNAi je moZnost umléet cilo-
vy gen pouze na zakladé znalosti jeho sekvence
a rovnéZ moznost vypinat esencialni geny. Na rozdil
od dédi¢né ztraty takového genu, ktera ¢asto ukon-
¢i Zivot jedince v zarodku a nedovoli nam odhalit
vyznam genu pro jeho dalsi vyvoj, ptisobi RNAi po-
stupnou eliminaci cilového proteinu, a tim celou §ka-
lu fenotyptl od mirnych aZ po smrtelné. Jako pii-
klad z nasi laboratore uvedeme RNAi pro jeden
z evolucné nejstarsich jadernych receptoru (Ftz-F1)
u hadatka. Vyskyt prislusné mRNA v embryu a go-
nadach larev i dospéleti ukazoval na potrebu Ftz-F1
béhem embryonélniho i pozdé&jsiho vyvoje. Mutanti

s deleci genu Ftz-F1 vSak hynuli jiZ béhem embryo-
geneze. RNAi nejen potvrdila tento ¢asné letalni fe-
notyp, ale u pozdnich larev a dospélct rovnéZz od-
halila defekty v diferenciaci gonad a vulvy (obr. 2).

At uZ je ptivod RNAI jakykoli, potencial této meto-
dy pro funkéni analyzu genomul nabizi mimoradné
moznosti. Je vSak tfeba poznamenat, Ze ani RNAi
nebude metodou zcela univerzalni, nebot napriklad
u rybky Danio (zebricka) se zd4 byt neucinna.

Pro obecnou aplikaci RNAi bude nutné prekonat
metodické potizZe, zejména vnasSeni dsRNA do bunék.
Bunky hadatka prijimaji dsRNA dodanou jak injiko-
vanim, tak krmenim na kmeni bakterii Escherichia
coli, které samy syntetizuji rekombinantni dsRNA.
Této témeér neuveritelné schopnosti se vyuziva k sys-
tematickému a rychlému testovani funkce jiZ kom-
pletné sekvencovaného genomu hadatka, avSak za-
tim je to mezi modelovymi organizmy vyjimka. Na-
déjnym pristupem, loni demonstrovanym u trypano-
zom a octomilky, je exprese dsRNA z transgennich
vektort in vivo. Tato metoda je sice zavisla na nasi
schopnosti vnést do studovaného organizmu rekom-
binantni DNA, na druhou stranu vSak umoziuje fi-
dit expresi dsRNA fadou trik(i a nac¢asovat tim na-
stup RNAi do Zadanych vyvojovych stadii. RNAi je
oproti metodé homologni rekombinace mnohonasob-
né rychlejsi, levnéjsi, a tudiZ veselejsi a napinavéjsi.
Pokud se osvéd¢i u dalSich gent a organizmi, stane
se klicovou metodou funkéni analyzy genomu
v postgenomické ére. m]

Vyzkum byl ¢asteéné podporovan grantem GACR 204/00/1212.
. _________________________________________________________________________|
Véda je zalezitosti levé hemisféry, tedy té, v niz jsou ukryty
rozumové schopnosti a ¢innosti. Ale chcete-li cokoliz védec-
kych poznatku sdélit vefejnosti, nemuzete se obejit bez emo-
ci, tedy bez hemisféry pravé. Podle mého nazoru je nejvétSim
uspéchem védy to, kdyz si védci spravné kladou otazky. Nej-
vétsim problémem komunikace védy s verejnosti pak je sprav-
né interpretovat odpovédi. Lidé chtéji odpovédi pokud moz-
no jednoduché a definitivni. Ale takovy druh odpovédi véda
nezna — kazda odpovéd hned plodi spoustu novych otazek.
Nic neni definitivnia ke véemu je zapotiebi notna davka skep-
se, jak o tom zpivali uz Voskovec a Werich: ,,Nikdy nic nikdo
nema miti za definitivni, neb nikdy nikdo nevi, co se mize
stati.“ [...] Podle mého nazoru nejde o pravy dialog. Dialog
znamena ,,dvoustranny provoz“. Ale rozmluva mezi védec-
kym pracovnikem a laikem je né¢im jinym. Dulezitost popu-
larné védeckeé literatury spociva v tom, ze se clovék — laik
dovi, co se odehrava ve védeckych laboratorich. Dostava tedy
informace, a o to jde. Vzdyt zijeme v informacni spolecnosti.
A pravé takovy druh informaci mizZe byt Gi¢innou protivahou
nekritického obdivu k pavédé, mizZe seri6zné zaplnit vakuum
neinformovanosti. To pak mtize lidem pomoci...

z knihy Oty Gregora: Moje navraty aneb kudy jsem chodil,
Galén, Praha 2000, s. 107
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