Antiszenz hatas és RNS /interferencia
(a génexpresszio befolyasolasdnak
régi és legujabb lehetdségei)



Az antiszenz elv torténete
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replikacio transzkripcio transzlacio
DNS DNS RNS

1969-77. Elészor figyelték meg, hogy az antiszenz szal is atirodik, de ennek szabalyozé szerepére
1983-ig nem volt bizonyiték.
1977-ben komplementer DNS-sel mar sikerult transzlacié gatlast elérni
sejtmententes rendszerben.

1978. Zamecnik és Stephenson voltak az elsé6k, akik javasoltak szintetikus oligonukleotidok
hasznalatat terapias célbol, mert képesek voltak 13nt hosszu oligonukleotiddal gatolni
virusok szaporodasat, aminek az alapja az volt, hogy a szekvencia komplementer volt
az RNS virus RNS-ével.

1983. Simons és Kleckner prokariotakban detektalt olyan RNS-eket, amik a riboszéma
kotohellyel komplementerek voltak és gatoltak az atirodast.



A génexpresszid és szabdlyozdsdnak eszkozei
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Antiszenz hatas

(Paul Zamecnik és munkatdrsai 1982.)
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Antiszenz oligomer




Antiszenz hatas

(Paul Zamecnik és munkatdrsari 1978.)
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Antiszenz oligomer

Hatashoz szukseges.
* bejutas
e stabilitas
* megtelelo erosségu kotodés
* megfelelO szelektivitas
e Rnaz H aktivitas (ribozimok)

Eddigi eredmények:
e sok modositas/szerkezet (gyogyszer 1s ISIS/HCMV!)
* nincs atiito siker, (gyenge hatas)
* de rengeteg tapasztalat



Modositott szerkezetek

Modositasok lehetséges helyer:
e cukorréssz (a-anomer, O-C csere, 2’)
e foszfatmodositasok (tioat, ditioat, amidat, metilfoszfonat,
foszfonoacetat-formiat ...)
* bazis modositasok (triplexképzo bazisok, interkalalodo...)
e extra részek beépitése (interkalacio, ribozimok)
e gerine részleges vagy teljes atalakitasa:
»PNS (PNA)
»LNS (LNA)
e prodrug modositasok, konjugatumok, kimérak
Modositasok célja:
» Tm novelése
» Dnaz rezisztencia
» sejtpenetracid novelése
» AS-hatds fokozasa



RNS interferencia
torténet

1990. festékanyagért felelés gén tultermeltetése petuniaban

Eredeti cél: egy adott fehérje tultermeltetésével %
Eredmény: mélyebb szinek helyett gyengébb

kideriteni, hogy egy enzim-kaszkadban melyik a @
szin vagy a szin teljes hianya !!! ‘:::f

sebességmegatarozo lépés.)

Elnevezés: RNS interferencia vagy

PTGS (Post Translation Gene Silencing)

1998. RNS interferencia vizsgalata C. Elegans-ban

Eredmény: a kettos szalil RNS az, ami leginkabb el6idézi a hatast, igen kevés molekula elég,
tovabb tud terjedni a sejten tulra is a szomszédos sejtekbe (novények, férgek)
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Mechanizmus felderitése
2006. Nobel dij
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RNS interferencia
mechanizmus 1.

1. Feldarabolas (DICER)

(kb. 18-23nt hosszi darabok,
3’ tilnyualo szakaszok, 5’-foszfattal)

dsRMA

;i
wdllh, crvumwnsns 5 PN aktivalas (RISC)
¥

Rna Induced Silencing Complex kialakulasa

és a ‘antiszenz’ szal felszabadulasa
Target recogenition
@ Target
cleavage
TUUOSIIUIIY \ 3. Célszekvencia (mRN S) hasitasa
-’@ MRNA degradation a 10 és 11. nukleotid kozott hasit,
% majd 4j target keresése

ho Protein expression



RNS interferencia
mechanizmus 2.

Novények és férgek esetében az siRNS megsokszorozodast tapasztaltik.
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RMA endonucleass also by cellular
acts as an RNA-dependent RMases
RMNA polymerase (F)

Callular
nucleases

In plants and dros

* Emldsoknél még nem taldloztak vele. (interferon, szekvenciafiiggetleniil sejthalal)
* ElOonyoOk €s hatranyok mellékhatasok (OFF target hatas)

* (+ siRNS-ek indukdlta sejtmagbeli valtozasok — DNS metilezése — csendesités)



RNS interferencia
SIRNS, miRNS, shRNS

1. siRNS : Tokéletesen komplementere a célszekvencianak.
(Novényekben, férgekben amplifikacid!)
A mRNS hasitasaval csokkenti a génexpressziot.

2. miRNS (mikro RNS): Nem tokéletesen komplementere a célszekvencianak.
(Mégis igen hatisos!)
A Egyesek szerint csak a transzlacio gatlasaként hat (1?!)

3. shRNS ( kis hajtii RNS): Enzimatikusan hasitodik ki belole az egyszala hurok
kialakitva egy siRNS-t
@ I (hurok mérete 6-7 bazis)




RNS interferencia
RNS bejuttatdsi lehetoségek

1. Kémiailag szintetizalt sSIRNS/miRNS/shRNS
e injektalas/elektroporacid/transzfekcios reagensek/hordozé molekulak (CPP)
* gyors, egyszeru €s konnyen reprodukalhato
e nincs interferon valasz
» kémiailag modositott RNS 1s beviheto, (stabilitas)
e viszonylag driga!

2. Biologiailag szintetizalt RNS (in vitro transzkripcioval)
* 0lcso
e csak nativ RNS-t lehet igy késziteni

3. Sejtbe juttatas vektorokkal (pl virusok).
* hosszabb RNS bejuttatasara j6, ami emlosoknél hatrany interferon valasz miatt
 t0bb OFF tartget hatasra lehet szamitani
e mOdositatlan RNS
4. Sejten beliil termeltetni az RNS-t in vivo (expresszios kazettdk)
* t0bb munkat 1igényel a megteleld0 modositott €lolény eldallitasa
e itt 1s 1gaz, hogy eml0soknél nem konnyu (shRNS, RNS pol. III promoterrel)
e indukalhat6 promoéterekkel a hatas ki-be kapcsolhat6



RNS interferencia
maga a Kisérlet/vizsgadlat

1. RNS bejuttatdsa a sejtbe (hatas kb. 24 6ra mulva, mérés 1-4 nap)
(modositott RNS-ek tobb napig 1s stabilak)

2. Hatas 1lletve mellékhatas(OFF-target) vizsgalata

e fenotipus valtozasanak vizsgalata (pl. szinvaltozas)

e adott fehérje kiesésének kozvetett hatasa
pl. egy enzimrendszer mukodésének valtozasa vagy
valami fizologiasan mérhetd valtozas

e a c€lfehérje mennyiségének mérése
e kozvetleniil a mRNS mennyis€gének mérése

» kvantitativ Real-Time PCR (Q-RT-PCR)

SYBR Green modszer vagy Tagman proba
» DNS chip technika (Off tartget hatasok vizsgélata)



IX. Polimerdz lancreakcio
E. Specialis PCR technikak

3.b. Kvantitativ Real-Time PCR (Q RT-PCR) SYBR Green modszer
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* lehetséges hibdk (aspecificitas)



IX. Polimerdz lancreakcio
E. Specialis PCR technikak

3.c. Kvantitativ Real-Time PCR (Q RT-PCR)

specifikus probaval (kettos jeloleés)

R: Riporter
Q: Quencher

1) Denature _ probe
primer
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