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RNA in biotechnology
Summary

The studies conducted during the last decade revealed that RNA molecules
play much more different roles in the living world than it had been expected
earlier. They can function in biological systems as: carriers of genetic informa-
tion, enzymes, cofactors inducing or mediating biochemical reactions, inhibi-
tors which deactivate enzymes or agents that regulate cellular processes. Con-
sequently, several new RNA-based methods and techniques have been elabo-
rated. They permit to identify RNA molecules that display many different
activities. Generally, it is becoming increasingly apparent that RNA-based tech-
nologies should be considered one of the major factors influencing further de-
velopment of modern biotechnology.
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1. Wprowadzenie

jeszcze do niedawna wszelkie rozwazania na temat roli, Jaka
w nowoczesnej biotechnologii odegraé moze RNA uznano by za
pozbawione praktycznego znaczenia, czysto akademickie dysku-
sje. Dokonane w drugiej potowie ubiegtego wieku odkrycia stwo-
rzyly bowiem i utrwality do$¢ jednoznaczny, i jak sadzilismy,
catosciowy obraz proceséw zachodzacych w organizmach zy-
wych. Zaproponowany schemat akcentowat szczeg6lng role DNA
Jako nosnika informacji genetycznej oraz biatek - produktow
koncowych procesu ekspresji gendw. Czesto, gdzie$ w tle, poja-
wiat sie RNA Jako czasteczka wspomagajaca zajscie niektdrych
procesow. Jednak nigdy Jako ich gtéwny element, jeszcze w la-
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tach osiemdziesigtych XX w. obecnemu w komdérkach RNA przypisywano tylko trzy
podstawowe funkcje:

1) struktury szkieletowej utatwiajacej formowanie rybosoméw (rybosomalne RNA,
rRNA) czy spliceosoméw (mate jadrowe RNA, snRNA),

2) przekaznika informacji genetycznej z jadra komdrkowego do cytoplazmy (in-
formacyjny RNA, mRNA),

3) adaptera umozliwiajacego przepisanie zawartej w mRNA informacji na se-
kwencje aminokwasowg (transferowy RNA, tRNA).

Na podstawie éwczesnego stanu wiedzy nie mozna byto sgdzi¢, by ktérakolwiek
z wiasciwosci RNA mogta szybko znaleZz¢ zastosowanie praktyczne. Dodatkowo,
brak efektywnych metod syntezy (chemicznej czy enzymatycznej) oraz niestabilnos¢
RNA sprawiaty, ze czasteczka ta nie wzbudzata wiekszego entuzjazmu wsréd bio-
technologéw. Nie moze zatem dziwi¢ fakt, ze przez diugie lata gltownymi obiektami
ich zainteresowan byly kodujace informacje genetyczng czasteczki DNA, katalitycz-
ne czy strukturalne biatka oraz réznego typu produkty i p&tprodukty powstajace
w wyniku przemian metabolicznych.

Sytuacji tej nie zmienito dokonane na poczatku lat osiemdziesigtych ubiegtego
wieku odkrycie autokatalitycznych wiaSciwosci RNA (1,2). W zapoczatkowanych przez
Cecha i Altmana badaniach wykazano, ze wystepujace w naturze czasteczki RNA (na-
zwane rybozymami) moga katalizowac reakcje hydrolizy oraz syntezy wigzania fos-
fodiestrowego. Wiasciwos¢ ta objawiata sie wobec pojedynczych, specyficznie usy-
tuowanych wigzan internukleotydowych. Substratami w takich reakcjach mogty za-
tem by¢ tylko nieliczne czasteczki RNA posiadajgce odpowiednig strukture pierw-
szo-, drugo- i trzeciorzedowa. Wyniki prac Cecha i Altmana nie znajdowaty bezpo-
Sredniego zastosowania praktycznego, ukazujac jednak catkowicie nowe oblicze
RNA, staty sie bodZzcem do dalszych intensywnych badan. W krétkim czasie zaowo-
cowaly one prawdziwym przetlomem w naszym dotychczasowym mysleniu o roli,
jaka w nowoczesnej biotechnologii moze odegra¢ RNA. Patrzac z perspektywy kilku
ostatnich tat wyr6zni¢ mozna trzy szczeg6lnie istotne powody panujgcego obecnie
niezwyklego zainteresowania czgsteczkami RNA: 1) opracowanie metody selekcji
RNA in vitro, 2) odkrycie zjawiska interferencji RNA oraz 3) identyfikacji licznych
tzw. niekodujagcych czasteczek RNA, petniacych w komérkach funkcje regulatorowe.

2. Selekcja RNA

Odkrycia Cecha i Altmana dowiodly, ze czasteczki RNA mogg, podobnie jak
biatka, petni¢ role biokatalizatorow (1,2). Fakt ten zrodzit szereg istotnych pytan
dotyczacych zakresu katalitycznej aktywnosci RNA oraz sposobu identyfikacji ak-
tywnych czasteczek. Pierwsze z pytan nie doczekato sie jeszcze jednoznacznej od-
powiedzi. W reakcji na drugie opracowana zostata metoda selekcji czasteczek RNA
wykazujacych pozadane wiasciwosci zwana SELEX-em {Systematic Evolution ofLigands
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by Exponential Enrichment) (3). Odbywajacy sie in vitro proces selekcji podzieli¢ moz-
na na trzy etapy:

1. Syntezy odpowiednio duzej puli czgsteczek RNA o okreslonej dtugosci i catko-
wicie przypadkowej sekwencji nukleotydowej. Otrzymany zhiér czasteczek zwany
jest bibliotekg kombinatoryczng. Poniewaz RNA sktada sie tylko z czterech réznych
nukleotydéw, stad dla okreslonej diugosci oligorybonukleotydu liczba wszystkich
mozliwych wariantdw wynosi 4", gdzie n okre$la liczbe nukleotydéw tworzacych
oligomer.

2. Wielokrotnej selekcji zawezajacej badang pule czgsteczek do tych wykazu-
jacych poszukiwang wihasciwos¢ fizyczng lub chemiczna.

3. ldentyfikacji najaktywniejszych czgsteczek RNA.

Stosujgc metode selekcji zidentyfikowano w ostatnich latach szereg nowych ry-
bozymow, czyli czasteczek RNA wykazujacych wihasciwosci katalityczne. Ta drogg
otrzymano niebiatkowe enzymy (tzw. RNAzymy), ktorych substratami sa: kwasy nu-
kleinowe lub ich komponenty (ligaza DNA (4) i RNA (5), nukleaza DNA (4), polimera-
za RNA (6), kinaza polinukleotydowa (7), fosforybozylotransferaza uracylowa (8),
syntetaza aminoacylo tRNA (9), biatka (proteaza (10), transferaza peptydylowa (11)
oraz inne biomolekuly (izomeraza bifenylowa (12), diels-alderaza (13), ferrochelata-
za (14)).

Dodatkowo powstat pomyst, by metode SELEX wykorzysta¢ do poszukiwania
czasteczek RNA specyficznie wigzacych wybrane molekuty, np. biatka, kofaktory en-
zymow, roznego typu produkty i pétprodukty metabolizmu komorkowego, czy mniej
lub bardziej skomplikowane zwigzki chemiczne. Pokazano, ze wyselekcjonowane
czasteczki zwane aptamerami mogg znalez¢ wiele interesujacych zastosowan na
przykfad jako inhibitory enzyméw komédrkowych czy wirusowych (15,16).

3. Zjawisko interferencji RNA

Zjawisko interferencji RNA (RNAi - RNA interference) zdefiniowa¢ mozna jako
proces polegajacy na wyciszeniu ekspresji genu pod wptywem dwuniciowego RNA
(dsRNA) homologicznego do DNA, w obrebie ktérego wytgczany gen jest zakodowa-
ny (17-20). Odkrycie RNAI, jak sie wydaje, jest jednym z najbardziej spektakular-
nych, a zarazem obiecujacych osiggnie¢ biologii molekularnej kofca XX w. U jego
podstaw legly prowadzone od wielu juz lat badania zjawiska kosupresji genéw oraz
antysensowych RNA (21-25). W pierwszym przypadku zaobserwowano, ze wprowa-
dzenie do genomu roslinnego dodatkowej kopii genu nie prowadzi do podwyzsze-
nia, lecz wrecz przeciwnie, do zahamowania jego ekspresji (21-23). Réwnie zagad-
kowe rezultaty przyniosty badania antysensowych RNA (24,25). Obserwowano bo-
wiem, ze ekspresja genu moze zosta¢ catkowicie zahamowana przez wprowadzenie
do komorki oligorybonukleotydu komplementarnego do fragmentu mRNA. Przyje-
to, ze oligorybonukleotyd taczy sie z mRNA lub bezposrednio z genem i w ten spo-
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s6b uniemozliwia proces translacji lub transkrypcji. Okazato si¢ jednak, ze ten sam
efekt wywotuje obecnos¢ RNA o sekwencji identycznej jak fragment mRNA. Co wie-
cej, zjawisko wyciszania genu wzmagato sie, gdy zastosowano réwnocze$nie obie
czasteczki, tj. komplementarng i identyczng z sekwencjg mRNA, a zatem dsRNA
(25).

Pierwsze préby wyjasnienia opisanych zjawisk pojawity sie pod koniec lat dzie-
wiecdziesigtych. Badania kosupresji genéw roslinnych i antysensowych RNA wyka-
zaly, ze w obu przypadkach mamy do czynienia z tym samym zjawiskiem nazwanym
RNAI (17-20,26,27). Stwierdzono, ze transkrypcja wyciszanych gendw zachodzi bez
przeszkdd, jednak powstaty mRNA jest w jaki$ sposéb identyfikowany i wybidrczo
degradowany na 20-23-nukleotydowe odcinki (26). Wynik ten $wiadczyt, ze obser-
wowane zjawisko jest procesem potranskrypcyjnym. Rezultaty najnowszych prac
pozwolity zaproponowac nastepujacy mechanizm RNAi (17-20). Pojawienie sie w ko-
morce dsRNA indukuje specyficzng nukleaze, ktéra wycina z niego 20-23-nukleoty-
dowe fragmenty. W rezultacie powstaje kompleks dsRNA-rybonukleaza. W kolej-
nym etapie zasocjowana z kompleksem helikaza usuwa jedng z nici RNA, podczas
gdy druga ni¢ pozostaje zwigzana w kompleksie i moze selektywnie hybrydyzowac
z mRNA. Kiedy odpowiednia czasteczka mRNA zostanie odnaleziona, nukleaza
z kompleksu rozcina jg na krotkie 20-23-nukleotydowe fragmenty, uniemozliwiajac
zajscie procesu translacji. Dowiedziono, ze indukcja RNAi w jednej komdrce powodu-
je jego rozprzestrzenienie w catym organizmie.

Podsumowujac, stwierdzi¢ mozna, ze zjawisko RNAI charakteryzujg nastepujgce
cztery cechy; 1) jest indukowane przez dsRNA, 2) jest wysoce specyficzne, 3) jest
niezwykle efektywne (tylko kilka czgsteczek dsRNA wymaganych jest do indukowa-
nia RNAI), 4) rozprzestrzenia sie w calym organizmie niezaleznie od miejsca, w kto-
rym byto indukowane.

Odkrycie zjawiska RNAI ma, jak sie wydaje, podstawowe znaczenie dla dalszego
dynamicznego rozwoju genomiki funkcjonalnej. Poznanie sekwencji nukleotydowej
catych genomow dostarczyto bowiem olbrzymig ilos¢ informacji jednak niezwykle
trudnych do zinterpretowania bez wykonania odpowiednich testow funkcjonalnych.
Prowadzenie skutecznych badan w zakresie genomiki funkcjonalnej wymaga zatem
zastosowania efektywnych metod selektywnego wigczania i wylgczania ekspresji
genow. Wykorzystywane dotagd metody pozwalaty uzyskiwaé tego rodzaju efekty je-
dynie poprzez ingerencje genetyczng na poziomie DNA. Techniki te nie stwarzatly
mozliwosci otrzymania mutantéw, w ktérych uszkodzeniu ulegatyby geny istotne
dla przezycia badanego organizmu. Odkrycie zjawiska RNAi otwiera catkowicie nowe
mozliwosci badan nad funkcjonowaniem poszczego6lnych genéw, bez koniecznosci
ingerencji w strukture genomu. Ingerencja ta odbywa sie na poziomie transkryptu.
Mozna zatem w dowolnym momencie zahamowaé ekspresje konkretnego genu (lub
kilku genéw), nawet o podstawowym znaczeniu dla zycia badanego organizmu.
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4. Niekodujace, regulatorowe RNA

Kolejng klasg czasteczek, ktdre w najblizszym czasie mogg wzbudzi¢ duze zain-
teresowanie biotechnologéw sa niekodujace RNA uczestniczace w licznych proce-
sach komdrkowych. Przez wiele lat wyraznie bagatelizowano fakt, ze jedynie nie-
wielki procent syntetyzowanego podczas transkrypcji RNA wykorzystywany jest jako
matryca do produkcji biatek. Do dzisiaj nie potrafimy takze powiedzie¢ jaka infor-
macje niosg lub jakg role petnig tzw. niekodujgce sekwencje DNA, tj. sekwencje,
w obrebie ktorych nie wystepujg otwarte ramki odczytu (w przypadku cztowieka
niekodujgce biatek sekwencje stanowig prawie 95% genomu), jest mato prawdopo-
dobne, jak sie wydaje, by byly one jedynie ,$mieciem” genetycznym (junk DNA).

Powazne nadzieje na rozwiktanie przedstawionych probleméw pokiadane sg
w nowo wyodrebnionych dziedzinach biologii molekularnej - genomice funkcjo-
nalnej i proteomice. Obiektem ich zainteresowan jest odpowiednio genom i proteom
jako catosé, ich organizacja i funkcjonowanie. Obie dziedziny wykorzystujg najno-
woczesniejsze metody biologiczne, fizykochemiczne czy bioinformatyczne, by stwo-
rzy¢ bardziej precyzyjny obraz proceséw zachodzacych w komorkach zywych.

Jednym z waznych osiggnie¢ genomiki i proteomiki jest odkrycie licznych czaste-
czek RNA petnigcych funkcje regulatorow proceséw komdrkowych zachodzacych
zar6bwno w jadrze jak i cytoplazmie. Szczegdlnie interesujacymi przyktadami takich
czasteczek sa: 1) wystepujace w bakteriach transferowo-informacyjne RNA (tmRNA),
ktdre taczg sie z nieprawidtowo zsyntetyzowanymi biatkami i kieruja ich degradacja
(28), 2) RNA Xist oraz roX zaangazowane w proces regulacji ekspresji genow sprze-
zonych z plcig (chromosome dosage compensation) odpowiednio u ssakdéw i muszki
owocowki (29), 3) mini-RNA uczestniczace w regulacji procesu rozwojowego nicieni
poprzez hybrydyzacje z niekodujacym koficem 3' odpowiednich czgsteczek mRNA
(30), 4) mate jagderkowe RNA (snoRNA) kierujace metylacjg i pseudourydylacjg rRNA
(31,32), 5) zidentyfikowane w komdrkach moézgowych, tkankowospecyficzne snoRNA
(33) (niezwykle interesujacy, jak sie wydaje, jest fakt, ze geny kodujace mdézgowo-
specyficzne snoRNA, ulokowane sg w rejonie odpowiedzialnym za wystepowanie
wieloLiktadowej choroby zwanej zespotem Pradera-Williego).

5. Podsumowanie

Prowadzone w latach dziewieédziesiatych ubiegtego wieku, badania podstawo-
we wykazaty niezwyklg uniwersalno$¢ RNA. Wynika z nich, ze jest on nie tylko no$-
nikiem informacji genetycznej, lecz i enzymem zaangazowanym m.in. w biosynteze
biatka, kofaktorem umozliwiajacym zajscie wielu przemian biochemicznych, dezakty-
WLijacym enzymy inhibitorem czy regulatorem proceséw komaérkowych. Obserwujac
wysitki, jakie obecnie podejmuja naukowcy w najlepszych laboratoriach amerykan-
skich i europejskich tatwo mozna dostrzec, ze ich gtdwnym celem jest jak najszyb-
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sze i jak najpetniejsze wykorzystanie praktyczne przedstawionych wiasciwosci
RNA.

Juz w najblizszych latach nastgpi¢ powinien dynamiczny rozwoj technotogii opar-
tych na RNA. Szczegdlne nadzieje badaczy wzbudza rychta perspektywa praktyczne-
go zastosowania zjawiska RNAi. Obecnie zaréwno w USA jak i Europie powotywane
sg specjalne konsorcja, ktérych gtéwnym celem jest opracowanie odpowiednich me-
tod umozliwiajgcych regulacje ekspresji genéw za pomoca dsRNA. Dzieki takim me-
todom bedziemy mogli w bardzo krétkim czasie dowiedziec sie jak funkcjonujg po-
jedyncze geny, czy cate grupy sprzezonych ze soba genéw. Bedziemy takze w stanie
identyfikowac geny warunkujace korzystne lub niekorzystne cechy organizmoéw o istot-
nym znaczeniu biotechnologicznym, rolniczym czy przemystowym. Réwnoczesnie
istnieje szansa, ze interferencyjne RNA stang sie kluczem do rozwigzania najistot-
niejszych problemdéw medycznych. Umozliwig identyfikacje gendw odpowiedzial-
nych za rozwd6j wielu chordb czy tez spowoduja, ze prowadzona na masowg skale
terapia genowa okaze sie realnym faktem.

Rownolegle w licznych laboratoriach prowadzone sg poszukiwania nowych RNAzy-
moéw mogacych znalez¢ zastosowanie nie tylko w przemysle biotechnologicznym
czy chemicznym, lecz i farmaceutycznym. Pokazano m.in., ze oligorybonukleotydy
(otrzymane na drodze selekcji in vitro) moga by¢ wykorzystane jako efektywne nie-
biatkowe katalizatory lub skuteczne leki przeciwwirusowe (inhibitory enzymow wi-
rusowych czy rybozymy selektywnie degradujace genom wirusa). Coraz powszechniej
akceptowany staje sie poglad, ze jednym z gtdwnych czynnikéw ksztattujacych roz-
woj nauk biotogicznych w tym i biotechnologii beda w obecnej dekadzie badania
RNA, zaréwno te o charakterze podstawowym jak i aplikacyjnym.

Opracowanie powstato w ramach realizacji projektéw badawczych finansowanych przez KBN (pro-
jekt nr 6 PO4A 3819 i PBZ-KBN-040/P04/2001 - PBZ/KBN/040/P04/24).
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