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Streszczenie: MikroRNA (miRNA) to grupa jednoniciowych, niekodujacych RNA, ktore reguluja ekspresjg
genow strukturalnych na poziomie posttranskrypcyjnym. Pierwotny transkrypt mikroRNA ma kilkaset
nukleotydow dtugosci, natomiast aktywna forme dojrzata stanowia krotkie fragmenty 21-23-nukleotydo-
we. Wiaza si¢ one zmRNA genu docelowego katalizujac jego degradacje, jesli komplementarnos$¢ sekwencji
jest catkowita, lub zahamowanie procesu translacji w przypadku niepelnej komplementarnosci. Dotych-
czas opisano kilkaset genéw kodujacych miRNA w genomach roslinnych i zwierzecych. Wiele waznych
procesdéw zyciowych zalezy od kontroli ekspresji genéw poprzez miRNA. Niektore z nich bezposrednio
reguluja rozwoj, inne wpltywaja na przebieg procesu $mierci programowanej, istnieja tez miRNA niezbgdne
dla prawidlowej sygnalizacji komorkowej. Profil ekspresji miRNA charakteryzuje poszczegélne typy
nowotworoéw znacznie lepiej niz profil ekspresji mRNA, co moze mie¢ znaczenie diagnostyczne i terapeu-
tyczne. Praca przedstawia przeglad aktualnego stanu wiedzy na temat dojrzewania miRNA, mechanizmow
regulacji ekspresji genéw za ich posrednictwem oraz roli tych czasteczek w embriogenezie, hematopoezie
ionkogenezie.

Stowa kluczowe: miRNA, regulacja ekspresji genow, onkogeneza.

Summary: MicroRNAs (miRNAs) constitute a group of single-stranded, noncoding RNAs that regulate the
expression of structural genes on post-transcriptional level. miRNAs are transcribed as several hundred-
nucleotide pri-miRNAs. The mature, active form is only 21-23 nucleotides long and it binds target mRNAs
containing antisense sequences. miRNA can either catalyze cleavage of mRNA that are perfectly base-
paired to its sequence, or inhibit the translation of mRNAS that form an imperfect complex with the miRNA.
Hundreds of miRNAs are described to date, which populate the genomes of plants and animals. They are
necessary for crucial cellular and developmental processes. Some of them directly regulate the development;
some affect programmed cell death (PCD), some at last are essential for signal transduction. miRNA expres-
sion profiles classify human cancers better than mRNA profiles what may be of big diagnostic and therapeu-
tic value. This study presents the current understanding of miRNA biogenesis, regulatory mechanisms and
the role that miRNAs exert in embryogenesis, hematopoiesis and oncogenesis.
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WSTEP

Mechanizm indukujacy posttranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genéw w odpowiedzi
na wprowadzenie egzogennych, dwuniciowych fragmentéw RNA (dsRNA) o sekwencji
identycznej jak mRNA genu docelowego opisano po raz pierwszy u nicienia C. elegans
[5, 8, 11]. Wkrotce okazalo sig, ze odpowiedzialny jest on za obserwowane juz wczesniej
zjawisko inaktywacji genéw w komorkach niektorych grzybow i roslin. Obecnos$c¢ tego
rodzaju regulacji potwierdzono takze u Drosophila melanogaster. Pierwsze do$wiad-
czenia z interferencyjnym RNA u kregowcow nie przyniosty oczekiwanych rezultatow.
Wprowadzenie dlugich fragmentow dsRNA aktywuje bowiem system odpornosciowy
do odpowiedzi nieswoistej, migdzy innymi do produkcji interferonu (system ten nie
wystgpuje u bezkregowcow), co implikuje globalne posttranskrypcyjne zahamowanie
ekspresji genow [8].

Badania mechanizmu interferencji w komorkach roslin i bezkrggowcow pozwolity
stwierdzi¢, ze dlugie fragmenty dsRNA sa cigte na charakterystyczne 21-nukleotydowe
odcinki z wystajacymi (overlapping) 2-nukleotydowymi koncami 3’. Okreslono je jako
dupleksy matych, interferujacych RNA (small interfering RNAs duplexes, siRNAS).
Jedna ni¢ takiego dupleksu siRNA jest nast¢pnie wiaczana w duzy kompleks biatkowy,
RISC (RNA induced silencing complex) [25]. Kompleks RISC/siRNA taczy si¢
nastepnie z fragmentem sekwencji 3°-UTR (3 " untranslated region) genu docelowego
1w zaleznosci od stopnia komplementarnosci moze powodowac degradacje mRNA lub
tylko zahamowanie translacji przy zachowaniu integralnosci transkryptu [20, 27, 34].

Dalsze badania nad siRNA u krggowcoOw umozliwita obserwacja, ze wprowadzenie
dsRNA krotszych niz 30 bp nie indukuje wydzielania interferonu. Okazato si¢ wowczas,
ze szlak regulacji ekspresji genow via mechanizm interferencji u ssakow moze by¢ w
pelni aktywny.

Poszukiwanie endogennych dupleksow siRNA o dtugosci 21 bp u Drosophila i C.
elegans wykazalo, ze sa one obecne w obu tych systemach, potem niespodziewanie
istnienie ich opisano u krggowcow, gdzie kodowane sa przez ponad 200 roznych genow
[13,20, 29]. Ta wlasnie grupa endogennych RNA okreslana jest obecnie mianem miRNA
(microRNA). miRNA sa transkrybowane jako fragmenty o dtugosci kilkuset nukleo-
tydow, przejsciowo podczas dojrzewania przyjmuja strukture ,,szpilki do wtoséw” (60—
90 nt), by ostatecznie sta¢ si¢ aktywna forma o dtugosci 21 nt, ktoéra, podobnie jak
siRNA, moze wejs¢ w sktad kompleksu RISC [10].

miRNA

Po raz pierwszy miRNA opisane zostaty przez Ambrosa i Ruvkuna w 1993 r. [33,
35]. Badajac stadia rozwoju Caenorhabditis elegans stwierdzili oni, ze do prawidlowego
przejscia ze stadium larwalnego L1 do L2 niezbgdna jest krotka sekwencja RNA
hamujaca ekspresj¢ genu strukturalnego /in-14 [3, 8, 27, 33, 34]. Gen lin-4 C. elegans
koduje RNA o dlugosci 21 nukleotydow, ktore rozpoznaje i wiaze sekwencje
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komplementarne w regionie 3’UTR mRNA genu /in-14. W ten sposob dochodzi do
zahamowania jego translacji podczas przejscia z pierwszego do drugiego stadium
larwalnego, dzieje si¢ to jednak bez degradacji mRNA [34, 35]. Kolejnym opisanym
genem, kodujacym miRNA byt /et-7 zaangazowany takze w regulacje rozwoju nicienia.
Wkrétce potem geny homologiczne do let-7 znaleziono w genomach muszki owocowe;j
i czlowieka. Stato si¢ jasne wowczas, iz miRNA stanowig konserwatywne filogenetycznie
negatywne regulatory ekspresji genow. Ekspresja miRNA jest tkankowo lub nawet
komoérkowo-specyficzna, zalezy rowniez od stadium rozwoju [23, 25].

BIOGENEZA miRNA

Ilo$¢ poznanych genéw kodujacych miRNA stale rosnie. Przypuszczalnie jest ich
kilkaset (200—1000 w zaleznosci od gatunku), co stanowi ponad 1% genomu danego
organizmu [16, 34]. Moga mie¢ one roézne lokalizacje: w intronach gendéw badz w
obszarach pozagenowych. Wystgpuja pojedynczo lub w policistronowych skupiskach
(37% znanych ludzkich miRNA zlokalizowanych jest w skupiskach po dwa lub wigcej).
Jesli znajduja si¢ w intronie, przypuszczalnie wykorzystuja promotor i elementy
regulatorowe genu gospodarza. Natomiast regulacja genow miRNA zgrupowanych w
formie policistrondéw jest najprawdopodobniej wspdlna, analogicznie do operonow
bakteryjnych [20].

Wigkszos$¢, jesli nie wszystkie miRNA jest transkrybowana przez polimeraze 11,
transkrypt pierwotny ma czapeczke (cap) i ogonek poli-A [13]. Dojrzewanie miRNA
przebiega dwuetapowo, przy czym oba etapy katalizowane sa przez enzymy z duzej
rodziny rybonukleazy III: Drosha i Dicer.

Drosha

Transkrypt pierwotny miRNA, pri-miRNA (primary miRNA) sklada si¢ z kilkuset
nukleotydow. Pierwszy, jadrowy etap dojrzewania polega na wycigciu z tego transkryptu
fragmentu o dtugosci okoto 70 nt, przyjmujacego forme szpilki do wlosow. Na koncu
3’ struktura taka ma dwunukleotydowe ,,wysunigcie” (ryc. 1). Za przebieg tego etapu
odpowiedzialny jest enzym Drosha [34].

Drosha sg biatkami jadrowymi o wielkos$ci 130—-160 kDa, zawierajacymi dwie domeny
katalityczne o aktywnosci RNazy Il i domeng wiazaca dsSRNA (dsRBD, dsRNA Binding
Domain) w czesci C-koncowej [32]. Jak ostatnio wykazano, Drosha wystepuja w
kompleksie z biatkiem dsRBD Pasha (u Drosophila) lub DGCRS8 (DiGeorge syndrome
Critical Region Gene 8) u ssakow. Kompleks ten nazywany jest mikroprocesorem [13,
25]. Sam enzym Drosha wykazuje niespecyficzna aktywnos¢ RNazy, o specyfice
prawdopodobnie decyduje Pasha/DGCRS [10]. Nastepnie pre-miRNA eksportowany
jest do cytoplazmy przez biatko Exportin-5 (Exp5). Exportin-5 nalezy do rodziny
karioferynowych, jadrowo-cytoplazmatycznych czynnikow transportujacych, zaleznych
od wiazacego GTP kofaktora Ran [8].
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Dicer

W nastgpnym etapie dojrzewania miRNA bierze udzial rybonukleaza Dicer. Biatka
Dicer sa duze, okoto 200 kDa; zawieraja domeny o aktywnos$ci ATP-azy/helikazy RNA,
domeng PAZ i DUF283, dwie domeny katalityczne o aktywnosci rybonukleazy (RIITA
1 RIIIB) i C- koncowa domen¢ dsRBD [10]. U drozdzy i kregowcoéw wystepuja geny
dla jednego rodzaju biatka Dicer, natomiast u Drosophila, Arabidopsis i kilku innych
organizmow opisano dwa lub nawet wigcej genow, ktorych produkty nieznacznie réznia
si¢ funkcja. Jest to enzym zalezny od ATP, odzaczajacy si¢ wysokim powinowactwem
do dwuniciowych RNA (dsRNA) posiadajacych 2nt wysunigcie na koncu 3°. Za
rozpoznanie tego fragmentu odpowiada domena PAZ. Po przytaczeniu RNA Dicer
przecina oba tancuchy w odlegltosci ~21nt od miejsca wiazania (ryc. 1). Dzieje sig tak
w przypadku ,,0brobki” dlugich dsRNA (np. egzogennych), a takze wowczas, gdy
Dicer przylaczy sig¢ do pre-miRNA [20, 34]. Fakt, ze Dicer przecina tancuchy RNA w
okreslonej odleglosci od zakonczenia pre-miRNA, oznacza, iz struktura pre-miRNA
determinuje sekwencje dupleksu miRNA::miRNA, powstatego w wyniku dziatania tego
enzymu. Prawidlowe dziatanie nukleazy Dicer uwarunkowane jest prawdopodobnie
potaczeniem z biatkiem Loquacious (LOQS) u Drosophila badz jego ortologiem TRBP
(HIV-1 Transactivating Response RNA-binding Protein) u ssakow [12, 14].

Dupleksy miRNA sa nietrwale i w zwiazku z tym trudne do wykrycia, tancuchy
RNA bowiem dosy¢ szybko ulegaja rozdzieleniu [8]. Z wigkszo$ci prekursorowych
miRNA powstaje tylko jedna czasteczka dojrzatego miRNA, a o wyborze okreslonego
tancucha decyduje stabilno$¢ par zasad na zakonczeniach dupleksu. W przypadku
niektérych pre-miRNA (np. miR-30) dojrzate miRNA moga powstac¢ z obydwu nici
dupleksu. Krotki okres pottrwania dupleksow miRNA wynika prawdopodobnie z faktu,
iz dojrzate czasteczki miRNA dosy¢ szybko wiaczane sa w kompleks RISC (inaczej
miRNP - kompleks miRNA 1 biatek). Budowa tego kompleksu nie jest jeszcze wyjasniona
do konca, wiadomo na pewno, ze w jego sktad wchodza migdzy innymi biatka rodziny
Argonaut [25].

Biatka Argonaut

Bialka Argonaut mozna podzieli¢ na dwie podrodziny: Ago i Piwi. U cztowieka i
innych ssakow powszechnie wystepuja 4 biatka Ago (hAgo1-4), natomiast ekspresje 4
genow podrodziny Piwi opisano dotychczas jedynie w komorkach jader i komérkach
macierzystych uktadu hemopoetycznego; ich funkcja nie jest znana. Eukariotyczne biatka
Argonaut maja wielkos¢ ~100 kDa i sa silnie zasadowe. Maja one domeng PAZ (podobnie
jak biatka Dicer) i domeng Piwi, wspdlna dla podrodzin Ago/Piwi [10]. Jak wczesniej
wspomniano, domena PAZ odpowiada za specyficzne wigzanie duplekséw RNA z
wystajacymi, 2 nt koncami 3’°. Natomiast domena Piwi, w ktorej sktad wchodzi trojka
kwasnych aminokwasow DDE typowych dla RNazy H (enzym przecinajacy ni¢ RNA
hybrydy DNA:RNA) i enzymow jej podobnych, stanowi by¢ moze o endonukleolitycznej
aktywnosci kompleksu RISC.
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Kompleks RISC

U Drosophila w sktad kompleksu RISC zawsze wchodzi biatko lub biatka rodziny
Argonaut, biatko VIG (Vasa Intronic Gene protein, RBP), Tudor-SN (biatko majace
pie¢ domen SN o aktywnosci nukleazy i domeng Tudor) i dFXR, bedace ortologiem
ludzkiego biatka FMRP (fragile X mental retardation protein) [10]. FMRP i FXR1 to
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biatka wiazace RNA, dziatajace jako modulatory translacji, gldownie w neuronach, co
moze mie¢ tez zwiazek z ich rola w represji translacji indukowanej przez miRNA.
Wydaje sig, ze podobnie zbudowane sa kompleksy RISC u innych gatunkéw. U cztowieka
poza biatkami Argonaut w sktad kompleksu wchodza takze m.in. helikazy Gemin 3 i
Gemin 4 [15, 20].

Wydaje sig, ze wlaczenie miRNA w kompleks RISC odbywa si¢ w ten sposob, iz
jeden ze sktadnikow tego kompleksu, enzym o aktywnosci helikazy, wiaze sig do tego
zakonczenia dupleksu, w ktorym struktura dwuniciowa jest mniej stabilna i rozplata ja
wykorzystujac energi¢ z ATP [10]. Ni¢ RNA, ktorej koniec 5’ znajduje si¢ w miejscu
wiazania helikazy, zostaje wtaczona do RISC (ryc. 1).

Funkcjonalny kompleks RISC/siRNA moze mie¢ r6zna wielkos$¢ i budowe, poczawszy od
100-160 kDa w przypadku struktury ztozonej tylko z bialek Ago i siRNA, po tzw. holo-
RISC, sedymentujacy przy 80S, odpowiadajacy prawdopodobnie 300-500 kDa kompleksowi
asocjujacemu z rybosomami [ 10].

MECHANIZM DZIALANIA miRNA

Obecna w kompleksie RISC ni¢ miRNA pehni rolg ,,przewodnika”, pozwalajacego
mu odnalez¢ komplementarng sekwencje mRNA. Opisano dwa r6zne mechanizmy
dziatania miRNA, zdeterminowane stopniem ich komplementarnosci z obszarem
3°-UTR docelowego mRNA [10, 15].

Jesli sekwencje te sa wysoce komplementarne, to potaczenie RISC/siRNA/mRNA
implikuje przecigcie mRNA naprzeciwko srodkowej czgsci przytaczonego miRNA przez
niezidentyfikowana dotad rybonukleaze okreslang mianem ,,Slicer”. Przecigcie mRNA
w obregbie kompleksu RISC nastgpuje pomigdzy miejscami sparowanymi z 10 a 11
nukleotydem siRNA/miRNA, liczac od konca 5’; proces ten nie wymaga obecnos$ci
ATP. Kompleks RISC oddysocjowuje (miRNA pozostaje z nim zwigzane) i moze wigzac
kolejne mRNA. Powstate w wyniku przecigcia dwa fragmenty mRNA ulegaja degradacji
przez egzonukleazy komorkowe. Taka sytuacja ma miejsce najczes$ciej w komorkach
roslinnych [27].

Jesli natomiast sparowanie zasad nie jest doskonate, co jest niemalze reguta w komoérkach
zwierzgcych, dochodzi do zahamowania translacji danego transkryptu bez jego zniszczenia
(ryc. 1). Jedynym do tej pory opisanym odstgpstwem od tej reguty jest mir-196, powodujacy
przecigcie mMRNA genu HOXSB po zahamowaniu jego translacji [34]. Na poziomie komorki
negatywna regulacja ekspresji genu w drodze repres;ji translacji jest mniej efektywna niz
przez degradacje mRNA, chociazby ze wzgledu na prawdopodobnie konieczny dtuzszy
kontakt pojedynczego kompleksu RISC/siRNA z sekwencja 3’-UTR. Dla osiagnigcia
podobnej wydajnosci najczesciej konieczne jest rozpoznanie i zwiazanie kilku miejsc w
obszarze 3’-UTR mRNA genu docelowego przez kilka takich samych badz roznych miRNA
o niepetnej komplementarnosci (ryc. 1). Zupehie niejasny natomiast jest mechanizm takiej
represji translacji, by¢ moze pewna rolg odgrywa w nim asocjujace z biatkami Argonaut i
miRNA biatko FMRP/dFXR, (regulator translacji istotny dla prawidtowego dojrzewania
1 funkcjonowania komoérek nerwowych) [34].
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Mozliwe, ze budowa kompleksu RISC przecinajacego mRNA jest nieco inna niz
kompleksu hamujacego translacjg, przypuszcza sig, ze roznica ta dotyczy¢ moze wlasnie
biatek rodziny Argonaut. Badania biatka Ago2 wskazuja, iz wlasnie ono moze by¢
enzymem odpowiedzialnym za degradacj¢ docelowego mRNA, czyli poszukiwanym
»Slicerem”, natomiast za inhibicje translacji odpowiedzialne sa prawdopodobnie
wszystkie znane biatka rodziny Ago [10].

Przecigtne miRNA ma okoto 100 sekwencji docelowych, co oznacza, iz miRNA
wplywaja na ekspresje bardzo wielu gendéw strukturalnych.

POLIMORFIZM LUDZKICH PRE-miRNA

Udowodniono, ze integralno$¢ w obrebie struktury ,,szpilki do wtosow” ma krytyczne
znaczenie dla procesu dojrzewania miRNA, jednak wydaje si¢, ze specyfika nukle-
otydowa tego fragmentu nie odgrywa wigkszego znaczenia. W wyniku analizy 173
pre-miRNA u 96 0s6b w 10 z nich stwierdzono wystgpowanie polimorfizmu [18]. W
wigkszos$ci przypadkow nie naruszaty one integralnosci struktury ,hairpin”. Kilka z
nich jednak prowadzito do zmian w jej obrgbie, co moze implikowaé zaburzenia
dojrzewania na etapie dziatania nukleazy Drosha. W przypadku miR-30c-2 polimorfizm
C na A dotyczy nawet sekwencji dojrzatego miRNA, co ma o tyle znaczacy wplyw na
jego funkcje, ze moze zmienia¢ ,,powinowactwo” do genu docelowego [18].

ROLA miRNA

Sygnalizacja wewnatrzkomorkowa

Regulacja ekspresji genéw przez miRNA ma wpltyw na wiele istotnych proceséw
zyciowych, migedzy innymi na przekazywanie sygnatu w komorce [34]. Przyktadem
jest sygnalizacja insulinowa. Udowodniono, ze nadekspresja miR-375, zachowanego
ewolucyjnie miRNA typowego dla komorek wysepek trzustki, hamuje wydzielanie
insuliny wywotane wzrostem poziomu glukozy [28]. Natomiast zahamowanie funkcji
endogennego miR-375 powoduje wzrost wydzielania insuliny. Zjawisko to, niezalezne
od metabolizmu glukozy czy tez zmian wewnatrzkomérkowego poziomu Ca?', okazato
si¢ wynika¢ z bezposredniego wplywu miR-375 na ekspresje genu Myotrophiny
(MTPN), co moze stanowi¢ obiecujacy cel w terapii cukrzycy [28, 34].

miRNA a nowotworzenie

Ostatnie badania wskazuja, ze zaburzenia w ekspresji miRNA moga przyczyniaé
si¢ do rozwoju wielu chorob, w tym powstawania procesu nowotworowego [7]. Jednym
z najlepiej poznanych miRNA jest let-7, pierwszy raz opisany u C. elegans [31].
Ekspresja homologicznego miRNA wystepuje w wielu tkankach ludzkich, a szczeg6lnie
wysoka jest w tkance plucnej. Natomiast nizsza niz normalnie ekspresjg let-7 opisano
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w komorkach niedrobnokomorkowego raka ptuca (NSCLC), wykazano takze korelacjg
pomigdzy jej poziomem i czasem przezycia chorych [31]. W uktadzie in vitro, nadeks-
presja let-7 hamuje wzrost komorek tego nowotworu. Mechanizm tego zjawiska nie
jest wyjasniony, jedna z hipotez zaktada udziat let-7 w regulacji kinazy LIM, nalezace;j
do rodziny enzymdw wplywajacych na ksztalt i mobilnos¢ komorek, co moze implikowac
ulatwienie powstawania odleglych przerzutow. Ostatnie doniesienia sugeruja natomiast
udziat let-7 w negatywnej regulacji onkogenu RAS [19].

Nizszy poziom ekspresji dojrzatych form ludzkich homologéw miR-143 i miR-145
obserwowany jest w stanach przedrakowych i w rakach jelita grubego [24]. Podobnie
obnizona ekspresja miR-15 i miR-16 wiaze si¢ z CLL. Opisano mechanizm prowadzacy do
obnizenia lub braku ekspresji tych miRNA — skupisko (cluster) genow miR15a-miR16
zlokalizowane jest na dlugim ramieniu chromosomu 13 (13q14), pomigdzy 2 i 5 egzonem
genu LEU2, czyli na obszarze czgsto ulegajacym delecji w przebiegu B-CLL [2, 5, 6, 24].

Ostatnie badania wykazuja, ze miR-15/16 sa negatywnymi regulatorami genu BCL-2,
co thumaczyloby wysoki poziom ekspresji tego genu w B-CLL [6].

Takze na chromosomie 13 (13g31), w locus, w ktorym cz¢sto dochodzi do amplifikacji w
chtoniakach grudkowych, chtoniakach komorek ptaszcza, rozlanych chtoniakach olbrzymio-
komorkowych, pierwotnych skérnych chioniakach z komérek B i innych (nieziarnicze
chtoniaki ztosliwe), miesci sig policistronowe skupisko mir-17-92. Analiza linii komérkowych
wywodzacych si¢ z chtoniakow B-komorkowych wykazata, ze poziom prekursorowych i
dojrzatych miRNA kodowanych przez geny z tego locus jest duzo wyzszy w komdrkach
nowotworowych w poréwnaniu z prawidlowymi limfocytami B [16]. W mysim modelu
chtoniaka B-komorkowego zwigkszona ekspresja mir-17-92 potaczona z ekspresja genu c-
myc przyspiesza rozwo0j guza, co moze wskazywac¢ na onkogenny charakter miRNA
wywodzacych sig z tego skupiska [25]. Produkt ludzkiego onkogenu c-MYC moze wiazaé
si¢ bezposrednio zmiRNA zlokalizowanymi w skupisku na chromosomie 13 i powodowaé
ich aktywacje¢ [26]. Z kolei dwa miRNA z tego skupiska, miR-17-5p i miR-20a sa
negatywnymi regulatorami czynnika transkrypcyjnego E2F1. Poniewaz ekspresja E2F1
jest bezposrednio aktywowana przez biatko MYC, oznacza to, ze produkt genu c-MYC
moze jednoczesnie aktywowac i hamowac ekspresje E2F 1, co umozliwia bardzo precyzyjna
kontrolg sygnatu do proliferacji [25, 26].

W komorkach chtoniakow B-komoérkowych, zwtaszcza w DLBCL (rozlany chtoniak
olbrzymiokomorkowy) obserwuje si¢ takze znacznie wyzszy (20—30x) niz w zdrowych
limfocytach B poziom miR-155. Gen kodujacy ten miRNA jest, jak si¢ okazato, zlokalizowany
w konserwatywnym regionie genu BIC (B-cell receptor inducible gene), ktorego nadeks-
presje w chtoniakach opisano juz dawno [9, 24]. Co wigcej, poziom ekspresji miR-155 r6znicuje
pierwotnego DLBCL o fenotypie aktywnych komorek B (ABC) od chloniaka o fenotypie
GC (germinal center), co moze mie¢ znaczenie diagnostyczne [9].

Wyniki badan ekspresji 217 miRNA w tkankach zdrowych i nowotworowych
wskazuja na to, ze profil ekspresji tych czasteczek odrdznia guzy lite od innych
nowotwordw, r6zny jest takze w zaleznosci od pochodzenia komoérek nowotworowych
(np. komorki nabtonkowe lub hemopoetyczne) [23]. Odmienng charakterystyke
ekspresji miRNA zaobserwowano takze w dwu podtypach przewlektej biataczki
limfatycznej B-komorkowej, rézniacych si¢ ekspresja kinazy ZAP-70 [3].
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Z dotychczasowych badan wynika, ze poziom ekspresji miRNA w komorkach
zdrowych i nowotworowych jest inny. Moze to wynikac z faktu, ze wigkszos$¢ poznanych
genow dla miRNA zlokalizowana jest w miejscach tamliwych (fra sites) lub miejscach
integracji wirusa HPV (human papilloma virus), czesto ulegajacych amplifikacji, delecji
lub translokacji w przebiegu transformacji nowotworowej [4]. Przypuszczalnie mikro-
RNA moga zachowywac sig jak geny supresorowe lub onkogeny (ryc. 2). Zalezy to
od rodzaju genu docelowego, ktoérego nadekspresja lub wyciszenie jest efektem
ostatecznym nieprawidlowej ekspresji miRNA [4, 6].

Istotna rowniez jest rola zaburzen mechanizmoéw dojrzewania miRNA w karcyno-
genezie 1 patogenezie innych chorob [13]. Utrata biatka FMRP (fragile X mental
retardation protein) powoduje zespo6t kruchego chromosomu X, jedna z najczgstszych
przyczyn uposledzenia umystowego. Wykazano, iz FMRP u ssakow wchodzi w inter-
akcje z kompleksami zawierajacymi miRNA, podobnie jak Dicer i AGO1 [34].

miRNA a rozwoj

Ekspresja wigkszosci miRNA jest tkankowo-specyficzna i zalezy od stadium
rozwojowego organizmu, co sugerowatoby ich udziat w regulacji rozwoju [5, 27].
Potwierdza to fakt, iz indukowane zaburzenia mechanizmow dojrzewania czasteczek
miRNA powoduja wczesne obumieranie embrionow. Opisano juz szereg miRNA istotnych
dla embriogenezy na réznych jej etapach: uwarunkowanych ekspresja genow Hox
(schemat rozwoju wzdhuz osi przednio-tylnej), rozwoju uktadu nerwowego i hematopoezy
[27]. Ciekawe doswiadczenie wykonano na rybie danio pregowany (zebrafish)
pozbawiajac ja wszystkich aktywnych czasteczek miRNA poprzez wylaczenie genu
kodujacego rybonukleazg Dicer, konieczna do prawidlowego ich dojrzewania [17]. U
takich mutantow zaobserwowano prawidtowa specyfikacje osi (zdefiniowanie glownych
osi ciala: brzuszno-grzbietowej i przednio-tylnej) i tworzenie planu (seria zdarzen, w ktorych
zroznicowane komorki sa aranzowane przestrzennie, tworzac tkanki i narzady). Powazne
defekty pojawily si¢ dopiero podczas morfogenezy; nieprawidlowosci dotyczyty miedzy
innymi neurulacji [mezoderma grzbietowa i pokrywajaca ja ektoderma wchodza w
interakcje (indukcja), tworzac rynienkg cewy nerwowej, proces ten zapoczatkowuje
organogenezg 1 dzieli ektodermg na trzy populacje komorek: cewg nerwowa, naskorek i
komorki grzebienia nerwowego], formowania komor mozgu, utozenia komorek podczas
gastrulacji, rozwoju uktadu sercowo-naczyniowego etc. Mogloby to §wiadczy¢ o tym, iz
wczesne etapy rozwoju embrionalnego, kontrolowane przez geny, takie jak: Nodal,
Hedgehog, Wnt, Notch, FGF i BMP, przebiegaja bez udziatlu miRNA, badz ze w
dojrzewaniu miRNA dla tych genéw docelowych bierze udziat rybonukleaza inna niz
Dicer. Jednak podobne doswiadczenie przeprowadzone na myszkach doprowadzito do
$mierci embriondw jeszcze przed etapem specyfikacji osi [17].

miRNA a komorki macierzyste

Jesli wezmie si¢ pod uwage zaangazowanie miRNA w regulacj¢ rozwoju osobniczego, nie
dziwi fakt, ze wiele z nich wybiorezo ulega ekspresji w komorkach macierzystych, mogac wplywac
naich whasciwosci, takie jak: nieograniczona mozliwos¢ samoodnowy przy zachowaniu zdonosci
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+ EKSPRESJA + EKSPRESJA
miR 155
miR 21 B E2F1
miR 17-5 ?
miR 20a
PROLIFERACJA t
miRNA GENY DOCELOWE INWAZYJINOSC 1
ANGIOGENEZA *
APOPTOZA
+ EKSPRESJA t EKSPRESJA
miR 15A
miR 16-1 _ BCL-2
miR 143 RAS
miR 145 ?
let-7

Rycina 2. Udziat miRNA w onkogenezie (wg [4, 6] modyfikacja)

do réznicowania i ich pluripotencjalnos¢ (za utrzymanie komorek w stanie pluripotencjalnym
odpowiada bezposrednio gen zrodziny POU kodujacy czynnik transkrypcyjny Oct4, za zdolnosé¢
do samoodnowy moze odpowiada¢ LIF (Leukemia Inhibitory Factor) aktywujacy Stat3. W
embrionalnych komorkach macierzystych ES (embryonic stem) sklonowano 36 RNA o
charakterystyce typowej dla miRNA, z czego 15 okazalo si¢ by¢ nowymi, nieopisanymi dotad
czasteczkami miRNA [30]. Poréwnujac ekspresje miRNA w ES z ekspresja w EC (embryonic
carcinoma) 1 innych typach komorek stwierdzono, ze sa pewne miRNA obecne zar6wno w
ES, jak w EC (by¢ moze odgrywaja one konserwatywna role w ludzkich pluripotencjalnych
komorkach macierzystych); sa takie, ktore ulegaja ekspresji wytacznie w ES (funkcje typowe
dla komorek ES?), takie, ktore sa rzadkie w ES, natomiast czgste np. w linii HeLa (miRNA,
ktorych ekspresja typowa jest dla okreslonego stadium réznicowania komorki, moga odpowiadaé
zaregulacjg rozwoju i réznicowania) i wreszcie takie, ktorych ekspresja jest powszechna (regulacja
podstawowych funkcji komoérkowych) [30].

Ciekawa jest takze obserwacja poziomu ekspresji miRNA ze skupiska miR-12-13-
14 (chromosom 19) — obnizenie ich ekspresji nastgpuje wezesniej niz spadek ekspres;ji
genu Oct4, najwczesniej dotychczas poznanego markera komorek ES. By¢ moze wiasnie
te miRNA sa regulatorami najwczes$niejszej fazy rozwoju embrionalnego [30].

Ostatnie badania wykazaty, ze komérki macierzyste muszki owocowej nie poddaja
si¢ zatrzymaniu cyklu komdrkowego (cell cycle arrest) dzigki miRNA, ktére hamuja
ekspresje genu Dacapo (DAP), kodujacego inhibitor cyklu komérkowego [12].

BADANIA EKSPRESJI miRNA

Jedna z ciekawych cech charakteryzujacych miRNA jest specyfika ich ekspres;ji,
zalezna od rodzaju tkanki i/lub stadium rozwojowego. Wczesne badania ekspresji miRNA
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wykorzystywaty odwrotna transkryptazg i opieraly si¢ glownie na hybrydyzacji typu
Northern [29]. Jedna z najnowoczes$niejszych metod badan ekspresji jest analiza
mikromacierzy. W klasycznych mikromacierzach jednak czesto wykorzystuje si¢ do
odwrotnej transkrypcji oligo-dT, natomiast dojrzate miRNA nie maja ogonka poli-A.
Kilka grup opracowato ostatnio specyficzne mikromacierze oligonukleotydowe dla
miRNA. Oligo-nukleotydy komplementarne do miRNA potaczone sa kowalencyjne z
membranami (solid support matrix) lub syntetyzowane na nich in situ. Probki miRNA
poddaje si¢ odwrotnej transkrypcji z mieszaning starterow, a powstate cRNA jest
znakowane fluorochromami; miRNA moze by¢ tez znakowane bezposrednio. Ostatnio
wprowadzono tez nowe metody symultanicznego znakowania wieloma fluorochromami,
umozliwiajace czuta detekcje nawet rzadkich miRNA. Metody te umozliwiaja analizg
zmian poziomu ekspresji miRNA w czasie i sa doktadniejsze niz hybrydyzacja typu
Northern [22].

Poniewaz ilo$¢ opisanych miRNA stale rosnie, bedzie temu zapewne towarzyszyto
powstawanie nowych mikromacierzy [34].

POSZUKIWANIE NOWYCH miRNA

Proby poszukiwania nowych miRNA rozpoczely si¢ juz w momencie opisania genu
let-7 u C. elegans [1]. W tym celu przeszukuje si¢ bazy danych wykorzystujac
programy, takie jak BLASTN, umozliwiajace odnalezienie sekwencji homologicznych.
Innym sposobem jest wyszukiwanie sekwencji RNA, ktorych budowa sugeruje praw-
dopodobienstwo tworzenia struktur ,,szpilki do wlosow” (programy Mfold, MiRscan,
struktura drugorzedowa). Jeszcze inna jest zasada metody znanej jako cieniowanie
filogenetyczne (phylogenetic shadowing). Opiera si¢ ona na poréwnaniu sekwencji
gatunkow blisko spokrewnionych, co umozliwia identyfikacjg sekwencji konserwatyw-
nych na poziomie nukleotydowym [1]. Wszystkie do tej pory poznane ludzkie i mysie
miRNA oraz ich prekursory wpisane sa do specjalnego rejestru (miRNA Registry).

Poszukiwanie genéw docelowych

Przewidywanie sekwencji docelowych dla miRNA u roslin jest dosy¢ proste, do swojego
dziatania wymagaja one bowiem calkowitej homologii z obszarem 3’UTR. U zwierzat
sytuacje komplikuje fakt, ze homologia ta wcale nie musi by¢ pelna, co wigcej — wigkszo$¢
sekwencji docelowych rozni si¢ przynajmniej kilkoma nukleotydami[1, 21]. Zasadniczymi
kryteriami wspolnymi dla wszystkich metod poszukiwania genow docelowych sa:

1) komplementarno$¢ pomigdzy 3’UTR potencjalnego genu docelowego a miRNA ze
zwroceniem uwagi na krytyczny moment idealnej komplementarnosci w okolicy 5° konca
miRNA,

2) konserwatywno$¢ docelowych sekwencji 3’UTR pomigdzy genami ortologami,

3) kinetyka i termodynamika reakcji pomigdzy miRNA i genem docelowym, okre§lona
przy pomocy programu analizujacego II-rzgdowa struktur¢ RNA (folding).
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Najbardziej znanym programem do poszukiwania gendw docelowych jest algorytm
TargetScan (kreggowce), natomiast program zawezajacy poszukiwania tylko do sekwencji
ludzkich to DIANA MicroT [1,21]. Opisano juz wiele przypuszczalnych gendw docelowych,
na przyktad N-MYC dla miR-101, E2F[ dla miR-201-106, SDF'I dlamiR-23a1-23b czy
G6PD dla miR-1 i -206. Potwierdzono jednoczes$nie, ze najwazniejszy dla rozpoznania
genu docelowego jest konserwatywny region 5’ miRNA [21].

Odkrycie miRNA jest jedna z wigkszych niespodzianek genetyki molekularnej, jakie
wydarzyly si¢ w ostatnich czasach. Niewielka jest jeszcze nasza wiedza na temat
doktadnych mechanizméw dziatania miRNA i genéw, na ktorych ekspresje wptywaja.
Wiadomo jednak, ze badania nad miRNA moga utatwi¢ zrozumienie biologii kluczowych
procesow zyciowych komorek i organizmow.
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