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Regulatory ribonucleic acids
Summary

in recent years there was a growing number of reports of new non-pro-
tein-coding RNAs which are implicated in the regulation of many cellular pro-
cesses. They differ in many respects from already known housekeeping RNA
species involved in protein biosynthesis (tRNA, rRNA) and RNA maturation or
modification (RNase P RNA, snRNAs, snoRNAs). Regulatory RNAs (riboregulators)
are expressed only in certain cell types, at particular stages of organism devel-
opment or cell differentiation or in response to biotic and abiotic stimuli. Their
expression is usually accompanied by the alteration of patterns of the expres-
sion of other genes. The mechanisms employed by riboregulators can affect
transcription, pre-mRNA processing and translation. In the post-genomic era,
the noncoding regulatory RNAs emerge as key determinants of organismal com-
plexity, providing efficient and highly specific means for integration of various
cellular processes.
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1. Wprowadzenie

Od kilku lat pojawia sie coraz wiecej doniesien o identyfika-
cji nowych niekodujagcych RNA. Coraz wiecej uwagi przywiazuje
sie réwniez do znanych juz czasteczek. Zainteresowanie to
zwiazane jest z prébg zrozumienia funkcji ncRNA w komorce.
Ich ilos¢, jak sie wydaje, jest wieksza niz ilos¢ transkrybowanego
mRNA. Swiadczy to 0 ogromnym znaczeniu tej grupy czasteczek
dla prawidtowego funkcjonowania komorki, zaprzeczajac poczat-
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kowym przypuszczeniom o pochodzeniu ncRNA od zdegenerowanych niefunkcjo-
nalnych gendéw kodujacych biatka. Réznorodnos¢ funkcji przez nie petnionych po-
twierdza te teze. Obecne we wszystkich stadiach réznicowania komdérek, ncRNA
okazaty sie gtownymi czynnikami regulujagcymi podstawowe procesy biochemiczne
takie jak transkrypcja czy translacja. Ich szerokie mozliwosci regulacyjne nie ograni-
czajg sie jedynie do wptywu na metabolizm innych RNA, lecz obejmujg réwniez
udziat w modulacji aktywnosci biatek. Do niedawna wydawato sie, ze ta whasciwosé
jest wylaczng domeng innych biatek. Posrod przyczyn zainteresowania tg grupa
czasteczek nie bez znaczenia pozostaje ich wptyw na procesy patologiczne. Oka-
zalo sie, ze moga by¢ przyczyng licznych powaznych schorzen, jak syndromy Pra-
der-Willi i Beckwith-Wiedemann czy liczne choroby nowotworowe.

2. Niekodujace RNA

Gtownym celem biologii molekularnej jest zrozumienie ogromnej sieci zalez-
nosci pomiedzy procesami biochemicznymi zachodzacymi w komaérce. Najwiekszym
problemem sg skomplikowane powigzania pomiedzy procesami regulacyjnymi. Moz-
liwos¢ doktadnego zsynchronizowania w czasie i w miejscu tysiecy reakcji chemicz-
nych do dzi$ jest wyzwaniem dla biologdw molekularnych. Przez dtugi czas uwa-
zano, ze. ztozonos$¢ i doskonatos¢ tego systemu zalezy gtdwnie od biatek. Od kilku-
nastu lat coraz czesciej dostrzegana jest inna mozliwo$¢. Odkrycie niekodujacych
RNA (ncRNA) udowodnito, ze w ztozonych procesach regulacyjnych uczestniczg
réwniez kwasy nukleinowe. Obecnie niekodujace RNA sa, jak sie wydaje, nie mnigj
powszechnie stosowanymi czasteczkami regulacyjnymi niz biatka. Wiedza na ich te-
mat staje sie coraz bardziej jednolita. Pod pojeciem ,,niekodujgce RNA” rozumiemy
czasteczki RNA nie kodujace biatek, ale posiadajgce Scile okreslone funkcje w ko-
morce (1).

Wszystkie komoérkowe RNA mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy: 1) kodujace
(matrycowe) RNA - mRNA (messenger RNA) oraz 2) RNA, ktére nie stanowig matrycy
dla biatek (niekodujgce RNA) (tab. 1) (2). Ten rodzaj RNA (ncRNA) ze wzgledu na
petnione funkcje mozna podzieli¢ na konstytutywne oraz regulatorowe. Konstytu-
tywne RNA ulegajg ciagtej ekspresji na statym poziomie i sg niezbedne do przebiegu
podstawowych procesdw komoérkowych. Nalezg do nich tRNA, rRNA, czy snRNA
(tab. 1). Regulatorowe RNA odpowiedzialne sg najczesciej za utrzymanie oraz zmia-
ne poziomu ekspresji gendw. Ich obecnos¢ w komorce zwigzana jest z etapem roz-
woju lub czynnikami Srodowiskowymi. Niekodujace RNA wykazujg duza réznorod-
no$¢ mechanizmu dziatania w obrebie realizowanych funkcji oraz zaangazowanie
w licznych procesach. Wszystkie znane obecnie ncRNA znajdujg sie w bazie danych
niekodujgcych RNA (http://biobases.ibch.poznan.pl/ncRNA/) (3).
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Tabela 1

Podziat czasteczek RNA ze wzgledu na wiasciwosci kodujace i funkcjonalne (4)

Kodujgce biatka

MRNA

Transkrypty

Niekodujace (ncRNA)

konstytutywne RNA
1. Translacja
- tRNA - translacja informacji genetycznej
- rRNA - sktadnik rybosomu, kataliza formo-
wania wiazan peptydowych
- tmRNA - trans-translacja, kontrola jakosci
translacji

2. Dojrzewanie RNA

- snRNA - splicing pre-mRNA, komponenty
spliceosomu

- snoRNA - modyfikacje RNA: 2’-0-methyla-
cje i pseudourydylacje

- RNase MRP - dojrzewanie RNA

- RNase P RNA - dojrzewanie 5'-korica
pre-tRNA

3. Replikacja
- RNAtelomerazy - komponent telomerazy,
synteza telomerycznego DNA

4. Lokalizacja biatek
- 45S RNA, 7SL RNA - translokacja biatek
przez btony u bakterii i eukariota

5. Nieznane funkcje
- hY RNA

3. Charakterystyka regulatorowych ncRNA

3.1. Regulatory transkrypcji

regulatorowe RNA
1. Regulatory transkrypcji
- regulacja ekspresji genéw podlegajacych im-
printingowi (H19, IPW, LITI)
- zmiana struktury chromatyny zwiazana z in-
aktywacjg chromosomu X i kompensacjg dawki
genéw u eukariota (roX, Xist/Tsix)

2. Regulatory posttranskrypcyjne
- interakcje z docelowym mRNA na zasadzie
antysensu (DsrA, MicF, lin-4, let-7, microRNAS)

3. Modulatory aktywnosci biatek
- interakcje RNA-biatko zmieniajace zdolnosci
katalityczne biatek (6S RNA, OxyS, SRA RNA)

4. Regulatory lokalizacj RNA

- specyficzny wpltyw na lokatizacje komorko-
wych mRNA lub pre-mRNA poprzez specyficzng
lokalizacje ncRNA (hsr-co, Xilsirt, BCI, BC200)

Do grupy tej nalezg ncRNA modulujgce poziom transkrypcji danego genu.
Uczestniczg one w podstawowych szlakach regulacyjnych, jednym z nich jest udziat
w specyficznym znakowaniu epigenetycznym (imprinting). Dotychczas zidentyfiko-
wano kilka ncRNA uczestniczacych w tym procesie, ktére odgrywajg podstawowaq
role w genezie ztozonych jednostek chorobowych, takich jak syndromy Prader-Willi
czy Beckwith-Wiedemann (4,5). Najprawdopodobniej wynikaja one z utraty pra-
widlowego imprintingu (pietna genomowego) okreslonego segmentu gendw. Najle-
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Rys. 1. Ekspresja genéw H19 i I1gf2. H19 ulega transkrypcji z chromosomu matczynego, natomiast
/g9/2 z chromosomu ojcowskiego. Jest to uzaleznione od sekwencji enhancerowych (E) znajdujacych sie
w kierunku 3’ wzgledem H19 oraz od metylacji (M) wysp CpG znajdujacych sie w kierunku 5 wzgledem
H19 (opis w tekscie) (7,8).

piej poznanym niekodujacym RNA majacym wptyw na imprinting innych gendw jest
H19 RNA. Ma on dlugos$¢ 2,5 kz. Czasteczka ta podlega dojrzewaniu, ulega poliade-
nylacji i sktadaniu. Przy koricu 5' posiada m7G-cap. Dojrzaty H19 RNA jest eksporto-
wany z jadra do cytoptazmy. Nie posiada on dtugiej otwartej ramki odczytu, ktéra
umozliwitaby jego translacje do biatka. Ekspresja H19 zachodzi w okresie rozwoju
ptodowego w tkankach pochodzenia mezo- i ektodermalnego. W okresie pdzniej-
szym moze ona by¢ przywrocona w tkankach, ktére wykazywaty ekspresje w okre-
sie ptodowym i ulegty transformacji nowotworowej (6). U cztowieka gen H19 RNA
znajduje sie w locus 11 pi 5.5 (region homologiczny u myszy wystepuje na chromo-
somie 7), okoto 110-200 kz w kierunku telomeru od genu IGF2 (insulin-like growth
factor 11), kodujacego biatko odpowiedzialne za wzrost i podziaty komorek oraz re-
gulacje ich metabolizmu (7,8). Zaburzenia w syntezie 1GF2 sg podstawg procesow
nowotworowych (9,10). Pomiedzy poziomem transkrypcji obu gendw wystepuje
Scista zaleznos$¢ (11,12). Geny H/9 i IGF2 ulegaja przeciwnemu imprintingowi: HI9
ulega ekspresji z allelu matczynego, natomiast IGF2 z allelu ojcowskiego. Elementa-
mi odpowiedzialnymi za ten proces sg sekwencje wzmacniajgce (enhancer), oraz re-
gion kontroli imprintingu (imprinting control region, IGR) znajdujgce sie w poblizu
H/9 (rys. 1). Liczne wyspy CpG zawarte w IGR podlegajg zr6znicowanej metylacji, co
stanowi sygnat do wigczenia lub wylgczenia ekspresji danego genu. Obnizony po-
ziom metylacji IGR umozliwia przytgczenie sie w tym regionie czynnika transkryp-
cyjnego CTCF bedgcego swoistym izolatorem (granica) dla sekwencji wzmacnia-
jacych. Wynikiem tego sg oddziatywania sekwencji wzmacniajacych na pobliski re-
gion promotorowy genu H/9 i jego ekspresja. Natomiast hipermetylacja regionu IGR
ogranicza wigzanie CTCF, co powoduje oddziatywanie sekwencji wzmacniajgcych
z odlegtym promotorem genu IGF2 i jego transkrypcje (13). Mechanizm ten jest cha-
rakterystyczny dla komdrek niezréznicowanych. Delecja IGR w komoérkach juz zroz-
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Rys. 2. Regulacja ekspresji genéw Xist i Tsix i ich wptyw na inaktywacje chromosomu X. Brak metyla-
cji wysp CpG umozliwia transkrypcje Xist, ktéry rozciaga sie wzdtuz chromosomu X i powoduje jego in-
aktywacje. Metylacja (M) powoduje aktywacje genu Tsix i inaktywacje Xist, co prowadzi do pozostawie-
nia chromosomu aktywnym. Xq - chromosom ojcowski, X» - chromosom matczyny, linia przerywana
wskazuje na brak transkrypcji (7).

nicowanych nie warunkuje ekspresji H19. Dlatego postuluje sie istnienie drugiego
mechanizmu kontroli imprintingu, ktéry ujawnia sie dopiero podczas rozwoju za-
rodkowego. Pod koniec rozwoju ptodowego region promotorowy H/9 ulega konsty-
tutywnej hipermetylacji, uniemozliwiajac ekspresje genu nawet przy braku metyla-
cji ICR (13). jest to dodatkowy, jak sie wydaje, mechanizm zabezpieczajacy przed
ewentualng aktywacjg ekspresji wyciszonego genu. Zaburzenie tego mechanizmu
obserwowaé mozna w procesach nowotworowych, w ktérych przywrécona zostaje
ekspresja (19).

Przeciwny imprinting genéw H/9 i IGF2 jest tylko jednym z elementow utrzy-
mujacych rownowage ilosciowg pomiedzy transkrybowanymi z nich RNA. Pokazano,
ze wprowadzenie do komérki dodatkowych kopii H19 powoduje spadek poziomu
zar6wno mRNA 1GF2, jak i samego biatka w komorce (11), co sugeruje bezposrednia
wzajemng regulacje poziomu transkrypcji. Stwierdzono, ze H19 ma trzy miejsca
wigzania biatek IMP (IGF2 mRNA binding protein), jak réwniez, ze mRNA 1GF2, H19
i biatka IMP znajduja sie w tej samej przestrzeni subkomorkowej (12). Biatka IMP
wigzg sie do mRNA 1GF2 przy koncu 5' nie ulegajacym transkrypcji i tym samym mo-
duluja synteze tego biatka podczas rozwoju. Mozliwos¢ wigzania biatek IMP do H19
RNA sugeruje, ze moze on mie¢ wptyw na eksport mRNA 1GF2 z jadra, jego lokaliza-
cje cytoplazmatyczng oraz translacje (12). Szczeg6towy mechanizm tego procesu
nie jest jednak jeszcze poznany.
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Rys. 3. Kompensacja dawki genéw z chromosomu X u Drosophila. Biatka MSL, MOF iJIL-1 tworzg
kompleks MSL w miejscu ekspresji genu roX. MSL wigze sie do chromosomu powodujgc wzmozenie eks-
presji genéw z chromosomu X.

Innym procesem komoérkowym, w ktérym biorg udziat ncRNA nalezace do grupy
regulatorow transkrypcyjnych jest kompensacja dawki gendéw znajdujacych sie na
chromosomie X. Proces ten moze odbywac sie poprzez wytaczenie jednego z chro-
mosomOw u pici posiadajacej dwa chromosomy X lub poprzez podwojenie poziomu
ekspresji u pici posiadajacej jeden chromosom X. Pierwszy z tych mechanizmow
charakterystyczny jest dla ssakow, gdzie pte¢ zdeterminowana jest obecnoscig lub
brakiem chromosomu Y. W przypadku jego braku (u samic) uruchomiona zostaje ka-
skada sygnatéw prowadzaca do inaktywacji jednego z chromosoméw X, pozosta-
jacego w jadrze w postaci skondensowanej i widocznego pod mikroskopem jako
ciatko Barra (14). Za proces inaktywacji odpowiedzialne jest centrum inaktywacji
chromosomu X (Xic) - region chromosomu X, ktérego delecja uniemozliwia prze-
bieg catego procesu. Obok licznych genéw znajduje sie tam rdwniez Xist (XIST
u cztowieka), ktdrego produktem jest RNA (15-17 kz), podlegajacy skiadaniu i polia-
denylacji (15). Czasteczka ta petni podstawowa role podczas inicjacji procesu inak-
tywacji. P6zniejszy brak Xist RNA nie powoduje ponownej aktywacji wyciszonego
chromosomu. U myszy wybho6r chromosomu X do wyciszenia odbywa sie poprzez im-
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printing bedacy wynikiem zréznicowanej metylacji wysp CpG znajdujgcych sie w po-
blizu 3' konica genu Xist RNA (rys. 2). Efektem takiego stanu jest ekspresja Xist RNA
wylacznie z chromosomu ojcowskiego, co powoduje jego inaktywacje. Na etapie
implantacji zarodka w macicy metylacja zostaje zniesiona. Nastepuje ponowny wy-
bor chromosomu majacego ulec wyciszeniu, ktory tym razem, jak sie wydaje, jest lo-
sowy. Duze znaczenie w tym procesie przypisuje sie Tsix RNA (u cztowieka TS1X
RNA) - czasteczce RNA transkrybowanej z tego samego locus w przeciwnym Kie-
runku zawierajgcej duzy fragment komplementarny do Xist RNA. Do czasu implanta-
cji zarodka Xist RNA jest transkrybowany wytgcznie z chromosomu matczynego i, jak
sie wydaje, dodatkowe zabezpieczenie przed jego inaktywacja, ktéra mogtaby mieé
miejsce w przypadku ,,wycieku" ekspresji Xist RNA z tego tocus.

Inaczej proces ten przebiega u cztowieka. Chromosomy X trafiajg do zygoty bez
zadnych informacji co do ich wyciszenia. Wybdr chromosomu X majacego ulec inak-
tywacji nastepuje tylko raz i jest, jak sie wydaje, losowy. Odmienno$¢ mechanizmu
zwigzana jest ze zmianami w strukturze ludzkiego genu TSIX (16,17). W poblizu
korca 3' nie ma wysp CpG bedacych determinantami inaktywacji u myszy. Nie posia-
da on réwniez fragmentu sekwencji komplementarnego do X1ST. Fakty te w polacze-
niu z odkrytg niedawno mozliwoscia alternatywnego sktadania mysiego Tsix, w wy-
niku ktoérego powstajg izoformy o skréconym koncu 5°, komplementarnym do Xist
(18), zmuszajg do rewizji pogladéw na temat roli TS1X i Tsix w procesach wyciszenia
i akumulacji X1ST/Xist RNA (19-21). Obecnie proponowane sg cztery mozliwe mecha-
nizmy dziatania TSIX/Tsix: 1) maskowanie polegajace na wychwytywaniu X1ST/Xist
RNA przez antysensowy TSIX/Tsix , 2) interferencja polegajaca na mozliwosci bloko-
wania ekspresji X1ST/Xist przez transkrypcje TSIX/Tsix z tego samego locus, 3) re-
presja polegajaca na uzaleznionym od transkrypcji TSIXyTsix wigzaniu w poblizu
3'-konca X1ST/Xist, czynnika blokujacego jego transkrypcije, 4) otwarcie chromatyny
polegajace na jej rozluznieniu poprzez transkrypcje TSIX/Tsix, co umozliwitoby aso-
cjacje dodatkowych czynnikéw regulacyjnych (19).

Mechanizm dziatania Xist RNA nie jest do konca poznany. Wiadomo jednak, ze
wigze sie on do chromosomu X z ktérego ulegt ekspresji na calej jego dtugosci
i petni gtébwna role w przebiegu procesu inaktywacji. Nieaktywny chromosom X cha-
rakteryzuja typowe cechy konstytutywnej heterochromatyny. hipoacetylacja histo-
néw, hipermetylacja wysp CpG i pézna replikacja. Nie jest jednak do korica wyja-
$niona rola Xist w powstawaniu tych zmian. Postuluje sie mozliwo$¢ wigzania do
Xist biatek zdolnych do wprowadzania statych zmian w strukturze chromatyny, co
thumaczytoby silne ograniczenie roli Xist RNA do etapu inicjacji (19). Do tej pory nie
udato sie jednak zidentyfikowac biatek zdolnych do asocjacji z Xist.

Funkcjonowanie niekodujacych RNA nalezacych do regulatoréw transkrypcyj-
nych nie sprowadza sie jedynie do mozliwosci obnizania poziomu transkrypcji.
Moga one rowniez odpowiadac za jej dodatkowa aktywacje. Tak jest w przypadku
procesu kompensacji dawki genoéw z chromosomu X u Drosophila. Podobnie jak
u ssakéw, samce posiadajg po jednym chromosomie X i Y, natomiast samice dwa
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Rys. 4. Geneza i funkcje stRNA (A) i RNAi (B). Elementem wspdlnym obu $ciezek Jest enzym DICER

hydrolizujacy pre-RNA odpowiednio do StRNA i S|RNA Biatka odpowiadajgce za skierowanie danego
RNA na droge stRNA zaznaczone sg ha czarno (ALG-1/2), natomiast na droge RNAI na biato (RDE-1) (25).

chromosomy X. Determinacja pici zalezy jednak nie od obecnosci chromosomu Y,
lecz od stosunku liczby chromosoméw X do liczby autosoméw (15). Kompensacja
dawki nastepuje poprzez podwojenie ekspresji pojedynczego chromosomu X u sam-
cow. Gitowna role w tym procesie petnig dwa ncRNA: roXI i roX2. Obie czasteczki
podlegaja dojrzewaniu i poliadenylacji. Ich dtugos$¢ wynosi odpowiednio 3,7 i 0,6 kz.
S3 one odpowiedzialne za poprawne skiadanie kompleksu MSL {male specific lethal)
(22). W sktad kompleksu - oprécz wymienionych czasteczek ncRNA - wchodzg
biatka MSL, acetylotransferaza histonu H4 (MOF) oraz fosforylaza histonu H3 (jiL-1).
Czasteczki roXI i roX2 RNA stanowig swoistg etykiete chromosomu X majgcego
ulec nadekspresji. Sktadanie kompleksu MSL zachodzi w miejscu ich transkrypcji na
chromosomie X. Miejsca te nazywane sg miejscami dostepu do chromatyny {chroma-
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tin entry sites) (22). Prawidlowo ztozone kompleksy przemieszczajg sie wzdtuz chro-
mosomu. Biatka w nich zawarte powodujg rozluznienie chromatyny i umozliwiaja
wzmozong ekspresje gendw (rys. 3). O gtéwnej roli roX RNA w rozpoznaniu chro-
mosomu $wiadczy fakt, ze insercja genu roX do autosomu powoduje zwiazanie
biatek kompleksu MSL i podwyzszenie poziomu ekspresji genoéw w poblizu miejsca
insercji (23). Do tej pory nie wiadomo, czy roX RNA oprécz identyfikacji chromoso-
mu uczestniczg w procesie rozluzniania chromatyny lub migracji komplekséw MSL
wzdtuz chromosomu.

3.2. Regulatory posttranskrypg”™jne

Czasteczki RNA nalezace do grupy regulatoréw posttranskrypcyjnych (w odroz-
nieniu do regulatorow transkrypcyjnych) odpowiadajg za regulacje poziomu juz
zsyntetyzowanego mRNA. Odziatujg one bezposrednio z docelowym mRNA poprzez
tworzenie kompleksu. Mozliwe sg dwa rodzaje takich oddziatywan; cis, kiedy czas-
teczka regulatorowego RNA i docelowa transkrybowane sg z tego samego locus,
lecz w odwrotnym kierunku, oraz trans, kiedy obie czasteczki pochodzg z odreb-
nych loci. Dla oddziatywan w uktadzie cis charakterystyczne jest tworzenie dtugich
duplekséw poprzez regulatorowy ncRNA i mRNA. Przyktadem takiego typu oddzia-
tywan jest postulowana regulacja ekspresji genu KvLQTI, kodujgcego biatko kanatu
potasowego, przez antysensowy transkrypt LIT1 (24). Efektem parowania jest silne i
bardzo specyficzne ograniczenie translacji mRNA.

W oddziatywaniach typu trans bierze udziat zréznicowana grupa czasteczek.
Charakterystyczne dla nich jest tworzenie duplekséw maksymalng liczba par zasad,
jednak krétkich i nie zawsze dokfadnych. Sposréd ncRNA nalezacych do tej grupy
najwiekszg stanowig krétkie (ok. 20 nt) dwuniciowe RNA zwane interferencyjnymi
(SiRNA, smali interference RNA). Mechanizm ich dziatania polega na inicjacji degrada-
cji docelowego RNA za pomocg kompleksu biatkowo-nukleinowego RISC (KNA-indu-
ced silencing complex), ktorego gtownymi sktadnikami sg krotkie dwuniciowe RNA
oraz swoista nukleaza. Proces ten nazywany jest RNAi (RNA interference). Rola siRNA
w tym procesie polega na zapewnieniu wysokiej specyficznosci. Czasteczki siRNA
powstajg w wyniku hydrolizy diugiego fragmentu dwuniciowego prekursorowego
RNA przez enzym DICER (25). Nastepnie zostajg do nich przytgczone biatka tworzac
siRNP, ktdre po aktywacji przeksztatca sie w RISC (rys. 4A). Proces interferencji RNA
poczatkowo wydawat sie systemem obronnym skierowanym przeciwko wirusom
oraz rozprzestrzeniajacym sie transpozonom. Wysoka specyficzno$¢ degradacji su-
geruje jednak, ze moze mie¢ on duze znaczenie w procesie regulacji ekspresji ge-
now. Teze te popiera wcigz rosngca liczba identyfikowanych czasteczek, ktére po-
tencjalnie moga funkcjonowac wykorzystujagc mechanizm RNAI (np. niektore miRNA,
micro RNA).
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Rys. 5. Mechanizm oddziatywania DsrA RNA z docelowym mRNA. A) Wyciszanie mRNA H-NS poprzez
wigzanie okolicy promotora i terminatora translacji. B) Aktywacja mRNA RpoS poprzez uwolnienie pro-
motora translacji (P). Sekwencje homologiczne wyréznione literowo (26).

Duze zainteresowanie RNAI jest zwigzane z mozliwosciami wykorzystania tego
procesu jako nowej techniki badawczej. Umozliwia on kontrolowane okresowe lub
ciagte wyciszanie zdefiniowanych genéw, co pozwala na badanie ich funkcji, jedy-
nym wymogiem stosowania tej metody jest znajomos$¢ sekwencji genu majgcego
ulec wyciszeniu. Na jej podstawie mozna zsyntetyzowa¢ odpowiednie dwuniciowe
SiRNA, ktoére zostang wprowadzone do komorki. Te technologie wykorzystano do-
tychczas do badania funkcji takich biatek jak CD4, CD8, czynnikow transkrypcyjnych
HTF i PSKHI oraz badan biatek podstawowych w cyklu zyciowym wirusa H1V, takich
jak TsglOt (26). Mozliwe jest réwniez, jak sie wydaje, wykorzystanie RNAi do po-
twierdzenia identyfikacji genéw w zsekwencjonowanych genomach oraz badania
funkcji zakodowanych w nich biatek.

Bardzo podobne do RNAI sg czasteczki stRNA {smali temporal RNA), np. lin-4, let-7.
Pomimo zblizonej wielkosci i mechanizmu tworzenia, ich oddziatywanie z docelo-
wym mRNA rézni sie od RNAI. Czasteczki te tworza z mRNA dupleksy niedoktadne,
zawierajace btedne pary zasad lub niewielkie wypetlenia istotne dla przebiegu pro-
cesu wyciszania (27,28). Gtéwnga funkcjg stRNA nie jest degradacja mRNA, lecz inhi-
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GCAAG/CTTGC

Rys. 6. Organizacja sekwencji regulatorowych genu BCL Pozycje kaset E zaznaczono Jako E1-E5. Po-
wiekszony fragment przedstawia sekwencje inicjatorowg TATA oraz elementy promotora wewnetrzne-
go: kasety A i B oraz zachowawczg sekwencje GCAAG/CTTGC (35).

bicja jego translacji poprzez wigzanie sie do regionéw 3'-UTR. Proces tworzenia
stRNA posiada wspdlne etapy z procesem tworzenia siRNA (rys. 4). Widoczne jednak
sgq wyrazne réznice pozwalajace komdrce na odr6znienie dwoch rodzajow czaste-
czek o tej samej dtugosci. Znakiem odrdzniajacym sa wypetlenia w prekursorowym
StRNA (rys. 4A). Sg one rozpoznawane przez specyficzne biatka (ALG 1/2). Po hydroli-
zie prekursorowego stRNA przez enzym DICER biatka ALG 1/2 blokuja przytaczenie
biatek kompleksu RISC, umozliwiajac tym samym oddziatywanie krétkiego jednoni-
ciowego RNA wedtug mechanizmu stRNA. Inne biatka (RDEI) asocjujg do prekurso-
rowych duplekséw nie zawierajagcych wypetlen (rys. 4B). Modulujg one aktywnos$¢
enzymu DICER umozliwiajgc powstanie dwuniciowych siRNA. Pozostajac zasocjowa-
ne z siRNA odpowiadajg za przyfaczenie kolejnych biatek wchodzacych w skiad
kompleksu RISC, odpowiedzialnego za degradacje mRNA w procesie RNAI.

Inng grupg regulatorowych antysensownych RNA dziatajagcych w ukladzie trans
sg diuzsze czagsteczki posiadajace jedynie krétkie fragmenty komplementarne do
docelowego mRNA. Mechanizm ich dziatania polega najczesciej na ograniczeniu lub
stymulacji translacji mRNA poprzez wigzanie sie do rejon6w nie ulegajacych transla-
cji, a odpowiedzialnych za jej inicjacje (UTR, untranslated regions). Przyktadem takiej
czasteczki jest DsrA RNA Escherichia co//, jest to czasteczka, o dtugosci 87 nt uczest-
niczaca w regulacji poziomu dwdch podstawowych biatkowych regulatoréw tran-
skrypcji: H-NS, bedacego globalnym represorem transkrypcji oraz RpoS, czynnika
transkrypcyjnego sigma o dziataniu antagonistycznym do H-NS. RpoS ulega ekspre-
sji podczas fazy stacjonarnej wzrostu bakterii oraz w odpowiedzi na stresowe wa-
runki srodowiska. Odpowiedzialny jest za zniesienie dziatania H-NS i zwiekszenie
poziomu transkrypcji. DstA RNA wptywa na poziom obu tych czasteczek w rézny
sposéh: powoduje wzrost ilosci RpoS oraz obnizenie poziomu H-NS przyczyniajac
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sie tym samym do og6lnego wzrostu poziomu transkrypcji (29,30). Mozliwo$¢ dzia-
fania DsrA RNA jako supresor i aktywator zachodzi dzieki obecnosci dwdch frag-
mentéw komplementarnych - odpowiednio do mRNA H-NS i RpoS. Wyciszanie
H-NS zachodzi dzieki oddziatywaniom fragmentu potozonego w obrebie drugiej
spinki DsrA RNA z regionami inicjacji i terminacji translacji mRNA H-NS. Nastepuje
zablokowanie tych sekwencji i uniemozliwienie przytgczenia do rybosomu (rys. 5A).

W odmienny spos6b zachodzi proces regulacji translacji mRNA RpoS. Jego niski
poziom zwigzany jest z tworzeniem krotkich regionéw dwuniciowych, ktére blo-
kujg miejsca wigzania do rybosomu (rys. 5B). W DsrA RNA, w obrebie pierwszej spin-
ki, wystepuja dwa krétkie odcinki komplementarne do sekwencji uczestniczacej
w formowaniu helis oraz do sekwencji znajdujacej sie w sasiednim odcinku jednoni-
ciowym. Sekwencje te wigzg sie do mRNA RpoS, co powoduje uwolnienie regionu
inicjatorowego i umozliwia przytgczenie mRNA do rybosomu (30).

Molekularny mechanizm aktywacji ekspresji DsrA nie jest poznany. Przypuszcza
sie, ze zalezy ona od czynnikow Srodowiskowych. Stwierdzono wptyw temperatury
na poziom transkrypcji, oraz na stabilno$¢ DsrA. Podwyzszenie temperatury z 25 do
42°C powoduje szesciokrotne obnizenie transkrypcji, oraz skrocenie czasu pétrwa-
nia DsrA z 23 do 4 minut (31). Skutkiem tego jest trzydziestokrotnie mniejsza ilos¢
obserwowanego transkryptu. Za takg zalezno$¢ poziomu transkrypcji od temperatu-
ry odpowiedzialny jest fragment sekwencji promotorowej o dtugosci zaledwie 36 pz.
Wykazano, ze wzrost ilosci RpoS po szoku osmotycznym jest uzalezniony od obec-
nosci DsrA. Na aktywno$¢ DsrA RNA wptywa rowniez biatko Hfq. jest to czynnik re-
gulacyjny posiadajacy domene wigzacg kwasy nukleinowe, niezbedny m.in. dla re-
plikacji wirusa RNA Qp. jest on réwniez konieczny dla regulacji ekspresji H-NS
i RpoS zaleznej od DsrA RNA (32). Wszystkie te fakty sugerujg, ze DsrA RNA stanowi
gtowny element w ztozonym systemie regulacji poziomu transkrypcji w komorce
bakteryjnej.
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Rys. 7. Poréwnanie wielkosci czesci kodujacej (czarne stupki) i niekodujacej (biate stupki) genoméw
réznych organizméw: A - eubakterii: Ns - Nostoc sp. PCC 7120, Pa - Pseudomonas aeruginosa, St -
Salmonella typhimuriuni LT2, Se - Salmonella enterica subsp. enterica serovarTyphi, Yp - Yersinia pestis, Ec
- Escherichia coli, Mt - Mycobacterium tuberculosis CDCI551, Bh - Bacillus halodurans, V¢ - Vibrio chole-
rae. Cc - Caulobacter crescentus. Ca - Clostridium acetobutylicum, Rs - Ralstonia solanacearum, Sm - Si-
norhizobium meliloti, SP - Synechocystis PCC6803, Ml - Mycobacterium leprae. Li - Listeria innocua, Lm -
Listeria monocytogenes EGD-e, Sa - Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50, At - Agrobacterium tumefa-
ciens. Dr - Deinococcus radiodurans, Xf - Xylellafastidiosa,L\ - Lactococcus lactis subsp. lactis, Nm - Ne-
isseria meningitidis. Pm - Pasteurella multocida, Sp - Streptococcus pneumoniae, Tm - Thermotoga mariti-
me, Spy - Streptococcus pyogenes. Hi - Haemophilus influenzae Rd, Hp - Helicobacter pylori 26695, Cj -
Campylobacterjejuni, Aa - Aquifex aeolicus, Rc - Rickettsia conorii, Cp - Chlamydophila pneumoniae AR39,
Tp - Treponema pallidum, Rp - Rickettsia prowazekii, Mp - Mycoplasma pulmonis, Mpn - Mycoplasma
pneumoniae, [Ju - Ureaplasma urealyticum. Mg - Mycoplasma genitalium;B - archeobakterii: Ss - Sulfo-
lobus solfataricus, St - Sulfolobus tokodaii. Pa - Pyrobaculum aerophilum, Af - Archaeoglobus fulgidus, Hs
- Halobacterium sp. NRC-I, Pab - Pyrococcus abyssi, Mt — Methanobacterium thermoautotrophicum, Ph -
PyrococcLis horikoshii, Mj - Methanococcus jannaschii. Tv - Thermoplasma volcanium, Ta - Thermoplasma
acidophilum-, C - eukariota: Hs - Homo sapiens. Mm - Mus musculus, Ag - Anopheles gambiae. Dm -
Drosophila melanogaster. At - Arabidopsis thaliana, Ce - Caenorhabditis elegans, Pf - Plasmodium falcipa-
rum, Sp - Schizosaccharomyces pombe. Sc - Saccharomyces cerevisiae, Ec — Encephalitozoon cuniculi, D -
wiruséw: TMV - Tobacco mosaic virus, KYMV - Kennedya yellow mosaic virus, EMV - Eggplant mosaic vi-
rus, TYMV - Turnip yellow mosaic virus, STMV - Satellite tobacco mosaic virus, tmRNA - Escherichia coli
tmRNA.
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3.3. Modulatory aktywnosci biatek

Wysoka specyficzos¢ mechanizmdw regulacyjnych opartych na tworzeniu dwuni-
ciowych kompleksow RNA:RNA uzyskiwana jest dzieki unikatowej sekwencji. Jednak
regulatorowe ncRNA sa w stanie oddziatywa¢ z wysokg specyficznoscig z innymi
czasteczkami niz RNA, nie posiadajgcymi komplementarnych sekwencji. Tak jest
w przypadku ncRNA zdolnych do bezposredniej modulacji aktywnosci biatek. Repre-
zentatywnym przyktadem takiej czasteczki jest SRA RNA (steroid receptor activator).
Czasteczka ta wystepuje w kilku tkankowospecyficznych izoformach (33). Forma !
o dtugosci okoto 0,7-0,85 kz syntetyzowana jest w najwiekszej ilosci, natomiast
w mniejszych ilosciach wystepuja formy 1l i 111 o dtugosci okoto 1,3-1,5 kz. Wszyst-
kie izoformy majg wspdlny rdzen o dtugosci 687 pz oraz sg poliadenylowane, roznig
sie natomiast fragmentami sekwencji przy koncach 3'i 5. W obrebie rdzenia znaj-
duje sie otwarta ramka odczytu, sugerujaca mozliwosé translacji, jednak dotychczas
nie zidentyfikowano zadnego produktu biatkowego oraz wykazano funkcjonowanie
SRA jako RNA. Wprowadzanie dodatkowych kodonéw STOP oraz obecno$¢ cyklo-
heksimidu nie powodowaty utraty funkcjonalnosci.

Funkcje SRA realizuje jako kompleks biatkowo-rybonukleinowy SRC-1 (steroid re-
ceptor coactivator 1) (33,34). Wykazano, ze w tej postaci wigze sie on do N-koricowej
domeny receptoréw steroidowych. Przypuszcza sie, ze obecno$é SRA RNA w kom-
pleksie powoduje wysokg specyficzno$¢ tego wigzania. Petni on réwniez istotng
role w regulacji zwrotnej procesu aktywacji gendw zaleznych od hormondéw stero-
idowych. SRA jest wigzany przez SHARP - biatkowy represor receptoréw steroido-
wych, ulegajacy ekspresji pod wptywem hormondw steroidowych (35). Zidentyfiko-
wano motywy strukturalne w obrebie SRA RNA odpowiedzialne za asocjacje tych
biatek (36). SRA stanowi réwniez, jak sie wydaje, istotny element w przebiegu pro-
cesOw nowotworowych. Poziom SRA jest podwyzszony w komdrkach pobranych
z nowotworu piersi (37). Co wiecej, zmniejszenie poziomu SRA w komérkach nowo-
tworowych poprzez wprowadzenie antysensowych RNA powoduje zahamowanie
ich proliferacji (38).

3.4. Regulatory lokalizacji RNA

Inng znang obecnie mozliwoscig realizacji funkcji regulacyjnych przez ncRNA
jest wptyw na dystrybucje mRNA w komorce. Ma to szczegdlne znaczenie w komor-
kach o duzej specjalizacji poszczegblnych przedziatdw subkomérkowych. Najlepiej
poznang czasteczkg wykazujgcg taka aktywnosé jest wystepujacy w tkance nerwo-
wej gryzoni BCI RNA oraz jego homolog wystepujacy u naczelnych BC200. Obie te
czasteczki wykazuja podobienstwo zaréwno budowy, ekspresji jak i mechanizmu
dziatania, chociaz potwierdzone jest ich zréznicowane pochodzenie ewolucyjne
(39). Oba RNA sg produktem transkrypcji w pdznych stadiach rozwojowych tkanki
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nerwowej oraz ulegajg poliadenylacji. Pomimo ze transkrypcja katalizowana jest
przez polimeraze I, w sekwencji promotorowej obu gendéw wystepuja sekwencje
regulatorowe charakterystyczne dla mechanizmu transkrypcji realizowanego przez
polimeraze 1. Do elementow tych zaliczy¢ mozna m.in. znajdujgce sie w regionie
promotorowym sekwencje wzmacniajgce (zorganizowane w kasety E) (rys. 6) wraz
ze zidentyfikowanymi, wigzacymi sie do nich biatkami (40). Oprocz nich niezbedny
dla transkrypcji jest charakterystyczny dla polimerazy Il promotor wewngtrzny,
skfadajacy sie z kaset A i B oraz znajdujacego sie pomiedzy nimi specyficznego mo-
tywu GCAAG/CTTGC (rys. 6). Ostatnia z wymienionych sekwencji jest odpowiedzial-
na za regulacje poziomu BCl RNA zalezng od poziomu transkryptu (41).

BCI i BC200 w komoérkach nerwowych wptywaja na dendrytyczng tokalizacje wy-
branych mRNA, chociaz sg réwniez doniesienia o roli BCl w transporcie mRNA wa-
zopresyny do aksondéw (42). Oba rodzaje RNA wystepuja w komorce w postaci kom-
plekséw biatkowo-rybonukleinowych. W rozwigzaniu mechanizmu transportu du-
zym problemem jest wyjasnienie sposobu przenoszenia kompleksu BCI/BC200-mRNA
do dokfadnie zdefiniowanego miejsca. Istotng rote w tym procesie przypisuje sie
kitku biatkom BClI RNP. Za lokalizacje BCl odpowiedzialna jest sekwencja znaj-
dujaca sie przy konfcu 5' tej czasteczki. Wigzg sie do niej specyficznie biatka uwa-
zane za regulatory replikacji i translacji DNA - pura i purp (43). Biatka te charakte-
ryzujg sie zdolnoscig do asocjacji z mikrotubulami, co $wiadczy o ich potencjalnych
mozliwosciach udziatu w transporcie cytoptazmatycznym. Oddziatywania pura
i purp z BCl okazaty sie stabe i okresowe (nie sg one czesScig BCI RNP). Innym
biatkiem o podobnych wiasciwosciach bedacym czescig BClI RNP jest translatyna.
Biatko to, bedace represorem translacji, wigze mRNA zawierajace motywy Y i H do
mikrotubul (44). Motywy takie odnaleziono réwniez w BCl RNA. Na podstawie tych
obserwacji zaproponowano model inicjacji transportu mRNA przez BCIRNA.
Zaklada sie w nim, ze biatka pur pelnig istotng role w procesie przytgczania BCI RNP
do mikrotubul, nastepnie oddysocjowuja, a role ,,uchwytu” przejmuje translatyna.
Nie wiadomo jednak, jakie czynniki umozliwiajg migracje kompleksu wzdtuz mikro-
tubul. Nie wyjasniony pozostaje rowniez sposéb tak precyzyjnego okreslenia miej-
sca docelowego transportu.
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100

Rys. 8. Poréwnanie udziatu czesci kodujacej
(czarne stupki) i niekodujacej (biate stupki)
w genomach réznych organizméw: A - eubak-
terie; B - archeobakterie; C - eukariota, D -
wirusy. Nazwy organizméw jak w opisie do ry-
sunku 7.

4. Zawartos¢ ncRNA w genomie

Organizmy wykazujg ogromne zrdznicowanie wielkosci genoméw (tab. 2), Na
pierwszy rzut oka widaé, ze rozmiar genomu nie jest skorelowany ze stopniem
skomplikowania organizmu. Od czego zatem zalezy ztozono$¢ organizmu? Prébujac
odpowiedzie¢ na to pytanie wykonano analize wybranych cech zsekwencjonowa-
nych dotad genomow (rys. 7-10). Pierwszym wnioskiem, jaki sie nasuwa analizujac
rysunki zawierajgce zestawienia wielkosci czesci kodujacych i niekodujacych
(rys. 7,8) jest wyrazna korelacja pomiedzy wielko$cig genomu a udziatem w nim cze-
$ci niekodujgcej u eukariota, oraz jej brak w obrebie organizméw prokariotycznych.
Istnieje kilka mozliwych wytlumaczen wzrostu udziatu czesci niekodujacej w obre-
bie eukariota. Zwiekszona ilos¢ DNA nie ulegajacego translacji moze stanowi¢ swo-
istg ochrone przed wptywem czynnikdw mutagennych, poprzez zmniejszenie praw-
dopodobienstwa powstania mutacji w genie istotnym dla funkcjonowania komorki,
co jest szczegOlnie istotne w przypadku komorek rozrodczych, jednocze$nie regio-
ny miedzygenowe mogg stanowi¢ materiat do rearanzacji, w wyniku ktérych moga
powstawa¢ nowe funkcjonalne geny. Wreszcie wzrost zawartosci procentowej cze-
$ci niekodujacej u eukariota moze Swiadczy¢ o zwiekszonej liczbie genéw kodu-
jacych ncRNA i ich istotnosci dla rozwoju ewolucyjnego organizméw (45). Jednak
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sam wzrost udziatu sekwencji niekodujgcych w genomie nie jest wystarczajgcym pa-

rametrem, aby wyznaczy¢ rzeczywisty wzrost liczb

y gendw ncRNA.

Tabela ?

Zroznicowanie wielkosci genoméw réznych organizméw na wybranych przyktadach

Organizm
670 000 000 000
90 000 000 000
3 454 200 000
3200 000 000

Amoeba dubia

lilia (Lilium lonsiflorum)
mysz (Mus musculus)
cztowiek (Homo sapiens)

karp (Cyprinus carpio) 1 700 000 000
kura (Gallus gallus) 1 200 000 000
mucha domowa (Musca domestic?) 900 000 000
pomidor (Lycopersicon esculentum) 655 000 000
drozdze {Saccharomyces cerevivisiae) 12 000 000
Escberichia coli 4639 221
Agrobacterium tumefaciens 2 841 581

580 074

Mycoplasma genitaliurn

Wielkos¢ genomu (bp)

Liczba chromosoméw
kilkaset

12
20
23
49
39

6
12
16

1
1
1

Pewnych dodatkowych wskazowek moze dostarczy¢ analiza rozktadu zawartosci
G+C pomiedzy czescig kodujaca i niekodujaca genomu (rys. 9,10). W genomach

prawie wszystkich organizméw zawarto$¢ G+C w

czesci kodujacej jest wyzsza niz

w czesci niekodujacej. W obrebie genoméw bakteryjnych wystepuja o wiele wiek-
sze wahania zawartosci G+C w obu czeSciach niz u eukariota. jest to zwigzane
z wigkszym zréznicowaniem warunkdw zycia poszczeg6lnych mikroorganizmoéw.

70

60

50

40

30

zaEH A0+ Owo

20

0 N
28~ 820 JodHRES

46

P PQ-p='" O-fT r00Q.Q.q.Q.c

PRACE PRZEGLADOWE



Regulatorowe kwasy rybonukleinowe

70 70

60 60

50 50
0)
$
O 40 O 40
N
0

30 30 -

H I
20 20 -
10 10
A N
Vi i Q R © o LU

Rys. 9. Poréwnanie rozktadu zawartosci nu-
kleotydéw G+C w czesci niekodtijacej (biate
stupki), kodujacej (czarne stupki) oraz struktu-
ralnej (szare stupki) w genomach réznych orga-
nizméw: A - eubakterie; B - archeobakterie;
C - eukariota; D - wirusy. Nazwy organizméw
jak w opisie do rysunku 7.

niz w przypadku eukariota. Warunki obfitujagce w czynniki uszkadzajagce DNA (np.
radioaktywno$¢ - Deinococcus radiodurans) wymuszajg znaczny wzrost zawartosci
G+C (do 68%). Tak duzych fluktuacji nie obserwuje sie w obrebie eukariota, praw-
dopodobnie ze wzgledu na bardziej jednolite warunki zycia wymagane dla organi-
zméw o tak duzej ztozonosci.
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Rys. 10. Poréwnanie rozkitadu zawartosci
nukleotydéw G+ C w czesci niekodujacej (biate
stupki), kodujacej (czarne stupki) oraz struktu-
ralnej (kratkowane stupki) w odniesieniu do za-
wartosci G-f-C w catych genomach réznych or-
ganizméw: A - eubakterie; B - archeobakte-
rie; C - eukariota; D - wirusy. Nazwy organi-
zmow jak w opisie do rysunku 7.

Bardzo interesujgca okazala sie analiza zawartosci G+ C w genomach wybranych
wirus6w RNA oraz w tmRNA. Wszystkie wybrane czasteczki wirusowe posiadajg
przy koncu 3' domene podobng do struktury tRNA. W przypadku tmRNA domena
taka jest tworzona wspdlnie przez 3' i 5 konce. Przedmiotem analizy w obrebie
tych czasteczek, oprocz czesci kodujacej i niekodujacej byta rowniez wyodrebniona
czes$¢ strukturalna (domena podobna do tRNA). Okazato sig, ze cze$¢ strukturalna
zawiera znacznie wiecej nukleotydoéw G + C niz pozostata czes¢ genomu (czasteczki)
(rys. 9D,10D). jest to zgodne z obserwacjami przeprowadzonymi wczesniej, ma-
jacymi na celu znalezienie metody wyszukiwania genéw ncRNA na podstawie dys-
trybucji nukleotydow (46). Wyjatkowo wysoka zawartos¢ G +C w calej czesci nieko-
dujagcej tmRNA jest, jak sie wydaje, zwigzana z tym, ze w przypadku tej czasteczki
domena tRNA tworzona jest przez oba konce. W takim uktadzie istotna dla funkcjo-
nalnosci jest, jak sie wydaje, struktura catej czasteczki, ktéra umozliwia zblizenie
koncdéw 3' i 5 oraz utworzenie domeny tRNA-podobnej. Dlatego dla zachowania
struktury catej czasteczki wymagany jest wzrost poziomu G+ C w obrebie calej cze-
ci niekodujacej, a nie tylko na koncach czasteczki. Popiera to teze o preferencyj-
nym roztozeniu guaniny i cytozyny w obrebie gendw kodujacych strukturalne RNA
(46).

Na podstawie tych danych mozna postawi¢ hipoteze, ze zawarto$¢ G +C w czesci
niekodujacej odniesiona do zawartosci G +C w czesci kodujacej (rys. 10) oraz rozni-
ca tych zawarto$ci moga wskazywaé na wzgledng gestos¢ genéw ncRNA w genomie.
Jezeli przyjaé, ze liczba G+ C w czesci strukturalnej jest zawsze wyzsza niz w pozo-
statych czesciach, to wzrost zawarto$ci genéw strukturalnych pociaggatby za sobg
wzrost zawartosci G+C w czesci nie kodujacej bialek, a takze zblizanie sie tej war-
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tosci do zawartosci G+C w czesci kodujagcej. Dobrym przyktadem obrazujgcym te
hipoteze jest zawarto$¢ G +C w genomie Arabidopsis thaliana na tle innych eukariota
(rys. 9C,10C). Na wykresie wida¢ wyraZznie zwigkszong zawarto$¢ G+C w czesci ko-
dujacej, ktora nie pociggneta za sobg az tak wyraznego wzrostu G+ C w czesci nie-
kodujacej (AG+C=11). Nasuwatoby to wniosek o niskiej zawartosci genéw kodu-
jacych strukturalne RNA. W przypadku A. thaliana jest tak w rzeczywistosci. Rosliny
znane sg z obecnosci ogromnych intronéw i regiondw intergenowych. jednak aby
zweryfikowaé te hipoteze trzeba by dysponowac co najmniej dwoma zsekwencjono-
wanymi genomami, ktore posiadatyby odnotowane wszystkie geny ncRNA. Na razie
jest to niemozliwe.

5.Poszukiwanie gendw ncRNA

Sukces technologii sekwencjonowania genomow otworzyl nowe wyzwania,
szczegOlnie w dziedzinie bioinformatyki. jednym z nich byto opracowanie sposobu
sktadania sekwencji z ich fragmentéw w cate chromosomy, innym zagadnieniem,
o wiele trudniejszym jest poszukiwanie nowych genéw. O ile w przypadku geno-
mow prokariotycznych problem jest stosunkowo tatwy do rozwigzania, to dla geno-
mow eukariotycznych nadal nie znane sg skuteczne metody przewidywania genéw,
jest to spowodowane ogromng réznorodnoscig ich struktury. W tej chwili mozna je-
dynie w przyblizeniu okres$li¢ prawdopodobng liczbe genéw w genomie danego or-
ganizmu, chociaz mato precyzyjnie. Metody przewidywania genéw ulegajg jednak
bardzo szybkiemu rozwojowi, co odzwierciedla sie w coraz to nowych wersjach ad-
notacji genoméw. W genomie ludzkim, w ktérym po zsekwencjonowaniu przewidy-
wano obecno$¢ okoto 29 000 gendw biatkowych aktualnie szacuje sie na okoto 22 000
genow.

Bardziej skomplikowana jest sytuacja w przypadku poszukiwania genéw RNA.
Obecnie nie ma metod na oszacowanie ich liczby w genomie, jest to zwigzane z bra-
kiem cech strukturalnych takiego genu, ktére umozliwityby jego rozpoznanie (jak
np. otwarta ramka odczytu, czy zachowawcze sekwencje inicjacji translacji w przy-
padku gendw biatkowych). Stosowane obecnie metody opierajg sie gtdwnie na trzech
podejsciach (56): a) pieiAvsze z nich podobne jest do tego stosowanego w przypad-
ku poszukiwania gendéw kodujacych biatka. Polega ono na prébie znalezienia cha-
rakterystycznych wspélnych cech genow (czasteczek) RNA, ktdre umozliwityby ich
identyfikacje (57); b) drugie z nich odnosi sie wylgcznie do poszukiwania jednostek
transkrypcyjnych, czyli sekwencji inicjacji i terminacji transkrypcji. Wyszukiwane sg
jednostki nie posiadajgce otwartej ramki odczytu. Metody te nie sg jednak doktadne
ze wzgledu na ogromne réznice w genach strukturalnych RNA, jak i obszarze pro-
motorowym. NcRNA mogg ulega¢ transkrypcji przez wszystkie trzy typy polimeraz
RNA; c) trzecie podejscie opiera si¢ na prdbie poréwnywania zachowawczosci se-
kwencji i struktury drugorzedowej homologicznych fragmentéw sekwencji miedzy-
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genowych ze spokrewnionych organizméw (58). Najbardziej obiecujaca, jak sie wy-
daje, jest obecnie metoda zaproponowana przez S.E. Eddy i zastosowana w progra-
mie Q-RNA (59). Oprécz poszukiwania homologii uwzglednia ona kilka kryteriow.
Analizie poddane sg mutacje wystepujace w obrebie homologicznego fragmentu.
Metoda zaktada trzy rodzaje rozktadu mutacji: losowe - charakterystyczne dla re-
jonoéw niefunkcjonalnych; kompensacyjne charakterystyczne dla rejondéw kodujacych
biatka, polegajace na zmianie nukleotydu, ktéra nie wptywa jednak na zmiane od-
czytywanego z tego miejsca aminokwasu oraz kompensacyjne charakterystyczne
dla rejonéw kodujacych RNA, polegajaca na zamianie nukleotydu lub pary nukleoty-
déw z zachowaniem struktury drugorzedowej kodowanego RNA. Dzigki temu ho-
mologiczne sekwencje mozna podzieli¢ na trzy grupy: a) o duzym potencjale do ko-
dowania biatka, b) o duzym potencjate do kodowania ncRNA oraz c) ,,inne”. W te-
stach programu przy uzyciu sekwencji 7SL RNA wykazano, ze najtepsze wyniki uzy-
skiwane sg dla sekwencji 0 homologii 65-85°i0. Czuto$¢ programu w tym przypadku
wynosi okoto 80,7-97,3% przy specyficznosci 100-79%. Troche gorsze wyniki uzyska-
no podczas testow przeprowadzonych na catych genomach. Metoda ta nie jest do-
skonata. jej gtdwng wada jest duzy spadek parametrow (czutosci i specyficznosci)
dfa sekwencji 0 homologii spoza przedziatu 65-85%.

6. Podsumowanie

Niekodujgce RNA, jak sie wydaje, sa niezwykle istotnym elementem w systemie
regulacji ekspresji w komdrce. Réznorodno$¢ proceséw w ktérych biorg udziat wska-
zuje na ich uniwersalno$¢ zblizong do biatek. Specyficznosé reakcji w wielu przy-
padkach jest wyzsza, niz bytyby to w stanie osiagna¢ biatka. Liczba znanych obecnie
czasteczek ncRNA stale rosnie. W projekcie majacym na celu zidentyfikowanie kom-
pletnego transkryptomu myszy ujawniono 15 815 nowych kandydatéw na ncRNA,
sposrod ktérych wytoniono 4280 najsilniejszych (60). Grupa ta zawierata 2431 (1573
wczesniej nie zidentyfikowanych) par ncRNA-mRNA, mogacych oddziatywaé na zasa-
dzie antysensu. Uzasadnione sg, jak sie wydaje, pytania dotyczace rzeczywistego
udziatlu ncRNA w genomie, a co sie z tym wigze, ogromu ich znaczenia w regulacji
procesow komdérkowych. Znajomosé catego transkryptomu otwiera szanse na po-
znanie odpowiedzi na te pytania. Prawdziwy obraz potegi ncRNA ujawni sie jednak
dopiero, gdy zostanie zbadana rola nowych ncRNA oraz doktadnie poznane zostang
mechanizmy Kierujagce ich dziataniem. Doktadna wiedza w tym zakresie rokuje na-
dzieje na nowe metody terapeutyczne licznych schorzen, w ktére uwiktane sg
niekodujace RNA, jak syndrom Beckwith-Wiedemann, czy r6zne odmiany nowo-
tworow.
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Ostatnio zidentyfikowano nowy mechanizm kontroli ekspresji genu Makorinl przez jego pseudogen
Makorinl-pl. Transkrypt pseudogenu nie ma potencjatu kodujgcego i jest niezbedny dla zapewnienia
wysokiej ekspresji genu Makorinl. Postuluje sie dwa mozliwe mechanizmy tego procesu: wspétzawod-
nictwo iloSciowe o czynnik destabilizujgcy mRNA (np. RNaza) lub o wigzanie represoréw transkrypcji.
W obu przypadkach nastepuje zmniejszenie stezenia biatka w cytoplazmie poprzez jego zwigzanie do
niekodujacego transkryptu pseudogenu. Odkrycie to rodzi pytanie o rzeczywista role okoto 20 000
pseudogenéw znajdujacych sie w genomie cztowieka. Ich liczba, zblizona do liczby genéw biatkowych
sugeruje mozliwos¢ ich funkcjonowania jako niekodujagce RNA w procesie regulacji ekspresji genéw
biatkowych.
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