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Streszczenie: W 2006 roku Nagrodê Nobla w dziedzinie medycyny/fizjologii otrzymali dwaj amerykañ-
scy badacze Andrew Fire i Craig Mello za fundamentalne odkrycia w regulacji ekspresji genów u  euka-
riontów. Dowiedli, ¿e obecno�æ dwuniciowego RNA w komórkach indukuje mechanizm prowadz¹cy do
specyficznego wyciszenia aktywno�ci genu. Mechanizm ten nazwali interferencj¹ RNA (RNAi). Dwuni-
ciowy RNA jest w komórce rozcinany na krótkie, efektorowe RNA, zwane siRNA, które doprowadzaj¹
do wybiórczej degradacji docelowego mRNA. Proces zachodzi w cytoplazmie. Dwuniciowe RNA mog¹
pojawiæ siê w komórce miêdzy innymi na skutek infekcji wirusowej lub jako produkty transkrypcji
retrotranspozonów lub sekwencji nukleotydowych o odwróconej orientacji. Mechanizm ten obserwuje
siê u niemal wszystkich eukariontów, a jego pierwotnym zadaniem by³a najprawdopodobniej obrona
komórki przed inwazyjnymi formami kwasów nukleinowych. Krótkie cz¹steczki RNA s¹ równie¿ kodo-
wane przez j¹drowe genomy eukariontów. Ich sposób dzia³ania jest bardzo podobny do sposobu dzia³a-
nia siRNA. S¹ zaanga¿owane w regulacjê rozwoju oraz w odpowied� komórki na zmiany w otoczeniu.

S³owa kluczowe: Nagroda Nobla, interferencja RNA, mikro RNA, regulacja ekspresji genów.

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

*Praca zosta³a przygotowana w ramach projektu finansowanego przez KBN � PB2-KBN-089/
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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.

WSTÊP

Nagroda Nobla w zakresie medycyny i fizjologii przypad³a w roku 2006 dwóm
amerykañskim uczonym za fundamentalne odkrycia mechanizmów kontroli ekspresji
genetycznej. Andrew Fire i Craig Mello, którzy  s¹ autorami odkrycia zjawiska
interferencji RNA (RNAi), dokonania swe opublikowali w 1998 roku w Nature [7].
Co to jest interferencja RNA? Jest to proces, wystêpuj¹cy u wszystkich przebadanych
eukariontów, z wyj¹tkiem dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae,  a polegaj¹cy na specy-
ficznym wyciszaniu aktywno�ci genu. Jest to bardzo wa¿ny, a do czasu odkrycia przez
Fire�a i Mello absolutnie nieznany, mechanizm regulacji ekspresji genów oraz sposób
na ochronê komórki eukariotycznej przed inwazyjnymi formami kwasów nukleinowych
(wirusy, transpozony). Przyjrzyjmy siê eksperymentom wykonanym przez zespó³
badaczy, w którym g³ówne role odgrywali nagrodzeni Fire i Mello.

HISTORIA ODKRYCIA INTERFERENCJI RNA

Z badañ prowadzonych wcze�niej przez wielu uczonych wynika³o, ¿e wprowadzenie
do komórek eukariotycznych dodatkowej kopii genu,  antysensownego lub sensownego
RNA w stosunku do transkryptu mo¿e wywo³ywaæ zaburzenie funkcji endogennego
genu. Pierwsze doniesienia na ten temat pojawi³y siê w 1990 roku [20]. Próbowano
otrzymaæ transgeniczne osobniki petunii, których kwiaty mia³yby intensywniejsze
zabarwienie. Zamierzano tego dokonaæ poprzez zwiêkszenie w p³atkach kwiatów ro�lin
transgenicznych ilo�ci barwników antocyjanowych. Wprowadzono zatem do ro�lin
dodatkow¹ kopiê genu syntazy chalkonowej � kluczowego enzymu biosyntezy
antocyjanów. Niestety, zamiast zwiêkszenia ilo�ci barwników zaobserwowano w wielu
ro�linach ca³kowite zablokowanie ich biosyntezy. Zjawisko to nazwano kosupresj¹,
gdy¿ wprowadzenie dodatkowej kopii genu, którego odpowiednik ju¿ znajdowa³ siê w
genomie gospodarza, prowadzi³o do wyciszenia aktywno�ci zarówno transgenu, jak i
endogennego genu [20]. Podobne obserwacje opisywano u zwierz¹t. Wiadomo by³o,
¿e pierwszy podzia³ zygoty w trakcie embriogenezy Caenorhabditis elegans jest
asymetryczny. Guo i Kemphues [9] zaobserwowali, ¿e za tê asymetriê komórek
siostrzanych odpowiada aktywno�æ kinazy treoninowo/serynowej PAR-1. Iniekcja
antysensownego RNA kinazy PAR-1 do gonady nicienia doprowadza³a do zaniku
aktywno�ci tego bia³ka � pierwszy podzia³ dawa³ dwie komórki siostrzane identycznej
wielko�ci. Ten sam efekt obserwowano, gdy do gonady nicienia wprowadzano sensowny
RNA kinazy PAR-1. O ile efekt wywo³any dzia³aniem RNA typu antysens (asRNA)
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wydawa³ siê ³atwy do wyja�nienia (hybrydyzacja asRNA z mRNA endogennym mia³a
uniemo¿liwiaæ translacjê mRNA), to efekty osi¹gane przy stosowaniu sensownego
RNA (sRNA) ju¿ nie by³y ³atwe do interpretacji. Od pierwszych obserwacji poczynio-
nych na petunii w koñcu lat osiemdziesi¹tych do koñca lat dziewiêædziesi¹tych nie
potrafiono wyja�niæ ich przyczyny. Prze³omu w wyja�nieniu tego zjawiska dokonali
w³a�nie Fire i Mello demonstruj¹c, ¿e potranskrypcyjne wyciszanie genów zachodzi z
niemal 100% wydajno�ci¹ wskutek wprowadzenia do komórek C. elegans dwunicio-
wych fragmentów RNA. Jednym z testowanych pod k¹tem aktywno�ci i mo¿liwo�ci
wyciszenia by³ gen unc-22. Koduje on miofilamentowe bia³ko komórek miê�niowych
nicienia. Obecno�æ aktywnego genu nie jest konieczna dla prze¿ycia osobnika. Jednak
ca³kowite unieczynnienie genu (mutanty ∆ unc-22), a co za tym idzie, ca³kowity brak
tego bia³ka, doprowadza do wyst¹pienia charakterystycznego fenotypu okre�lanego
terminem � twitcher (fenotyp kurczenia cia³a), spowodowanego powa¿nymi uszkodze-
niami aparatu kurczliwego komórek miê�niowych i ograniczon¹ ruchliwo�ci¹ zwierzêcia.
Iniekcja dwuniciowego RNA odpowiadaj¹cego fragmentowi genu unc22 do gonad
zdrowego zwierzêcia wywo³ywa³a u nastêpnych pokoleñ wyst¹pienie silnego fenotypu
twitcher (ryc. 1). Analiza ilo�ciowa mRNA genu unc22 wykaza³a, ¿e po iniekcji
odpowiedniego dsRNA dramatycznie spada jego poziom lub te¿ ¿e ten specyficzny
mRNA jest wrêcz niewykrywalny, podczas gdy u zwierz¹t nietraktowanych dsRNA,
poziom tego mRNA utrzymuje siê na pewnym stabilnym poziomie. Ponadto stwierdzono,
¿e wprowadzanie dsRNA  odpowiadaj¹cego fragmentom egzonowym genu wywo³uje
wyciszenie aktywno�ci genu, natomiast nie by³o tego efektu, je�li dsRNA odpowiada³
sekwencjom intronowym lub promotorowym genu. Poniewa¿ liczba wprowadzonych
cz¹steczek dwuniciowego RNA do gonad by³a daleko mniejsza ni¿ liczba komórek we
wszystkich osobnikach nastêpnych pokoleñ, w których obserwowano wyciszenie funkcji

RYCINA  1. Schemat eksperymentu Fire�a  i innych [7], opis znajduje siê w tek�cie
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genu unc22, trzeba by³o znale�æ jakie� wyja�nienie tego zjawiska. Dalsze obserwacje
pozwoli³y na wyci¹gniêcie wniosków, które doprowadzi³y do odkrycia nowego zjawiska
interferencji RNA - RNAi:
1. wprowadzony do komórki dwuniciowy RNA o sekwencji odpowiadaj¹cej  frag-

mentowi endogennego genu wycisza ekspresjê tego genu;
2. wyciszenie przebiega potranskrypcyjnie, na poziomie dojrza³ego mRNA, prawdo-

podobnie na terenie cytoplazmy;
3. wyciszenie polega na degradacji mRNA;
4. RNAi rozprzestrzenia siê w organizmie i jest przekazywany nastêpnym pokoleniom;
5. do wywo³ania RNAi wystarczy obecno�æ zaledwie kilku cz¹steczek dsRNA, co suge-

ruje dzia³anie mechanizmu katalitycznego, amplifikuj¹cego dwuniciowe cz¹steczki RNA;
6. RNAi jest zjawiskiem bardzo specyficznym; wprowadzenie dsRNA odpowiadaj¹-

cego konkretnemu genowi powoduje obni¿enie poziomu tylko tego mRNA;
7. RNAi mo¿e byæ przydatnym narzêdziem w genomice funkcjonalnej organizmów

eukariotycznych.

MECHANIZM RNAi

Oczywiste i intryguj¹ce by³o pytanie, w jaki sposób d³ugie, dwuniciowe cz¹steczki
RNA wywo³uj¹ degradacjê docelowego mRNA? Odpowiedzi dostarczyli naukowcy
zajmuj¹cy siê potranskrypcyjnym wyciszaniem genów u ro�lin.  Hamilton i Baulcombe
[10] jako pierwsi pokazali, ¿e w potranskrypcyjne wyciszanie genów u ro�lin s¹
zaanga¿owane krótkie, 25-nukleotydowe cz¹steczki RNA. Sekwencja nukleotydowa
tych cz¹steczek by³a komplementarna do docelowego mRNA. Z perspektywy czasu
trzeba powiedzieæ, ¿e odkrycie dokonane przez grupê Davida Baulcombe`a by³o równie
prze³omowe, je�li chodzi o rozpoczêcie prac eksperymentalnych dotycz¹cych mechaniz-
mu dzia³ania RNAi, co odkrycie Fire�a i Mello. Osoby zaanga¿owane w te badania jak
najbardziej zas³ugiwa³y na otrzymanie presti¿owego wyró¿nienia, jakim jest Nagroda
Nobla wraz z dwoma badaczami omawianego zjawiska u nicienia. Bior¹c pod uwagê
dodatkowo, ¿e zupe³nie pierwszych obserwacji  dotycz¹cych wyciszania ekspresji genów
(kosupresji) dokonano na petunii [20], nale¿a³o równie¿ uhonorowaæ badaczy
zajmuj¹cych siê ro�linami. Sta³o siê inaczej, jednak dyskusja na ten temat pojawi³a siê
na ³amach takich czasopism naukowych, jak Nature i Science [4, 17].

Po pracach Fire�a [7] i Hamiltona [10] nast¹pi³a lawina artyku³ów, które wyja�ni³y
mechanizm RNAi: Dwuniciowy RNA pojawia siê w komórce eukariotycznej jako efekt
(1) replikacji wirusowego RNA (np. RNA wirusów ro�linnych) [1], (2) transkrypcji
retrotranspozonów [11, 23], (3) nieprawid³owej transkrypcji transgenów [5], (4)
transkrypcji nieklasycznej (ang. read-through transcription) ca³ych transpozonów,
które dziêki obecno�ci na swych koñcach sekwencji o odwróconej orientacji mog¹
tworzyæ na poziomie RNA struktury dwuniciowe [13, 27], (5) transkrypcji par genów
czê�ciowo nachodz¹cych na siebie i daj¹cych tym samym czê�ciowo komplementarne
transkrypty [3], wreszcie (6) u niektórych eukariontów (ro�liny, nicienie) jako efekt
aktywno�ci polimerazy RNA zale¿nej od RNA (ang. RNA-dependent RNA polymerase,
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RdRp) [15]. Dwuniciowy RNA jest rozpoznawany przez enzym Dicer, który rozcina
go na krótkie cz¹steczki dwuniciowe, d³ugo�ci 24�25 pz, zwane siRNA (ang. small
interfering RNA). siRNA maj¹ charakterystyczn¹ budowê (ryc. 2): na koñcach 5�
obu nici znajduj¹ siê reszty fosforanowe, a  na koñcach 3� � grupy hydroksylowe.
Ponadto, koñce 3� s¹ okre�lane jako wystaj¹ce, poniewa¿ znajduj¹ siê tam po dwa
wolne, niesparowane nukleotydy. Cecha ta jest krytyczna dla dalszej aktywno�ci tych
cz¹steczek RNA. Cz¹steczki siRNA ulegaj¹ w³¹czeniu w wielobia³-kowy kompleks
RISC (ang. RNA-induced silencing complex), którego g³ównym sk³adnikiem jest bia³ko
z rodziny Argonaute. W tej formie kompleks jest nieaktywny. Do jego uaktywnienia
potrzebna jest aktywno�æ helikazy RNA zale¿nej od ATP, która usuwa jedn¹ z nici
siRNA. W kompleksie RISC pozostaje ta niæ siRNA, której koniec 5� ma ni¿sz¹
stabilno�æ parowania zasad w dupleksie siRNA [22, 25]. Ostatnim etapem RNAi jest
skierowanie kompleksu RISC przez rezyduj¹cy w nim jednoniciowy siRNA do
docelowej, przeznaczonej do degradacji, cz¹steczki RNA. Niæ siRNA zwi¹zana z
kompleksem RISC hybrydyzuje z docelowym RNA, a bia³ko z rodziny Argonaute jest
RNaz¹, która rozcina docelowy RNA w �rodku hybrydyzuj¹cej sekwencji. Rycina 2
przedstawia ogólny schemat przebiegu RNAi. Je�li dokonaæ podzia³u eukariontów na
g³ówne grupy ewolucyjne, to oka¿e siê, ¿e proces ten przebiega w szczegó³ach nieco

RYCINA 2. Schematyczny przebieg interferencji RNA. Dok³adny opis procesu znajduje siê w tek�cie.
Rozciêty przez kompleks RISC mRNA ulega dalej ca³kowitej degradacji. Ago � bia³ko z rodziny Argonaute;
dsRNA � dwuniciowy RNA, siRNA � krótkie, interferuj¹ce RNA, RISC � kompleks wyciszaj¹cy
indukowany przez RNA
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inaczej u ro�lin, grzybów, bezkrêgowców i krêgowców. Odpowiednio te¿ u ro�lin proces
ten czêsto nazywa siê potranskrypcyjnym wyciszaniem genów � PTGS (ang.  post-
transcriptional gene silencing), t³umieniem genów � u grzybów (ang. quelling) i
RNAi � u zwierz¹t. W tym miejscu nie bêd¹ omawiane ró¿nice w przebiegu tego
procesu w g³ównych grupach eukariontów, na ten temat zosta³a napisana obszerna
praca przegl¹dowa w 2003 roku [28]. Nale¿y jednak zaznaczyæ, ¿e proces ten jest
najprawdopodobniej ewolucyjnie stary, pojawi³ siê u pierwotnych eukariontów, zanim
dosz³o do rozdzia³u g³ównych dróg ewolucyjnych prowadz¹cych do królestw ro�lin,
grzybów i zwierz¹t, a sugeruje siê jako jego pierwotn¹ funkcjê  ochronê komórki przed
inwazyjnymi formami kwasów nukleinowych.

ODKRYCIE MIKRO RNA

Wielkim wydarzeniem, bêd¹cym efektem poznania procesu RNAi i udzia³u w nim
siRNA jako efektorów RNAi, by³o odkrycie, ¿e ma³e cz¹steczki RNA mog¹ byæ równie¿
kodowane przez genomy eukariotyczne i mog¹ braæ udzia³ w regulacji rozwoju. Odkrycie
to, choæ od roku 2000 wywo³a³o lawinê zainteresowania biologów molekularnych i
komórkowych, datuje siê z pocz¹tków lat dziewiêædziesi¹tych XX wieku. W 1994 roku
Lee i inni, a nastêpnie w 2000 roku Reinhart i inni  [12, 24] odkryli, ¿e u nicienia C.
elegans za prawid³owe przechodzenie z pierwszego stadium larwalnego w drugie oraz
czwartego stadium w formê dojrza³¹ odpowiedzialne s¹ krótkie cz¹steczki RNA (odpo-
wiednio lin-4 i let-7), nazwane przez nich pierwotnie heterochronicznymi RNA (pojawia³y
siê w ró¿nym czasie rozwojowym na krótki okres), potem okre�lane mianem stRNA
(ang. short temporal RNA). Oba te krótkie RNA by³y komplementarne do rejonów
3�UTR (ang. 3� untranslated region) odpowiednich mRNA. Poziom bia³ek kodowa-
nych przez te mRNA by³ obni¿any potranskrypcyjnie przez hybrydyzacjê stRNA z
koñcem 3� mRNA, która blokowa³a translacjê. Z pocz¹tku informacje te nie wzbudzi³y
szerokiego zainteresowania i by³y postrzegane jako rzadki, specyficzny dla nicieni
mechanizm, który pojawi³ siê w bocznej linii ewolucyjnej królestwa zwierz¹t. Na ich
dzia³anie zwrócono jednak uwagê w momencie, gdy po zakoñczeniu sekwencjonowania
genomu ludzkiego odkryto, ¿e gen koduj¹cy stRNA let-7 jest obecny w genomie ludzkim,
a dalsze prace wykaza³y, ¿e jest obecny u niemal wszystkich przedstawicieli Metazoa
[21]. Wszechobecno�æ i zachowawczo�æ sugerowa³y pe³nienie wa¿nych funkcji, naj-
prawdopodobniej rozwojowych. Okaza³o siê, ¿e u wszystkich jak dot¹d przebadanych
eukariontów wystêpuj¹ geny koduj¹ce krótkie RNA, pe³ni¹ce funkcje regulatorowe �
nazwano je mikroRNA (miRNA). Co ³¹czy miRNA z RNAi? Otó¿ wiele etapów
dojrzewania miRNA i siRNA przebiega bardzo podobnie. Odkryto, ¿e w procesy
biogenenzy obu klas cz¹steczek zaanga¿owane s¹ enzymy typu Dicer. Podobnie jak w
przypadku siRNA, miRNA zostaje zwi¹zany przez kompleks RISC, w którym znajduje
siê bia³ko z rodziny Argonaute. Mikro RNA skierowuje kompleks do docelowego
mRNA, z którym hybrydyzuje na zasadzie komplementarno�ci zasad. Kompleks RISC
zawieraj¹cy miRNA mo¿e dzia³aæ na mRNA dwojako: (i) rozcinaæ mRNA, tak jak
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siRNA,  w obrêbie sekwencji hybrydyzuj¹cej z miRNA (wiele miRNA wykazuje 100%
komplementarno�ci do rejonów koduj¹cych mRNA, nie tylko w rejonach 3�UTR; ten
sposób regulacji poziomu mRNA wystêpuje przede wszystkim u ro�lin) lub te¿ (ii)
odmiennie ni¿ siRNA, blokowaæ translacjê, hybrydyzuj¹c z rejonem 3�UTR mRNA
(miRNA nie wykazuje wtedy 100% komplementarno�ci do odpowiedniego fragmentu
mRNA, jest to mechanizm czêsto spotykany u zwierz¹t) [19]. Na rycinie 3 zestawiono
porównanie biogenezy siRNA i miRNA. Dzia³anie miRNA w rozwoju organizmów
eukariotycznych mo¿na nazwaæ, stosuj¹c nomenklaturê wojskow¹, �si³ami szybkiego
reagowania�. Otó¿ sposoby regulacji ekspresji genetycznej, polegaj¹ce na uruchamianiu/
aktywowaniu indukowanych czynników transkrypcyjnych, mog³y okazaæ siê zbyt wolne
ze wzglêdu na potrzebê szybkiego reagowania na postêpuj¹ce procesy rozwojowe i
fizjologiczne, które wymagaj¹ sprawnego usuniêcia konkretnego mRNA lub zablokowania
jego translacji. Mikro RNA, wspó³ulegaj¹ce ekspresji  z docelowym mRNA, mog¹ bardzo
szybko i specyficznie  wykonaæ to zadanie, skierowuj¹c komórkê na tor prawid³owego
rozwoju lub te¿ odpowiadaj¹c na zmiany �rodowiskowe. Badania nad miRNA s¹
prowadzone tak intensywnie, ¿e obecnie znanych jest ponad 3000 ró¿nych miRNA
zidentyfikowanych u ró¿nych gatunków eukariontów [29], w tym ponad 400 u cz³owieka
i ponad 100 u Arabidopsis thaliana (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/).

RYCINA 3. Porównanie biogenezy i dzia³ania siRNA i miRNA. W przypadku siRNA mog¹ byæ one
wi¹zane przez dwojakiego rodzaju kompleksy: RISC lub RITS. Ten drugi wystêpuje na terenie j¹dra i jest
zwi¹zany z regulacj¹ stopnia kondensacji chromatyny i metylacj¹ DNA zale¿n¹ od RNA. miRNA:miRNA*
� dupleks RNA, w którym miRNA jest nici¹, która bêdzie aktywnym sk³adnikiem kompleksu RISC
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DWIE KLASY MA£YCH REGULATOROWYCH CZ¥STECZEK RNA

Powy¿sze badania doprowadzi³y do wyró¿nienia dwóch zasadniczych klas cz¹steczek
ma³ych RNA: miRNA i siRNA. Jakie s¹ miêdzy nimi ró¿nice?
1. Mikro RNA s¹ zawsze kodowane przez genom organizmu i transkrybowane przez

polimerazê RNA II. Pierwotny transkrypt jest zatem d³ug¹, jednoniciow¹ cz¹steczk¹
RNA. Prekursorowy RNA ma zdolno�æ do tworzenia struktury typu spinki do w³o-
sów, a wiêc formowania w trzonie spinki rejonu dwuniciowego. W rejonie dwunicio-
wym zawsze obserwuje siê czê�ciowe niesparowania.  Taki prekursor, zwany pri-
miRNA jest nastêpnie substratem dla enzymów Drosha/Dicer. Z kolei siRNA po-
wstaj¹ z d³ugich, dwuniciowych cz¹steczek RNA, maj¹cych perfekcyjn¹ komple-
mentarno�æ, mog¹ byæ pochodzenia egzogennego, jak i endogennego.

2. miRNA zawsze dzia³aj¹ w uk³adzie trans (a wiêc nie dzia³aj¹ �na siebie�), regulu-
j¹c poziom docelowego mRNA poprzez  komplementarno�æ  sekwencji miRNA
do mRNA. Mikro RNA nie mog¹ regulowaæ w³asnego poziomu z tej prostej przy-
czyny, ¿e maj¹ identyczn¹ sekwencjê nukleotydow¹ jak ta zawarta w prekursorze,
a nie maj¹ sekwencji do niej komplementarnej. Natomiast siRNA mog¹, przynaj-
mniej teoretycznie, dzia³aæ zarówno w uk³adzie cis, jak i w trans, kieruj¹c siê do
cz¹steczek RNA, z których pochodz¹ (cis) lub do docelowych mRNA (trans). W
tym drugim przypadku ich dzia³anie bardzo przypomina dzia³anie miRNA.

3. miRNA obni¿aj¹ poziom mRNA lub blokuj¹ translacjê, dzia³aj¹c tym samym za-
wsze na etapie potranskrypcyjnym, podczas gdy siRNA mog¹ dzia³aæ zarówno na
etapie potranskrypcyjnym, jak i transkrypcyjnym (regulacja stopnia skondensowa-
nia chromatyny i dostêpno�ci genów dla maszynerii transkrypcyjnej) [5].

Z podanych ró¿nic w biogenezie i dzia³aniu siRNA wynika, ¿e mog¹ one pe³niæ
ró¿ne funkcje. Obserwacje te doprowadzi³y do wyró¿nienia kilku podklas siRNA: siRNA,
ha-siRNA, ta-siRNA, nat-siRNA i scn-siRNA. Poni¿ej omówione zosta³y poszczególne
podklasy siRNA.
1. siRNA (ang. small interfering RNA) � cz¹steczki egzogenne, d³ugo�ci 21�25 nt,

które niszcz¹ inwazyjne formy kwasów nukleinowych (wirusy, transgeny).
2. ha-siRNA (ang. heterochromatin-associated siRNA) � dzia³aj¹ce w uk³adzie cis

endogenne siRNA, g³ównie d³ugo�ci  24 nt, które indukuj¹ zmiany w stopniu kon-
densacji chromatyny oraz czêsto powoduj¹ metylacjê DNA w rejonach, z których
pochodz¹. Jak dot¹d ha-siRNA zidentyfikowano tylko u ro�lin i grzybów [13, 23].

3. ta-siRNA (ang. trans-acting siRNA) � dzia³aj¹ce g³ównie w uk³adzie trans, endo-
genne siRNA, d³ugo�ci 21 nt, które doprowadzaj¹ do degradacji mRNA genów ko-
dowanych w innym ni¿ ta-siRNA miejscu genomu. ta-siRNA mog¹ równie¿ dzia³aæ
w uk³adzie cis, reguluj¹c w³asny poziom w komórce. W dojrzewanie prekursorów
ta-siRNA zaanga¿owane s¹ miRNA. Jak dot¹d odkryto je tylko u ro�lin [2].

4. nat-siRNA (ang. natural antisense siRNA) � dzia³aj¹ce w uk³adzie cis, endogen-
ne siRNA (d³ugo�ci g³ównie 24 nt). Doprowadzaj¹ do rozciêcia mRNA jednego z
pary genów, których sekwencje nachodz¹ na siebie i daj¹ czê�ciowo komplemen-
tarne transkrypty generuj¹ce dwuniciowy RNA. Jak dot¹d odkryto je jedynie u
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ro�lin i stwierdzono, ¿e g³ównie zaanga¿owane s¹ w regulacjê odpowiedzi ro�liny
na stres abiotyczny [3].

5. scn-siRNA (ang. siRNA-like scan (scn) RNA) � dzia³aj¹ce w uk³adzie cis, endo-
genne siRNA, d³ugo�ci oko³o 28 nt, zidentyfikowane jak dot¹d tylko u orzêsków i
zaanga¿owane w eliminacjê materia³u genetycznego z makronukleusa oraz specy-
ficzn¹ metylacjê histonu H3 w rejonach chromatyny, gdzie znajduje siê DNA prze-
znaczony do eliminacji. scn-siRNA ulegaj¹ specyficznej ekspresji tylko w czasie
koniugacji orzêsków [18].

ZASTOSOWANIE siRNA W GENOMICE FUNKCJONALNEJ
I TERAPII GENOWEJ

siRNA mo¿na wykorzystywaæ jako narzêdzie do wysoce selektywnego wyciszania
genów, co pozwoli³o na ich szerokie zastosowanie w genomice funkcjonalnej nicieni (C.
elegans) [14] i ro�lin (Arabidopsis thaliana) [16]. Zyskali�my zatem dodatkowe, potê¿ne
narzêdzie do analizy funkcji genów, w dodatku ³atwiejsze do wykorzystania ni¿  klasyczne
metody mutagenezy. Aby wyciszyæ gen u nicieni lub ro�lin, wprowadza siê albo wektory
generuj¹ce dwuniciowy RNA, albo RNA z potencjaln¹ zdolno�ci¹ tworzenia spinki do
w³osów. Natomiast w przypadku ssaków szybko okaza³o siê, ¿e wprowadzanie d³ugich
cz¹steczek dsRNA prowadzi do uruchomienia odpowiedzi interferonowej i do skierowania
komórki na drogê apoptozy [27]. Rozwi¹zaniem sta³o siê wprowadzanie wektorów
generuj¹cych cz¹steczki �udaj¹ce� prekursory miRNA, co umo¿liwia³o tym cz¹steczkom
wej�cie na drogê biogenezy miRNA i pozyskanie aktywnych cz¹steczek wyciszaj¹cych
w komórce. Równolegle rozwiniêto techniki bezpo�redniego, do¿ylnego podawania
samych siRNA, czêsto modyfikowanych chemicznie dla przed³u¿enia ich pó³okresu
trwania. Pierwsze do�wiadczenia wskazuj¹ równie¿, ¿e siRNA mog¹ okazaæ siê potê¿nym
�rodkiem terapeutycznym. Tu¿ przed testami klinicznymi s¹ siRNA-terapeutyki, które w
do�wiadczeniach wstêpnych na myszach okaza³y siê  skuteczne w leczeniu: wirusowego
piorunuj¹cego zapalenia w¹troby, innych infekcji wirusowych, posocznicy, nowotworów
oraz degeneracji plamki ¿ó³tej [6].

ZNACZENIE ODKRYCIA RNAi

Poznanie interferencji RNA doprowadzi³o do zupe³nie nieoczekiwanych odkryæ, je�li
chodzi o funkcje, jakie w komórce mog¹ pe³niæ cz¹steczki RNA oraz pozyskanie
skutecznego narzêdzia poznawczego i terapeutycznego. Jak¿e daleko jeste�my dzi� od
lansowanego jeszcze dziesiêæ lat temu pogl¹du, ¿e g³ówn¹ funkcj¹ RNA jest po�redni-
czenie w przekazie informacji genetycznej miêdzy DNA a bia³kiem i udzia³ w translacji!
Pierwszym zaskoczeniem w ci¹gu ostatnich lat w badaniach funkcji sprawowanych
przez RNA by³y wyniki uzyskane z analiz ludzkiego genomu, transkryptomu i proteomu.
Otó¿ wiadomo obecnie, ¿e ludzki genom koduje  od 20 000  do 25 000 genów (http://
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www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/education/education.shtml). Tym-
czasem, u cz³owieka zidentyfikowano oko³o miliona ró¿nych bia³ek (http://expasy.org/
sprot/hpi/)!  Z prostych wyliczeñ nale¿a³oby oczekiwaæ, ¿e jeden gen powinien kodowaæ
40�50 bia³ek. Sk¹d bierze siê ta ró¿norodno�æ? Okazuje siê, ¿e dwa zjawiska s¹
odpowiedzialne za  tê gigantyczn¹ liczbê bia³ek zidentyfikowanych u cz³owieka:
modyfikacje potranslacyjne i splicing alternatywny. Dzi� wiemy, ¿e ten ostatni, uwa¿any
do niedawna raczej za wyj¹tek ni¿ regu³ê, decyduje o ostatecznej formie  oko³o 70%
ludzkich pre-mRNA, generuj¹c od dwóch do kilkuset izoform dojrza³ego mRNA z
jednego pre-mRNA (http://www.expasy.ch/sprot/hpi/hpi_desc.html)! Skrajnym
opisanym przypadkiem jest pewne bia³ko wchodz¹ce w sk³ad kana³ów potasowych w
b³onach komórek rzêsatych w �limaku ucha ludzkiego � z pre-mRNA, wskutek
alternatywnego splicingu, powstaje oko³o 500 ró¿nych mRNA, a tym samym bia³ek,
nieznacznie ró¿ni¹cych siê budow¹ i o nieco innych w³a�ciwo�ciach, decyduj¹cych o
otwarciu/zamkniêciu kana³u [8, 30]. Mo¿na wiêc powiedzieæ, ¿e etap dojrzewania pre-
mRNA jest odpowiedzialny za powstawanie dodatkowej, znacz¹cej liczby bia³ek. Drugim
zaskoczeniem ostatnich lat by³o stwierdzenie, ¿e krótkie cz¹steczki RNA chroni¹
komórki eukariotyczne przed inwazyjnymi formami kwasów nukleinowych i s¹
�komórkowymi si³ami szybkiego reagowania� w regulacji ekspresji genów. Mo¿na wiêc
powiedzieæ, ¿e cz¹steczki RNA zaczynaj¹ siê jawiæ w zupe³nie innym �wietle ni¿ to
jeszcze ca³kiem niedawno s¹dzono: s¹ istotnymi elementami regulacji funkcji ¿yciowych
organizmów. Nagroda Nobla przyznana A. Fire�owi i C. Mello jest ukoronowaniem
wysi³ków wielu badaczy zajmuj¹cych siê struktur¹ i funkcj¹ RNA.
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