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Streszczenie: W komdrkach drozdzy i ssakow RNA ulegaja degradacji w ztozonych mechanizmach zacho-
dzacych w cytoplazmie, jadrze i mitochondriach. Procesy degradacji wadliwych transkryptéow z przed-
wczesnym kodonem stop lub pozbawionych kodonu stop zapobiegaja syntezie niefunkcjonalnych, a takze
potencjalnie szkodliwych biatek. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae opisano mechanizm, w ktéorym
degradacji ulegajq czasteczki mRNA zawierajace strukture typu ramig-petla. W komorkach eukariotycz-
nych transkrypty zawierajace w rejonie 3' UTR sekwencje bogate w adening i uracyl charakteryzujq si¢
krotkim okresem pottrwania. Sekwencje te reguluja stgzenie transkryptow w komoérce. W degradacji mRNA
w jadrze komdrkowym drozdzy uczestnicza: wieloenzymatyczny egzosom jadrowy, egzonukleaza Rat1lp
oraz heterodimeryczny kompleks biatkowy wigzacy czapeczke. Mitochondrialne RNA ulegaja trawieniu z
udzialem degradosomu mitochondrialnego (mtEXO). Interferencja RNA polega na degradacji mRNA zalez-
nej od dwuniciowego RNA. Uktad 2-5A/RNaza L hamuje replikacj¢ RNA-wirusow.

Stowa kluczowe: degradacja mRNA, ciatka P, egzosom, NMD, NSD, NGD, AMD, DRN, degradosom
mitochondrialny, interferencja RNA, uktad 2-5A/RNaza L.

Summary: RNA degradation in yeast and mammalian cells take place in cytoplasm, nucleus and mitochon-
dria. Degradation of transcripts with a premature termination codon or without stop codon results in
repression of aberrant protein synthesis. The mRNA decay pathway, which degrades mRNAs containing
a stem-loop structure has been discovered and characterized in the yeast Saccharomyces cerevisiae.
Eukaryotic transcripts with AU-rich elements in their 3'-untranslated region have a very short half-life.
These elements regulate mRNA level in cells. The multi-enzymatic nuclear exosome complex, Rat1p and
cap binding complex degrade mRNAs in the yeast nucleus. The mitochondrial degradosome (mtEXO) is
an enzymatic complex which has a major function in the mitochondrial genome post-transcription gene
expression regulation. RNA interference cleaves mRNA after a previous induction by dsSRNA. The
2-5A/RNase L system inhibits replication of viral RNA.

Key words: mRNA degradation, P bodies, exosome, NMD, NSD, NGD, AMD, DRN, mitochondrial
degradosome, RNA interference, 2-5A/RNase L system.
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WSTEP

Degradacja RNA jest jednym z etapow potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
gendw. Procesy degradacji kwasow rybonukleinowych sa katalizowane przez rybo-
nukleazy — enzymy nalezace do klasy hydrolaz i podklasy esteraz. Endorybonukleazy
katalizuja rozszczepienie wigzan fosfodiestrowych wystepujacych wewnatrz tancucha
polinukleotydowego. Rybonukleazy degradujace RNA w kierunku 3' - 5' nazywane
sq 3'-egzonukleazami, natomiast dzialajace w kierunku 5' - 3' to 5'-egzonukleazy.
W wyniku dzialania egzonukleaz stopniowo od konca tancucha polinukleotydowego
odszczepieniu ulegaja mononukleotydy. Dotychczas opisano wiele roznych mecha-
nizméw degradacji RNA zaré6wno w komorkach prokariotycznych, jak i euka-
riotycznych. Sposrod eukariotdow najdokladniej procesy degradacji RNA zostaly
przebadane u drozdzy Saccharomyces cerevisiae, ktore na szeroka skalg wykorzy-
stywane sa jako organizm modelowy w badaniach genetycznych. Mechanizmy
degradacji RNA zachodzace u drozdzy sa w duzym stopniu podobne do procesow
wystepujacych w komorkach ssakow.

PROCESY DEADENYLACII I USUNIECIA CZAPECZKI
POPRZEDZAJACE DEGRADACJE TRANSKRYPTOW W CYTOPLAZMIE

W cytoplazmie transkrypty chronione sg przed dziataniem 3'- i 5'-egzonukleaz
odpowiednio przez sekwencje poli(A) i strukture czapeczki. Degradacja mRNA od
konca 3' poprzedzona jest usunigciem ogona poli(A), w procesie katalizowanym przez
kompleks Ccr4-Not [58]. Deadenylacja powoduje wypieranie biatkowych czynnikow
translacji z czasteczek mRNA, co hamuje ich udziat w procesie biosyntezy biatek i
kieruje je na droge degradacji [77]. Z kolei trawienie transkryptow od konca 5'
poprzedzone jest usunigciem czapeczki katalizowanym przez biatka Depl/Dep2 (ang.
Decapping proteins) [14, 67]. W procesie tym uczestnicza rowniez koaktywatory
Lsmlp-7p (ang. Sm-like proteins) i wiazace si¢ z nimi Patlp (ang. Protein
associated with topoisomerase II). Bialka te po procesie deadenylacji wiaza sie z
mRNA w poblizu 3' konca i przypuszczalnie pobudzaja asocjacj¢ Dcpl/Dep2 z
czasteczka transkryptu [11, 76, 77]. Z kompleksem Dcpl/Dep2 wiaza si¢ Edclp,
Edc2p i Edc3p (ang. Enhancer of mRNA-decapping proteins), ktore stymuluja
jego aktywnosé [17, 46, 79]. W usunigciu struktury czapeczki uczestniczy rowniez
helikaza Dhhlp (ang. DExD/H-box helicase) [10]. Usunigcie czapeczki zwigksza
podatnos¢ mRNA na dziatanie 5'-egzonukleazy Xrnlp [41].

CIALKA P UCZESTNICZACE W DEGRADACII
TRANSKRYPTOW OD §' KONCA

W komorkach drozdzy S. cerevisiae enzymy uczestniczace w usunieciu czapeczki,
biatka aktywujace ten proces oraz egzonukleaza degradujaca mRNA od 5'-konca
sa zlokalizowane w ciatkach P (ang. processing bodies) [73]. W ciatkach P
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wystepujacych w komodrkach ssakéw zidentyfikowano rowniez biatko GW 182, ktore
wiaze RNA. W sekwencji aminokwasowej tego biatka wystepuja czgste powtdrzenia
glicyny (QG) i tryptofanu (W). Ze wzgledu na jego obecnos¢ cialka te nazywane sa
réwniez ciatlkami GW (ang. GW bodies) [72].

Cialka P wystepuja tylko w cytoplazmie. Wykazano, ze czgs$¢ ciatek P lokalizuje
si¢ w bezposrednim sasiedztwie cytoplazmatycznej powierzchni otoczki jadrowej, w
bliskiej odlegtosci od porow otoczki. Nie zidentyfikowano natomiast ciatek P
przylegajacych do wewnetrznej powierzchni otoczki jadrowej [84].

Jedna komorka zawiera, w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego, od zera do
kilku ciatek P. Najwigcej cialek cytoplazmatycznych obserwuje si¢ w poznej fazie S
oraz fazie G2. Nie wykazano natomiast ich obecnosci podczas metafazy i telofazy
[44]. Do wzrostu liczby i wielkosci cialek P dochodzi na skutek inaktywacji egzo-
nukleazy Xrnlp lub enzymoéw katalizujacych proces usunigcia czapeczki [54, 73].
Wykazano réwniez, ze czynniki stresowe dzialajace na komoérke moga mie¢ wplyw
na wielkos¢ ciatek P, gdyz niedobor glukozy, stres osmotyczny oraz ekspozycja komorki
na dziatanie promieni UV powoduja zwigkszenie ich rozmiardw. Przypuszczalnie jest
to spowodowane zahamowaniem biosyntezy biatek i kumulowaniem si¢ w obrebie
ciatek P czynnikéw uczestniczacych w procesie translacji [74].

EGZOSOM UCZESTNICZACY W DEGRADACII
TRANSKRYPTOW OD 3' KONCA

W komorkach eukariotycznych w degradacji transkryptow od 3' konca uczestnicza
dwa wieloenzymatyczne kompleksy: egzosom i kompleks sktadajacy si¢ z biatek
Ski2p, Ski3p oraz Ski8p (ang. Superkiller proteins). Potaczone sa one migdzy soba
biatkiem Ski7p [71, 81]. W wyniku trawienia mRNA od 3' konca przez egzonukleazy
egzosomu pozostaje oligonukleotydowa struktura 5' konca czasteczki, ktora jest
hydrolizowana przez enzym DcpS (ang. Decapping Scavenger) [47].

Egzosom cytoplazmatyczny wyizolowany z komoérek drozdzy S. cerevisiae jest
zbudowany z 10 biatek [25]. Biatka Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46 (ang.
Ribosomal RNA-processing proteins) i Mtr3 (ang. mRNA transport regulator 3)
wykazuja duzy stopien homologii z PNPaza degradosomu bakteryjnego, natomiast
w strukturze Rrp4, Rrp40 i Csl4 (ang. CEPI synthetic lethal protein 4) zidenty-
fikowano domeny wiazace RNA [27]. W bardzo podobny sposéb zbudowany jest
rowniez egzosom ludzki. Jednak w przeciwienstwie do egzosomu drozdzy nie
zidentyfikowano w jego strukturze obecnosci biatka Rrp44 [25].

Réwniez w jadrze komdrkowym wystepuje wieloenzymatyczny egzosom, jednak
w przeciwienstwie do egzosomu cytoplazmatycznego zawiera on dodatkowo 3'-egzo-
nukleaze Rrp6p [71]. Kompleks ten uczestniczy w degradacji kwasow rybonukle-
inowych na terenie jadra [37]. Jest rdwniez niezbedny w procesach dojrzewania
rybosomowych RNA — rRNA (ang. ribosomal RNA), matych jadrowych RNA
snRNA (ang. small nuclear RNA) oraz malych jaderkowych RNA — snoRNA (ang.
small nucleolar RNA) [19, 52, 60].
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DEGRADACJA TRANSKRYPTOW
Z PRZEDWCZESNYM KODONEM STOP

W komorkach eukariotycznych degradacja wadliwych transkryptow z przed-
wcezesnym kodonem stop PTC (ang. Premature Termination Codon) zachodzi droga
NMD (ang. Nonsense-mediated mRNA Decay). Mechanizm ten zapobiega
powstawaniu niefunkcjonalnych, a takze potencjalnie szkodliwych biatek. W
komorkach drozdzy mechanizm NMD wystepuje w cytoplazmie [30, 68]. U ssakow
proces ten przypuszczalnie moze zachodzi¢ réwniez w nukleoplazmie [6, 64].

W rozpoznaniu przedwczesnego kodonu stop i terminacji translacji uczestniczy
kompleks skladajacy si¢ z biatek Upflp-3p (ang. Up-frameshift proteins) i
czynnikéw uwalniajacych eRF1 i eRF3 (ang. eucaryotic Release Factors) [9].
Wykazano, ze sposrod bialek Upflp-3p biatko Upf2p stanowi najwazniejszy sktadnik
formujacy kompleks Upflp-Upf2p-Upf3p. Brak ekspresji tego biatka hamuje
interakcje migdzy Upflp i Upf3p, co skutkuje zablokowaniem mechanizmu NMD i
w konsekwencji kumulowaniem si¢ wadliwych transkryptow w cytoplazmie [20].

Po rozpoznaniu kodonu stop mniejsza podjednostka rybosomu zwiazana z biatkiem
Upflp wykazujacym aktywnos$¢ helikazy przemieszcza si¢ w kierunku 3' konca
mRNA w celu rozpoznania sekwencji DSE (ang. Downstream Sequence Element).
Z sekwencjami tymi wiaza si¢ swoiste biatka (ang. DSE-binding proteins), migdzy
innymi Hrplp/Nab4p. Zwiazanie si¢ Hrplp/Nab4p z DSE i ich interakcja z biatkiem
Upflp aktywuje mechanizm NMD [22]. Dalsze losy transkryptu zaleza od odleglosci
dzielacej sekwencj¢ DSE od kodonu stop. Jezeli odleglos¢ ta jest mniejsza niz 200
nukleotydow, to kodon stop jest rozpoznawany jako przedwczesny, co powoduje
skierowanie mRNA na drogg degradacji [63]. Proces enzymatycznego trawienia
wadliwego transkryptu przez 5'-egzonukleaze Xrnlp poprzedzony jest usunigciem
czapeczki katalizowanym przez kompleks bialek Dcp1/Dep2 [62].

W komoérkach drozdzy S. cerevisiae wystgpuje rowniez mechanizm NMD
wymagajacy procesu deadenylacji. Degradacja transkryptu od 3' konca podobnie
jak od konca 5' wymaga obecnosci kompleksu sktadajacego sie z biatek Upflp-3p
i czynnikow uwalniajacych eRF1 i eRF3 [9]. Degradacja poprzedzona jest skroce-
niem ogona poli(A) do dtugosci 7-20 nukleotydow. Nastepnie wadliwy transkrypt
jest trawiony przez egzosom cytoplazmatyczny [62]. W procesie tym uczestnicza
réwniez biatka Ski2p, Ski3p i Ski8p, potaczone biatkiem Ski7p [81].

W komoérkach ssakéw analogiem sekwencji DSE w mRNA drozdzy jest intron
zlokalizowany w kierunku 3' od sygnatu terminacji translacji. Kodony stop znajdujace
si¢ w odleglosci wiekszej niz 50-55 nukleotydow powyzej ostatniego polaczenia
egzon-egzon rozpoznawane sa jako przedwczesne. Transkrypt z przedwczesnym
kodonem stop rozpoznanym podczas pierwszej rundy translacji jest kierowany na
droge degradacji od 3' lub 5' konca [62].
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DEGRADACJA TRANSKRYPTOW POZBAWIONYCH KODONU STOP

W komorkach drozdzy degradacja transkryptow pozbawionych kodonu stop
zachodzi na drodze NSD (ang. Nonstop mRNA Decay) |31, 83]. Prawdopodobnie
mechanizm ten moze wystgpowac rowniez w komorkach ssakéw [3]. U drozdzy
wadliwe transkrypty sa trawione od 3' konca z udzialem egzosomu cytoplaz-
matycznego i kompleksu biatek Ski2p, Ski3p i Ski8p, potaczonych biatkiem Ski7p
[31, 83]. Przypuszczalnie moga one takze ulega¢ degradacji od 5' konca, co
zapoczatkowane jest usunigciem czapeczki [31].

Po procesie transkrypcji i obrobki potranskrypcyjnej dojrzale mRNA w polaczeniu
z biatkami w postaci kompleksow rybonukleoproteinowych transportowane sa do
cytoplazmy, gdzie uczestnicza w procesie biosyntezy bialek. Podczas translacji
rybosom przemieszcza si¢ wzdtuz mRNA, a tancuch polipeptydowy wydtuza si¢ do
momentu pojawienia si¢ kodonu stop. Kodon ten jest sygnatem do przylaczenia sie
czynnika uwalniajacego eRF1, ktory blokuje wiazanie si¢ nowego aminoacylo-tRNA,
a takze stymuluje uwolnienie fancucha polipeptydowego i rybosomu. W terminacji
uczestniczy rowniez trzeci czynnik uwalniajacy eRF3, ktory w obecnosci guanozyno-
trojfosforanu (GTP) wplywa na aktywnos¢ eRF1 [36].

W przypadku prawidlowych transkryptéw rybosom przemieszcza sie wzdtuz
mRNA do momentu pojawienia si¢ kodonu stop, natomiast w przypadku trans-
kryptow pozbawionych kodonu stop rybosom przemieszcza si¢ do konca struktury
poli(A) [1]. Wowcezas dochodzi do zainicjowania procesu NSD. Podjednostka 80S
rybosomu znajdujacego si¢ na koncu 3' mRNA rozpoznawana jest przez C-koncowy
fragment biatka Ski7p [31]. Fragment ten wykazuje homologie z czynnikiem eRF3,
ktéry wigze si¢ z rybosomem podczas terminacji translacji [5]. Z kolei N-koniec
biatka Ski7p wiaze si¢ z kompleksem Ski2p, Ski3p i Ski8p, a takze z egzosomem,
w efekcie czego dochodzi do trawienia wadliwego transkryptu od konca 3' [4, 81].

Poprzez degradacj¢ wadliwych transkryptow mechanizm NSD ogranicza syntezg
niefunkcjonalnych, a takze potencjalnie szkodliwych biatek. Transkrypty pozbawione
kodonu stop, ktore nie ulegng rozktadowi, uczestnicza w procesie translacji. Powsta-
jace biatka ulegaja degradacji z udziatem proteasomu, dzigki czemu nie dochodzi do
ich kumulowania si¢ w komorce [33].

DEGRADACJA TRANSKRYPTOW ZAWIERAJACYCH
STRUKTURE TYPU RAMIE-PETLA

W komorkach drozdzy S. cerevisiae opisano mechanizm NGD (ang. No-go
mRNA Decay), w ktorym degradacji ulegaja transkrypty zawierajace strukture typu
ramig-petla (ang. stem-loop structure). Mechanizm ten, podobnie jak NMD i NSD,
zwigzany jest bezposrednio z procesem translacji. Degradacja komoérkowego
transkryptu zostaje zainicjowana, jezeli rybosom przemieszczajacy si¢ podczas
procesu translacji wzdtuz mRNA natrafi na struktur¢ typu ramie-petla, ktora
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uniemozliwia dalsze jego przemieszczanie si¢ [16]. Degradacja mRNA na drodze
NGD rozpoczyna si¢ endonukleolitycznym cigciem w sasiedztwie rybosomu i
struktury typu ramie-petla. W procesie tym niezbedne sa biatka Dom34 oraz Hbsl,
ktore przypuszczalnie wigzac si¢ z rybosomem inicjuja jego uwolnienie, co umozliwia
przecigcie transkryptu przez endonukleazg [23, 39]. Powstale w wyniku endonukleo-
litycznego cigcia dwa tancuchy polinukleotydowe ulegaja nastepnie degradacji od
3' konca z udzialem egzosomu cytoplazmatycznego i trawieniu od 5' konca przez
egzonukleaze Xrnlp [16].

DEGRADACJA TRANSKRYPTOW ZAWIERAJACYCH
W REJONIE 3' UTR SEKWENCJE BOGATE
W ADENINE I URACYL

W komorkach eukariotycznych wystepuja transkrypty zawierajace w rejonie 3'
UTR (ang. 3-Untranslated Region) sekwencje bogate w adening i uracyl — AREs
(ang. AU-rich Elements). Sekwencje te zidentyfikowano w mRNA charakte-
ryzujacych si¢ krétkim okresem poéttrwania, ktorych stezenie w komorce ulega
okresowym zmianom. Ich obecnos¢ zmniejsza stabilnos¢ transkryptu [13, 28, 35].

Czasteczki mRNA zawierajace w rejonie 3' UTR sekwencje bogate w adening
i uracyl ulegaja degradacji w procesie AMD (ang. AU-rich Element (ARE)-
mediated mRNA Decay) wystepujacym zarowno w komodrkach drozdzy [61], jak
i ssakow [45]. Trawienie mRNA zachodzi od 3' konca z udziatem egzosomu lub
od konca 5' z udziatem egzonukleazy Xrnlp [26]. Obie drogi degradacji poprzedzone
sa procesem deadenylacji [38]. Sekwencje AREs wigza si¢ ze specyficznymi
biatkami AUBPs (ang. AU-rich Binding Proteins) i egzosomem, co stymuluje
degradacj¢ mRNA od konca 3' przez egzonukleazy egzosomu [21]. Pozostala
struktura czapeczki jest nastgpnie hydrolizowana przez enzym DcpS [47].

Alternatywna droga degradacji transkryptow zawierajacych sekwencje AREs w
rejonie 3' UTR jest, poprzedzona procesem deadenylacji i usunieciem czapeczki,
degradacja od 5' konca. Usunigcie czapeczki umozliwia trawienie mRNA przez
5'-egzonukleaze Xrnlp. W procesie degradacji mRNA od 5' konica, odbywajacym
si¢ w cytoplazmatycznych ciatkach P, uczestniczy rowniez kompleks Lsm1p-7p [70].

Degradacji transkryptéw zawierajacych sekwencje AREs zapobiegaja biatka HuR
(ang. Hu antigen R) [32, 85], ktére przypuszczalnie moga uczestniczy¢ w eksporcie
mRNA z jadra do cytoplazmy [15]. Wykazano, ze czynniki stresowe dzialajace na
komorke stymuluja przemieszczanie si¢ bialek HuR z jadra do cytoplazmy, gdzie wiaza
si¢ z sekwencjami AREs czasteczek mRNA zwiekszajac ich stabilnos¢ [2, 40].

DEGRADACJA mRNA W JADRZE KOMORKOWYM DROZDZY

W komoérkach drozdzy S. cerevisiae oprocz proceséw rozktadu mRNA w
cytoplazmie wystepuje rowniez mechanizm degradacji mRNA w jadrze komorkowym
— DRN (ang. Degradation of mRNA in the Nucleus). Biora w nim udzial:
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1) wieloenzymatyczny egzosom jadrowy, ktory w przeciwienstwie do egzosomu
cytoplazmatycznego zawiera rowniez 3'-egzonukleaze Rrp6p [71];

2) egzonukleaza Ratlp (ang. Ribonucleic acid-trafficking protein 1) — gldwna
jadrowa 5'-egzonukleaza, uczestniczaca w procesach dojrzewania snoRNA i rRNA
[19, 43, 59];

3) heterodimeryczny kompleks biatkowy wiazacy czapeczke — CBC (ang. Cap
Binding Complex) skladajacy si¢ z biatlek Cbclp (u wyzszych eukariotow okres$lane
jako CBP80) i Cbc2p (u wyzszych eukariotéw — CBC20). Kompleks ten uczestniczy
w procesie splicingu pre-mRNA oraz eksporcie dojrzatych transkryptow z jadra do
cytoplazmy [29, 55].

Degradacji w jadrze komorkowym ulegaja zaréwno wadliwe [50], jak i prawidlowe
mRNA, ktore nie zostaly przetransportowane do cytoplazmy [37]. Bardziej podatne
na degradacj¢ w nukleoplazmie sg czasteczki mRNA, ktére dluzej przebywaja w
jadrze. Zablokowanie eksportu mRNA z jadra do cytoplazmy, powodujace ich
kumulowanie si¢ w nukleoplazmie, wzmaga mechanizm DRN. Z kolei mutacje w
genach CBC1 i RRP6 hamuja ten proces. Mechanizm DRN wplywa na dhugosé
okresu poltrwania prawidlowych mRNA oraz stanowi uzupehienie cytoplazmatycznych
mechanizméw degradacji wadliwych transkryptoéw [37].

DEGRADACJA RNA Z UDZIALEM DEGRADOSOMU
MITOCHONDRIALNEGO

W procesach degradacji RNA w mitochondriach drozdzy S. cerevisiae uczest-
niczy degradosom mitochondrialny (mtEXO), ktoéry wykazuje aktywno$¢ egzorybo-
nukleolityczng rozktadajac czasteczke substratu w kierunku 3' - 5'. W wyniku tego
powstajg monofosforany nukleotydow. Kompleks mtEXO jest zbudowany z dwdch
biatek: Dsslp oraz Suv3p. Dsslp wykazujace duzy stopien homologii z bakteryjna
RNaza II ma aktywno$é¢ egzorybonukleolityczna. Z kolei Suv3p, ktore nalezy do
rodziny biatek DEAD-box, bierze udzial w rozwijaniu struktur drugorzedowych.
Obydwa te biatka moga wiaza¢ czasteczke substratu [48]. Rowniez w mitochon-
driach ssakéw zidentyfikowano biatko Suv3p, ktore uczestniczy w degradacji RNA
[34, 82]. W przeciwienstwie do rozktadu transkryptéw w cytoplazmie komorek
eukariotycznych, degradacja RNA w mitochondriach ssakéw moze by¢ stymulowana
procesem poliadenylacji [65, 69].

INTERFERENCJA RNA

Interferencja RNA — RNAI (ang. RNA interference), ktéra polega na degradacji
mRNA indukowanej dwuniciowym RNA — dsRNA (ang. double-stranded RNA)
jest konserwatywnym mechanizmem wystepujacym w komorkach eukariotycznych
[8]. Obecnos¢ dilugich dwuniciowych czasteczek kwasow rybonukleinowych w
komorkach eukariotycznych jest stanem nieprawidlowym, swiadczacym o obecnosci
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egzogennego RNA (transkrypcja transgendéw) lub infekcji wirusowej (RNA
powstajace w wyniku replikacji RNA-wiruséw) [7].

Zjawisko interferencji RNA jest zapoczatkowane fragmentacja dsRNA na czasteczki
o dlugosci okoto 22 nukleotyddw, ktore zostaty nazwane malymi interferujacymi RNA
— siRNA (ang. small interfering RNA). Reakcja hydrolizy jest katalizowana przez
kompleks enzymatyczny okreslany jako Dicer, zbudowany z RNazy IlI, ATP-zaleznej
helikazy RNA oraz domeny biatkowej wiazacej dSRNA. Domena wigzaca rozpoznaje
czasteczke dsRNA, helikaza RNA, wykorzystujaca ATP do przemieszczania si¢ wzdhuz
tancucha dsRNA, rozplata obie nici, natomiast RNaza III hydrolizuje wiazania
fosfodiestrowe, w wyniku czego powstaja czasteczki siRNA [12].

W kolejnym etapie siRNA wiaza si¢ z wielobiatkowym kompleksem RISC (ang.
RNA-induced Silencing Complex). Nastgpnie w obecnosci ATP dochodzi do
rozplecenia dwuniciowej czasteczki siRNA do postaci jednoniciowego kwasu
rybonukleinowego [49]. Jednoniciowe fragmenty RNA wiaza si¢ z komplemen-
tarnymi sekwencjami mRNA, co stymuluje degradacje transkryptu i hamuje ekspresje
genu [51, 57].

W interferencji RNA uczestnicza rowniez czasteczki kwasu rybonukleinowego,
ktére zostaly nazwane mikroRNA — miRNA (ang. microRNA). Powstaja one w
wyniku zlozonego procesu zachodzacego w jadrze i cytoplazmie. W jadrze komor-
kowym z pri-miRNA w wyniku dziatania enzymu Drosha wykazujacego aktywnosé¢
RNazy III, powstaja czasteczki dtugosci okoto 70 nukleotydéw nazwane pre-miRNA.
Sa one nastgpnie transportowane do cytoplazmy, w ktorej kompleks enzymatyczny
Dicer przeksztalca je do jednoniciowych miRNA, skladajacych si¢ z okolo 22
nukleotydow [24, 56, 78]. W cytoplazmie dojrzale miRNA wiazane sa w
kompleksach rybonukleoproteinowych [18]. W kolejnym etapie czasteczki miRNA
tacza sie z koncami 3' transkryptow. Dalsze losy mRNA zaleza od sposobu zwiazania
sic¢ miRNA. Jezeli miRNA zwiaze si¢ z docelowym transkryptem w sposob
czesciowo komplementarny, to dochodzi do inhibicji procesu translacji. Z kolei jezeli
czasteczki te polacza si¢ ze soba w sposob catkowicie komplementarny, wowczas
mRNA jest kierowane na droge degradacji [80].

DEGRADACJA RNA PRZEZ UKLAD 2-5A/RNaza L

W komorkach ssakow uktad 2-5A/RNaza L uczestniczy w degradacji RNA
wiruséw, hamujac tym samym ich replikacje. Wirusy wiaza si¢ ze swoistymi
receptorami btony komodrkowej, co umozliwia ich wniknigcie do cytoplazmy. W
komorce dochodzi do integracji materiatu genetycznego wirusa z genomem gospo-
darza. Zakazenie komorki wirusem stymuluje wytwarzanie interferonu. Czasteczki
interferonu sa wydzielane przez zakazong komodrke do przestrzeni miedzykomorkowej,
a nastepnie przylaczaja si¢ do receptoréw na sasiednich komorkach, wywotujac w
nich stan antywirusowy. Interferon pobudza komorki do syntezy specyficznych bialek,
m.in. rybonukleazy L (RNazy L) i syntetazy 2-5A wytwarzajacej oligo 2-5A
(oligonukleotydy adenylowe) [66].
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Syntetaza 2-5A, ktorej wytwarzanie jest indukowane przez interferon, wymaga do
swej aktywnosci obecnosci dwuniciowego RNA, powstajacego na skutek replikacji
RNA-wiruséw [42]. Oligonukleotydy wytwarzane przez syntetaze 2-5A wiazg si¢ z
rejonami zlokalizowanymi w obregbie sekwencji ,,ankirynopodobnych” RNazy L, co
powoduje jej zmiany konformacyjne i stymuluje aktywno$¢ enzymatyczna [53].

W strukturze ludzkiej RNazy L, zbudowanej z 741 reszt aminokwasowych,
zidentyfikowano dziewie¢ sekwencji ,,ankirynopodobnych”, motywy o budowie kinazy
biatkowej wigzace ATP oraz C-koncowa domeng o aktywnosci endonukleolitycznej
[86]. Aktywna RNaza L dziala jako dimer zbudowanym z dwoéch identycznych
podjednostek. Proces dimeryzacji zachodzi w obecnosci oligo 2-5A [75].

PODSUMOWANIE

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan wskazuja na istnienie réznych
mechanizméw degradacji RNA, stanowiagcych jeden z etapow potranskrypcyjnej
regulacji ekspresji genow. Szczegdélowe poznanie tych proceséw moze umozliwié
wplywanie na przebieg wewnatrzkomérkowych szlakéw metabolicznych. Wskazuje
si¢ na mozliwos¢ ich zastosowania w biologii molekularnej, biotechnologii i medycynie.
Juz dzi$ niektore sposrod tych mechanizméw wykorzystywane sa w celu kontro-
lowanej degradacji RNA. Umozliwiaja one blokowanie ekspresji okreslonych gendw,
glownie kodujacych biatka onkogenne, czynniki wzrostu oraz biatka uczestniczace
w przekazywaniu sygnatéw komorkowych.
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