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Streszczenie: W 2006 roku Nagrodg Nobla w dziedzinie medycyny/fizjologii otrzymali dwaj amerykan-
scy badacze Andrew Fire i Craig Mello za fundamentalne odkrycia w regulacji ekspresji gendw u euka-
riontow. Dowiedli, Zze obecnos$¢ dwuniciowego RNA w komorkach indukuje mechanizm prowadzacy do
specyficznego wyciszenia aktywnosci genu. Mechanizm ten nazwali interferencja RNA (RNAi). Dwuni-
ciowy RNA jest w komorce rozcinany na krotkie, efektorowe RNA, zwane siRNA, ktore doprowadzaja
do wybiodrczej degradacji docelowego mRNA. Proces zachodzi w cytoplazmie. Dwuniciowe RNA moga
pojawi¢ si¢ w komoérce migdzy innymi na skutek infekcji wirusowej lub jako produkty transkrypcji
retrotranspozonéw lub sekwencji nukleotydowych o odwréconej orientacji. Mechanizm ten obserwuje
si¢ u niemal wszystkich eukariontow, a jego pierwotnym zadaniem byta najprawdopodobniej obrona
komorki przed inwazyjnymi formami kwasow nukleinowych. Krotkie czasteczki RNA sa rowniez kodo-
wane przez jadrowe genomy eukariontéw. Ich sposob dziatania jest bardzo podobny do sposobu dziata-
nia siRNA. Sa zaangazowane w regulacj¢ rozwoju oraz w odpowiedz komorki na zmiany w otoczeniu.

Stowa kluczowe: Nagroda Nobla, interferencja RNA, mikro RNA, regulacja ekspresji genow.

Summary: The 2006 Nobel Prize in Physiology or Medicine was awarded to two American scientists —
Andrew Fire and Craig Mello for the fundamental discoveries in gene expression regulation in eukaryotes. They
have shown that the presence of double-stranded RNA in the cell induces specific gene silencing. This pheno-
menon was called RNA interference — RNAi. Double-stranded RNA is digested in the cell to short effector
RNAs, called siRNAs, which are directly responsible for the selective degradation of target mRNA. The
process takes place in the cytoplasm. Double-stranded RNA may appear in the cell as a consequence of viral
infection or as a product of transcription of retrotransposones or inverted — repeat sequences. The mechanism
is present in almost all eukaryotes, and its primary goal was, most probably, the protection of the cell against
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invasive forms of nucleic acids. Short RNAs have been also found to be encoded by endogenous, eukaryotic
genes. Their mode of action closely resembles that of siRNA molecules. They are involved in the regulation of
developmental processes and cell responses to environmental changes.

Key words: Nobel prize, RNA interference, micro RNA, gene expression regulation.

WSTEP

Nagroda Nobla w zakresie medycyny i fizjologii przypadta w roku 2006 dwom
amerykanskim uczonym za fundamentalne odkrycia mechanizméw kontroli ekspres;ji
genetycznej. Andrew Fire i Craig Mello, ktorzy sa autorami odkrycia zjawiska
interferencji RNA (RNAi), dokonania swe opublikowali w 1998 roku w Nature [7].
Co to jest interferencja RNA? Jest to proces, wystgpujacy u wszystkich przebadanych
eukariontdéw, z wyjatkiem drozdzy Saccharomyces cerevisiae, a polegajacy na specy-
ficznym wyciszaniu aktywnosci genu. Jest to bardzo wazny, a do czasu odkrycia przez
Fire’a i Mello absolutnie nieznany, mechanizm regulacji ekspresji genow oraz sposob
na ochrong komorki eukariotycznej przed inwazyjnymi formami kwasow nukleinowych
(wirusy, transpozony). Przyjrzyjmy si¢ eksperymentom wykonanym przez zespot
badaczy, w ktérym gtowne role odgrywali nagrodzeni Fire i Mello.

HISTORIA ODKRYCIA INTERFERENCJI RNA

Z badan prowadzonych wcze$niej przez wielu uczonych wynikato, ze wprowadzenie
do komorek eukariotycznych dodatkowej kopii genu, antysensownego lub sensownego
RNA w stosunku do transkryptu moze wywolywac zaburzenie funkcji endogennego
genu. Pierwsze doniesienia na ten temat pojawity si¢ w 1990 roku [20]. Probowano
otrzymac¢ transgeniczne osobniki petunii, ktérych kwiaty miatyby intensywniejsze
zabarwienie. Zamierzano tego dokona¢ poprzez zwigkszenie w ptatkach kwiatow roslin
transgenicznych ilosci barwnikoéw antocyjanowych. Wprowadzono zatem do roslin
dodatkowa kopi¢ genu syntazy chalkonowej — kluczowego enzymu biosyntezy
antocyjanow. Niestety, zamiast zwigkszenia ilo$ci barwnikow zaobserwowano w wielu
ro$linach catkowite zablokowanie ich biosyntezy. Zjawisko to nazwano kosupresja,
gdyz wprowadzenie dodatkowej kopii genu, ktorego odpowiednik juz znajdowat si¢ w
genomie gospodarza, prowadzito do wyciszenia aktywnosci zar6wno transgenu, jak i
endogennego genu [20]. Podobne obserwacje opisywano u zwierzat. Wiadomo byto,
ze pierwszy podzial zygoty w trakcie embriogenezy Caenorhabditis elegans jest
asymetryczny. Guo i Kemphues [9] zaobserwowali, ze za t¢ asymetri¢ komorek
siostrzanych odpowiada aktywnos¢ kinazy treoninowo/serynowej PAR-1. Iniekcja
antysensownego RNA kinazy PAR-1 do gonady nicienia doprowadzata do zaniku
aktywnosci tego biatka — pierwszy podziat dawat dwie komorki siostrzane identyczne;
wielkos$ci. Ten sam efekt obserwowano, gdy do gonady nicienia wprowadzano sensowny
RNA kinazy PAR-1. O ile efekt wywotany dziataniem RNA typu antysens (asRNA)
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wydawat si¢ tatwy do wyjasnienia (hybrydyzacja asRNA z mRNA endogennym miata
uniemozliwia¢ translacje mRNA), to efekty osiagane przy stosowaniu sensownego
RNA (sRNA) juz nie byty tatwe do interpretacji. Od pierwszych obserwacji poczynio-
nych na petunii w koncu lat osiemdziesiatych do konca lat dziewigc¢dziesiatych nie
potrafiono wyjasni¢ ich przyczyny. Przelomu w wyjasnieniu tego zjawiska dokonali
wilasnie Fire i Mello demonstrujac, Ze potranskrypcyjne wyciszanie genow zachodzi z
niemal 100% wydajnoscia wskutek wprowadzenia do komorek C. elegans dwunicio-
wych fragmentéw RNA. Jednym z testowanych pod katem aktywnos$ci i mozliwosci
wyciszenia byt gen unc-22. Koduje on miofilamentowe biatko komdérek migsniowych
nicienia. Obecno$¢ aktywnego genu nie jest konieczna dla przezycia osobnika. Jednak
catkowite unieczynnienie genu (mutanty A unc-22), a co za tym idzie, catkowity brak
tego biatka, doprowadza do wystapienia charakterystycznego fenotypu okreslanego
terminem = twitcher (fenotyp kurczenia ciata), spowodowanego powaznymi uszkodze-
niami aparatu kurczliwego komaérek migsniowych i ograniczona ruchliwoscia zwierzecia.
Iniekcja dwuniciowego RNA odpowiadajacego fragmentowi genu unc22 do gonad
zdrowego zwierze¢cia wywolywata u nastgpnych pokolen wystapienie silnego fenotypu
twitcher (ryc. 1). Analiza ilosSciowa mRNA genu unc22 wykazata, ze po iniekcji
odpowiedniego dsRNA dramatycznie spada jego poziom lub tez ze ten specyficzny
mRNA jest wrecz niewykrywalny, podczas gdy u zwierzat nietraktowanych dsRNA,
poziom tego mRNA utrzymuje si¢ na pewnym stabilnym poziomie. Ponadto stwierdzono,
ze wprowadzanie dSRNA odpowiadajacego fragmentom egzonowym genu wywotuje
wyciszenie aktywnos$ci genu, natomiast nie byto tego efektu, jesli dsSRNA odpowiadat
sekwencjom intronowym lub promotorowym genu. Poniewaz liczba wprowadzonych
czasteczek dwuniciowego RNA do gonad byta daleko mniejsza niz liczba komorek we
wszystkich osobnikach nast¢pnych pokolen, w ktdrych obserwowano wyciszenie funkcji
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T,
L L

antysens RNA unc-22

— mutageneza

typ dziki delecyjna
v
F1 X N \ F1
fenotyp twicher spowodowany
fenotyp twicher spowodowany potranskrypcyjnym wyciszeniem
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RYCINA 1. Schemat eksperymentu Fire’a i innych [7], opis znajduje si¢ w tekscie
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genu unc2?2, trzeba byto znalez¢ jakie$ wyjasnienie tego zjawiska. Dalsze obserwacje

pozwolity na wyciagnigcie wnioskow, ktore doprowadzity do odkrycia nowego zjawiska

interferencji RNA - RNA:

1. wprowadzony do komorki dwuniciowy RNA o sekwencji odpowiadajacej frag-
mentowi endogennego genu wycisza ekspresj¢ tego genu;

2. wyciszenie przebiega potranskrypcyjnie, na poziomie dojrzatego mRNA, prawdo-

podobnie na terenie cytoplazmy;

wyciszenie polega na degradacji mRNA;

RNAI rozprzestrzenia si¢ w organizmie i jest przekazywany nastepnym pokoleniom;

5. dowywolania RNAi wystarczy obecno$¢ zaledwie kilku czasteczek dsSRNA, co suge-
ruje dziatanie mechanizmu katalitycznego, amplifikujacego dwuniciowe czasteczki RNA;

6. RNAI jest zjawiskiem bardzo specyficznym; wprowadzenie dsRNA odpowiadaja-
cego konkretnemu genowi powoduje obnizenie poziomu tylko tego mRNA;

7. RNAimoze by¢ przydatnym narzedziem w genomice funkcjonalnej organizmow
eukariotycznych.

W

MECHANIZM RNAIi

Oczywiste i intrygujace byto pytanie, w jaki sposéb dtugie, dwuniciowe czasteczki
RNA wywoluja degradacje¢ docelowego mRNA? Odpowiedzi dostarczyli naukowcy
zajmujacy sig¢ potranskrypcyjnym wyciszaniem gendéw u roslin. Hamilton i Baulcombe
[10] jako pierwsi pokazali, ze w potranskrypcyjne wyciszanie gendéw u roslin sa
zaangazowane krotkie, 25-nukleotydowe czasteczki RNA. Sekwencja nukleotydowa
tych czasteczek byta komplementarna do docelowego mRNA. Z perspektywy czasu
trzeba powiedzie¢, ze odkrycie dokonane przez grupe Davida Baulcombe'a byto rownie
przetomowe, jesli chodzi o rozpoczecie prac eksperymentalnych dotyczacych mechaniz-
mu dziatania RNA1, co odkrycie Fire’a i Mello. Osoby zaangazowane w te badania jak
najbardziej zastugiwaly na otrzymanie prestizowego wyrdznienia, jakim jest Nagroda
Nobla wraz z dwoma badaczami omawianego zjawiska u nicienia. Biorac pod uwage
dodatkowo, ze zupeknie pierwszych obserwacji dotyczacych wyciszania ekspresji genow
(kosupresji) dokonano na petunii [20], nalezalo rowniez uhonorowac¢ badaczy
zajmujacych sig roslinami. Stalo si¢ inaczej, jednak dyskusja na ten temat pojawila sig
na famach takich czasopism naukowych, jak Nature i Science [4, 17].

Po pracach Fire’a [7] i Hamiltona [10] nastapita lawina artykutow, ktore wyjasnity
mechanizm RNAi: Dwuniciowy RNA pojawia si¢ w komorce eukariotycznej jako efekt
(1) replikacji wirusowego RNA (np. RNA wiruséw roslinnych) [1], (2) transkrypcji
retrotranspozondw [11, 23], (3) nieprawidtowej transkrypcji transgenow [5], (4)
transkrypcji nieklasycznej (ang. read-through transcription) catych transpozonow,
ktore dzigki obecnosci na swych koncach sekwencji o odwroconej orientacji moga
tworzy¢ na poziomie RNA struktury dwuniciowe [13, 27], (5) transkrypcji par genow
czesciowo nachodzacych na siebie 1 dajacych tym samym czgsciowo komplementarne
transkrypty [3], wreszcie (6) u niektorych eukariontéw (rosliny, nicienie) jako efekt
aktywnosci polimerazy RNA zaleznej od RNA (ang. RNA-dependent RNA polymerase,
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RYCINA 2. Schematyczny przebieg interferencji RNA. Doktadny opis procesu znajduje si¢ w tekscie.
Rozcigty przez kompleks RISC mRNA ulega dalej catkowitej degradacji. Ago —biatko z rodziny Argonaute;
dsRNA — dwuniciowy RNA, siRNA — krotkie, interferujace RNA, RISC — kompleks wyciszajacy
indukowany przez RNA

RdRp) [15]. Dwuniciowy RNA jest rozpoznawany przez enzym Dicer, ktory rozcina
go na krotkie czasteczki dwuniciowe, dlugosci 24-25 pz, zwane siRNA (ang. small
interfering RNA). siRNA maja charakterystyczna budowe (ryc. 2): na koncach 5’
obu nici znajduja si¢ reszty fosforanowe, a na koncach 3’ — grupy hydroksylowe.
Ponadto, konce 3’ sa okreslane jako wystajace, poniewaz znajduja si¢ tam po dwa
wolne, niesparowane nukleotydy. Cecha ta jest krytyczna dla dalszej aktywnosci tych
czasteczek RNA. Czasteczki siRNA ulegaja wlaczeniu w wielobiat-kowy kompleks
RISC (ang. RNA-induced silencing complex), ktdérego gtdéwnym sktadnikiem jest biatko
z rodziny Argonaute. W tej formie kompleks jest nieaktywny. Do jego uaktywnienia
potrzebna jest aktywnos$¢ helikazy RNA zaleznej od ATP, ktora usuwa jedna z nici
siRNA. W kompleksie RISC pozostaje ta ni¢ siRNA, ktorej koniec 5’ ma nizsza
stabilnos¢ parowania zasad w dupleksie siRNA [22, 25]. Ostatnim etapem RNAI jest
skierowanie kompleksu RISC przez rezydujacy w nim jednoniciowy siRNA do
docelowej, przeznaczonej do degradacji, czasteczki RNA. Ni¢ siRNA zwiazana z
kompleksem RISC hybrydyzuje z docelowym RNA, a biatko z rodziny Argonaute jest
RNaza, ktora rozcina docelowy RNA w srodku hybrydyzujacej sekwencji. Rycina 2
przedstawia ogdlny schemat przebiegu RNAI. Jesli dokona¢ podziatu eukariontéw na
gléwne grupy ewolucyjne, to okaze sig, ze proces ten przebiega w szczegotach nieco
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inaczej uroslin, grzybow, bezkrggowcow i krggowcow. Odpowiednio tez u roslin proces
ten czgsto nazywa sig potranskrypcyjnym wyciszaniem gendw — PTGS (ang. post-
transcriptional gene silencing), ttumieniem gendéw — u grzybow (ang. quelling) i
RNAIi — u zwierzat. W tym miejscu nie beda omawiane réznice w przebiegu tego
procesu w glownych grupach eukariontéw, na ten temat zostata napisana obszerna
praca przegladowa w 2003 roku [28]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze proces ten jest
najprawdopodobniej ewolucyjnie stary, pojawit si¢ u pierwotnych eukariontow, zanim
doszto do rozdziatu gtéwnych dréog ewolucyjnych prowadzacych do krolestw roslin,
grzybow i zwierzat, a sugeruje si¢ jako jego pierwotna funkcje ochrong komorki przed
inwazyjnymi formami kwaséw nukleinowych.

ODKRYCIE MIKRO RNA

Wielkim wydarzeniem, bedacym efektem poznania procesu RNAI i udziatu w nim
siRNA jako efektorow RNAI, byto odkrycie, ze mate czasteczki RNA moga by¢ rowniez
kodowane przez genomy eukariotyczne i moga brac¢ udziat w regulacji rozwoju. Odkrycie
to, cho¢ od roku 2000 wywotato lawing zainteresowania biologdéw molekularnych i
komorkowych, datuje si¢ z poczatkow lat dziewigcédziesiatych XX wieku. W 1994 roku
Lee i inni, a nastgpnie w 2000 roku Reinhart i inni [12, 24] odkryli, Ze u nicienia C.
elegans za prawidtowe przechodzenie z pierwszego stadium larwalnego w drugie oraz
czwartego stadium w formg dojrzala odpowiedzialne sa krotkie czasteczki RNA (odpo-
wiednio lin-4 i let-7), nazwane przez nich pierwotnie heterochronicznymi RNA (pojawialy
si¢ w roznym czasie rozwojowym na krotki okres), potem okreslane mianem stRNA
(ang. short temporal RNA). Oba te krotkie RNA byly komplementarne do rejondw
3’UTR (ang. 3’ untranslated region) odpowiednich mRNA. Poziom biatek kodowa-
nych przez te mRNA byt obnizany potranskrypcyjnie przez hybrydyzacje stRNA z
koncem 3 mRNA, ktoéra blokowata translacjg. Z poczatku informacje te nie wzbudzity
szerokiego zainteresowania i byty postrzegane jako rzadki, specyficzny dla nicieni
mechanizm, ktory pojawit si¢ w bocznej linii ewolucyjnej krolestwa zwierzat. Na ich
dziatanie zwrdcono jednak uwage w momencie, gdy po zakonczeniu sekwencjonowania
genomu ludzkiego odkryto, ze gen kodujacy stRNA /Jez-7 jest obecny w genomie ludzkim,
a dalsze prace wykazaly, ze jest obecny u niemal wszystkich przedstawicieli Metazoa
[21]. Wszechobecno$¢ i zachowawczo$¢ sugerowaty petnienie waznych funkcji, naj-
prawdopodobniej rozwojowych. Okazalo sig, ze u wszystkich jak dotad przebadanych
eukariontow wystepuja geny kodujace krotkie RNA, peligce funkcje regulatorowe —
nazwano je mikroRNA (miRNA). Co taczy miRNA z RNAi? Otéz wiele etapow
dojrzewania miRNA 1 siRNA przebiega bardzo podobnie. Odkryto, ze w procesy
biogenenzy obu klas czasteczek zaangazowane sa enzymy typu Dicer. Podobnie jak w
przypadku siRNA, miRNA zostaje zwiazany przez kompleks RISC, w ktorym znajduje
si¢ bialko z rodziny Argonaute. Mikro RNA skierowuje kompleks do docelowego
mRNA, z ktorym hybrydyzuje na zasadzie komplementarnosci zasad. Kompleks RISC
zawierajacy miRNA moze dziata¢ na mRNA dwojako: (i) rozcina¢ mRNA, tak jak
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RYCINA 3. Poréwnanie biogenezy i dziatania siRNA i miRNA. W przypadku siRNA moga by¢ one
wiazane przez dwojakiego rodzaju kompleksy: RISC lub RITS. Ten drugi wystgpuje na terenie jadra i jest
zwiazany z regulacja stopnia kondensacji chromatyny i metylacja DNA zalezna od RNA. miRNA:miRNA*
— dupleks RNA, w ktérym miRNA jest nicia, ktora bedzie aktywnym sktadnikiem kompleksu RISC

siRNA, w obrgbie sekwencji hybrydyzujacej z miRNA (wiele miRNA wykazuje 100%
komplementarno$ci do rejonéw kodujacych mRNA, nie tylko w rejonach 3’UTR; ten
sposob regulacji poziomu mRNA wystepuje przede wszystkim u roslin) lub tez (ii)
odmiennie niz siRNA, blokowa¢ translacjg, hybrydyzujac z rejonem 3’UTR mRNA
(miRNA nie wykazuje wtedy 100% komplementarno$ci do odpowiedniego fragmentu
mRNA, jest to mechanizm czgsto spotykany u zwierzat) [19]. Na rycinie 3 zestawiono
poréwnanie biogenezy siRNA i miRNA. Dzialanie miRNA w rozwoju organizmow
eukariotycznych mozna nazwac, stosujac nomenklature wojskowa, ,,sitami szybkiego
reagowania”. Otoz sposoby regulacji ekspresji genetycznej, polegajace na uruchamianiu/
aktywowaniu indukowanych czynnikow transkrypcyjnych, mogty okazac si¢ zbyt wolne
ze wzgledu na potrzebe szybkiego reagowania na postgpujace procesy rozwojowe i
fizjologiczne, ktére wymagaja sprawnego usunigcia konkretnego mRNA lub zablokowania
jego translacji. Mikro RNA, wspoétulegajace ekspresji z docelowym mRNA, moga bardzo
szybko i specyficznie wykonac to zadanie, skierowujac komorke na tor prawidlowego
rozwoju lub tez odpowiadajac na zmiany $rodowiskowe. Badania nad miRNA sa
prowadzone tak intensywnie, ze obecnie znanych jest ponad 3000 ré6znych miRNA
zidentyfikowanych u r6znych gatunkow eukariontow [29], w tym ponad 400 u cztowieka
i ponad 100 u Arabidopsis thaliana (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/).
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DWIE KLASY MALYCH REGULATOROWYCH CZASTECZEK RNA

Powyzsze badania doprowadzily do wyréznienia dwoch zasadniczych klas czasteczek

matych RNA: miRNA i siRNA. Jakie sa migdzy nimi r6znice?

1.

Mikro RNA sg zawsze kodowane przez genom organizmu i transkrybowane przez
polimerazg¢ RNA II. Pierwotny transkrypt jest zatem dtuga, jednoniciowa czasteczka
RNA. Prekursorowy RNA ma zdolnos$¢ do tworzenia struktury typu spinki do wito-
sO6w, a wigc formowania w trzonie spinki rejonu dwuniciowego. W rejonie dwunicio-
wym zawsze obserwuje si¢ czgsciowe niesparowania. Taki prekursor, zwany pri-
miRNA jest nastepnie substratem dla enzymow Drosha/Dicer. Z kolei siRNA po-
wstaja z dtugich, dwuniciowych czasteczek RNA, majacych perfekcyjna komple-
mentarno$¢, moga by¢ pochodzenia egzogennego, jak i endogennego.

miRNA zawsze dzialaja w uktadzie trans (a wigc nie dziataja ,,na siebie”), regulu-
jac poziom docelowego mRNA poprzez komplementarno$¢ sekwencji miRNA
do mRNA. Mikro RNA nie moga regulowac wlasnego poziomu z tej prostej przy-
czyny, ze maja identyczna sekwencje nukleotydowa jak ta zawarta w prekursorze,
anie maja sekwencji do niej komplementarnej. Natomiast siRNA moga, przynaj-
mniej teoretycznie, dziata¢ zarowno w uktadzie cis, jak i w trans, kierujac sig do
czasteczek RNA, z ktorych pochodza (cis) lub do docelowych mRNA (trans). W
tym drugim przypadku ich dziatanie bardzo przypomina dziatanie miRNA.
miRNA obnizaja poziom mRNA lub blokuja translacjg, dziatajac tym samym za-
wsze na etapie potranskrypcyjnym, podczas gdy siRNA moga dziata¢ zar6wno na
etapie potranskrypcyjnym, jak i transkrypcyjnym (regulacja stopnia skondensowa-
nia chromatyny i dostgpnosci gendw dla maszynerii transkrypcyjnej) [5].

Z podanych ro6znic w biogenezie i dziataniu siRNA wynika, ze moga one petnic

rézne funkcje. Obserwacje te doprowadzity do wyrdznienia kilku podklas siRNA: siRNA,
ha-siRNA, ta-siRNA, nat-siRNA i scn-siRNA. Ponizej omoéwione zostaty poszczegdlne
podklasy siRNA.

1.

2.

siRNA (ang. small interfering RNA) — czasteczki egzogenne, dlugosci 21-25 nt,
ktore niszcza inwazyjne formy kwaséw nukleinowych (wirusy, transgeny).

ha-siRNA (ang. heterochromatin-associated siRNA) — dziatajace w uktadzie cis
endogenne siRNA, gtownie dlugosci 24 nt, ktére indukuja zmiany w stopniu kon-
densacji chromatyny oraz czg¢sto powoduja metylacje DNA w rejonach, z ktorych
pochodza. Jak dotad ha-siRNA zidentyfikowano tylko u roslin i grzybow [13, 23].
ta-siRNA (ang. trans-acting siRNA) — dzialajace gldwnie w uktadzie trans, endo-
genne siRNA, dtugosci 21 nt, ktore doprowadzaja do degradacji mRNA genow ko-
dowanych w innym niz ta-siRNA miejscu genomu. ta-siRNA moga rowniez dziata¢
w uktadzie cis, regulujac wlasny poziom w komorce. W dojrzewanie prekursorow
ta-siRNA zaangazowane sa miRNA. Jak dotad odkryto je tylko u roslin [2].

nat-siRNA (ang. natural antisense siRNA) — dziatajace w uktadzie cis, endogen-
ne siRNA (dtugosci gtownie 24 nt). Doprowadzaja do rozcigcia mRNA jednego z
pary genow, ktorych sekwencje nachodza na siebie i daja czgsciowo komplemen-
tarne transkrypty generujace dwuniciowy RNA. Jak dotad odkryto je jedynie u
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ro$lin i stwierdzono, ze gtdwnie zaangazowane sa w regulacj¢ odpowiedzi rosliny
na stres abiotyczny [3].

5. scn-siRNA (ang. siRNA-like scan (scn) RNA) — dzialajace w uktadzie cis, endo-
genne siRNA, dtugosci okoto 28 nt, zidentyfikowane jak dotad tylko u orzeskéw i
zaangazowane w eliminacj¢ materiatu genetycznego z makronukleusa oraz specy-
ficzna metylacj¢ histonu H3 w rejonach chromatyny, gdzie znajduje si¢ DNA prze-
znaczony do eliminacji. scn-siRNA ulegaja specyficznej ekspresji tylko w czasie
koniugacji orzgskow [18].

ZASTOSOWANIE siRNA W GENOMICE FUNKCJONALNEJ
I TERAPII GENOWEJ

siRNA mozna wykorzystywac jako narzedzie do wysoce selektywnego wyciszania
genow, co pozwolito na ich szerokie zastosowanie w genomice funkcjonalnej nicieni (C.
elegans) [14] i roslin (Arabidopsis thaliana) [16]. Zyskalismy zatem dodatkowe, potgzne
narzedzie do analizy funkcji genow, w dodatku tatwiejsze do wykorzystania niz klasyczne
metody mutagenezy. Aby wyciszy¢ gen u nicieni lub roslin, wprowadza si¢ albo wektory
generujace dwuniciowy RNA, albo RNA z potencjalng zdolnoscia tworzenia spinki do
wlosow. Natomiast w przypadku ssakow szybko okazato sig, ze wprowadzanie dtugich
czasteczek dSRNA prowadzi do uruchomienia odpowiedzi interferonowej i do skierowania
komorki na drogg apoptozy [27]. Rozwiazaniem stato si¢ wprowadzanie wektorow
generujacych czasteczki ,,udajace” prekursory miRNA, co umozliwiato tym czasteczkom
wejscie na droge biogenezy miRNA i pozyskanie aktywnych czasteczek wyciszajacych
w komorce. Réwnolegle rozwinigto techniki bezposredniego, dozylnego podawania
samych siRNA, czesto modyfikowanych chemicznie dla przedluzenia ich potokresu
trwania. Pierwsze do§wiadczenia wskazuja rowniez, ze siRNA moga okazac si¢ potgznym
srodkiem terapeutycznym. Tuz przed testami klinicznymi sa siRNA-terapeutyki, ktore w
doswiadczeniach wstepnych na myszach okazaty si¢ skuteczne w leczeniu: wirusowego
piorunujacego zapalenia watroby, innych infekcji wirusowych, posocznicy, nowotworéw
oraz degeneracji plamki zoltej [6].

ZNACZENIE ODKRYCIA RNAi

Poznanie interferencji RNA doprowadzito do zupehie nieoczekiwanych odkry¢, jesli
chodzi o funkcje, jakie w komorce moga petic czasteczki RNA oraz pozyskanie
skutecznego narzedzia poznawczego i terapeutycznego. Jakze daleko jestesmy dzi$ od
lansowanego jeszcze dziesig¢ lat temu pogladu, ze gtowna funkcja RNA jest posredni-
czenie w przekazie informacji genetycznej miedzy DNA a bialkiem i udziat w translacji!
Pierwszym zaskoczeniem w ciagu ostatnich lat w badaniach funkcji sprawowanych
przez RNA byly wyniki uzyskane z analiz ludzkiego genomu, transkryptomu i proteomu.
Ot6z wiadomo obecnie, ze ludzki genom koduje od 20 000 do 25 000 gendéw (http://
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www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/education/education.shtml). Tym-
czasem, u cztowieka zidentyfikowano okoto miliona réznych biatek (http://expasy.org/
sprot/hpi/)! Z prostych wyliczen nalezatoby oczekiwaé, ze jeden gen powinien kodowac
40-50 biatek. Skad bierze si¢ ta réznorodnos$¢? Okazuje si¢, ze dwa zjawiska sa
odpowiedzialne za te¢ gigantyczna liczbe biatek zidentyfikowanych u czlowieka:
modyfikacje potranslacyjne i splicing alternatywny. Dzi§ wiemy, Ze ten ostatni, uwazany
do niedawna raczej za wyjatek niz regulg, decyduje o ostatecznej formie okoto 70%
ludzkich pre-mRNA, generujac od dwoch do kilkuset izoform dojrzatego mRNA z
jednego pre-mRNA (http://www.expasy.ch/sprot/hpi/hpi_desc.html)! Skrajnym
opisanym przypadkiem jest pewne biatko wchodzace w sktad kanatow potasowych w
btonach komorek rzgsatych w $limaku ucha ludzkiego — z pre-mRNA, wskutek
alternatywnego splicingu, powstaje okoto 500 r6znych mRNA, a tym samym bialek,
nieznacznie rozniacych si¢ budowa i o nieco innych wtasciwosciach, decydujacych o
otwarciu/zamknigciu kanatu [8, 30]. Mozna wigc powiedzie¢, ze etap dojrzewania pre-
mRNA jest odpowiedzialny za powstawanie dodatkowej, znaczacej liczby biatek. Drugim
zaskoczeniem ostatnich lat bylo stwierdzenie, ze krotkie czasteczki RNA chronia
komorki eukariotyczne przed inwazyjnymi formami kwaséw nukleinowych i sa
komorkowymi sitami szybkiego reagowania” w regulacji ekspresji gendw. Mozna wigc
powiedzie¢, ze czasteczki RNA zaczynaja si¢ jawi¢ w zupetnie innym $wietle niz to
jeszcze catkiem niedawno sadzono: sa istotnymi elementami regulacji funkcji zyciowych
organizmow. Nagroda Nobla przyznana A. Fire’owi i C. Mello jest ukoronowaniem
wysitkow wielu badaczy zajmujacych si¢ struktura i funkcja RNA.
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