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Micromanagement
Summary

MicroRNAs (miRNAs) are an abundant group of endogenous small (—22)
noncoding RNAs, found both in plants and animals. The total number of se-
guences encoding miRNA in genomes of these organisms is estimated to be

of all genes. miRNAs derive from longer precursor transcripts which adopt
a fold- back structure. Mature miRNAs are incorporated into ribonucleoprotein
complexes miRNPs and take part in negative control of genes’ expression by
cleavage of mRNAs or inhibition of the translation. miRNAs influence a great
range of biological processes, such as cell proliferation, stem cell maitenance,
timing of cell fate in developmental process, organ morphogenesis, pro-
grammed cell death and fat metabolism.
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1. Wprowadzenie

W organizmach zywych, opr6cz RNA zawierajgcego informa-
cje o sekwencji aminokwasowej biatek czyli kodujacych RNA
(messenger RNA, mRNA), funkcjonuje duza, heterogenna grupa
czgsteczek niekodujgcego RNA (non-coding RNA, ncRNA) (1,2).
Nie stanowig one matrycy w procesie translacji i jednoczes$nie
wykazujg duze zréznicowanie pod wzgledem funkcjonalnym, co
znajduje odzwierciedlenie w réznorodnosci ich struktury (3,4).
Wsréd ncRNA mozna wyrdznic:

1. Konstytutywne RNA, ulegajgce zasadniczo ciagtej ekspresiji
na wzglednie statym poziomie (m.in. rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA)
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2. RNA regulatorowe, syntetyzowane na okreslonym etapie rozwoju ontogenetycz-
nego organizmu lub réznicowania komérek, badz tez w odpowiedzi na dziatanie czyn-
nikdw Srodowiska (1). Sg one zaangazowane nie tylko w regulacje ekspresji genéw na
poziomie transkrypciji i translacji, ale réwniez decydujg o lokalizacji mMRNA i pre-mRNA
oraz modulujg aktywnos¢ katalityczng biatek. Wsréd nich wyrdznia sie m.in. bardzo
liczng grupe matych endogennych czgsteczek zwanych miRNA (micro RNA), ktére w os-
tatnich latach staly sie przedmiotem szczegdlnego zainteresowania badaczy.

2. Ogodlna charakterystyka miRNA

Wszystkie dotychczas poznane miRNA to jednoniciowe czgsteczki o dtugosci
okoto 22 (od 19 do 29) nukleotyddw, posiadajgce reszte fosforanowg na 5 koncu
i grupe hydroksylowa na 3' koncu (5-22). Powstajg one z diuzszych czasteczek RNA
w procesie dojrzewania przebiegajacym w jadrze komérkowym i cytoplazmie (7-10).
Biorg udziat w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw polegajacej na degradaciji
mRNA lub hamowaniu translacji (8,9,13,14). Ich obecnos$¢ wykazano w réznych wie-
lokomérkowych organizmach eukariotycznych - zaréwno roslinnych (jedno- i dwu-
lisciennych), jak i zwierzecych (u nicieni, owadéw, ryb, ptakéw i ssakéw, w tym takze
u cztowieka), stad przypuszcza sie, ze mechanizm regulacji ekspresji genéw z udzia-
tem miRNA funkcjonowat juz u wczesnych eukariontow (11). Geny kodujgce miRNA
wystepuja rowniez w genomie wirusowym - w obrebie nici (-1-)DNA ludzkiego wiru-
sa Epstein-Barr (HSV-4) stwierdzono wystepowanie pieciu sekwencji, ktérych tran-
skrypty stanowig prekursory szesciu réznych czgsteczek miRNA (15,16). W kazdym
organizmie moze funkcjonowaé wiele r6znych miRNA, np. u Arabidopsis thaliana zi-
dentyfikowano dotychczas ponad 110, u Caenorhabdttis elegans niemal 120, a u czto-
wieka ponad 200 miRNA odmiennych pod wzgledem sekwencji nukleotydowej oraz
miejsca i czasu powstawania (specyficznych dla okreslonego typu komorki lub tkan-
ki, etapu rozwoju organizmu lub réznicowania komérek w ktérych powstaja). Czas-
teczki te wykazujg duzg zachowawczo$¢ ewolucyjng - spos$réd dotad poznanych
miRNA réznych organizmow, niemal wszystkie majg swe odpowiedniki u blisko spo-
krewnionych gatunkéw (np. Caenorhabditis elegans i Caenorhabditis briggsae czy Homo
sapiens i Mus musculus) (17,18,20), a dla znacznej ich grupy wykazano istnienie homo-
logéw nawet u organizmoéw filogenetycznie dosé odlegltych (np. znane sg ludzkie ho-
mologi ponad 1/3 czgsteczek miRNA C. elegans) (18,20,22).

3. Nazewnictwo miRNA
Nazwy poszczegolnych miRNA sktadajg sie z przedrostka ,miR” oraz numeru

identyfikacyjnego, np. miR-7, miR-20, miR-301 (15). Oznaczenia genéw tworzone sa
w podobny sposéb, z tym, ze pisane sg kursywa. Zaleznie od tego, czy sekwencja
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kodujaca miRNA wystepuje w genomie organizmu zwierzecego czy roslinnego,
przedrostek tworzg litery mate (np. mir-124 D. melanogaster) lub duze (np. MIR172 A.
thaliana). Jeze\\ w danym organizmie identyczne miRNA powstajg z r6znych prekur-
soréw, do ich nazwy dodaje sie po mys$iniku drugi numer porzadkowy (np.
miR-218-1 i miR-218-2). Natomiast miRNA, wykazujace niewielkie réznice w se-
kwencji nukleotydowej, oznaczane sg dodatkowo matymi literami alfabetu (np.
miR-99a, miR-99b). Niekiedy z kazdego z ramion prekursora moze powstac funkcjo-
nalna czasteczka miRNA - woéwczas nazwa jednej z nich (rzadziej wystepujacej)
opatrzona jest gwiazdka (np. miR-7d i miR-7d*) lub tez informacje o tym, z ktérego
ramienia (3' czy 5) powstaje dana czasteczka umieszczamy po mysiniku (np.
miR-324-3p i miR-324-5p). W przypadku stRNA C. elegans i ich homologéw, przedro-
stek ,miR” zastepuje odpowiednio: ,lin" lub ,let” [lin-4 i let-7 byly pierwszymi od-
krytymi czgsteczkami miRNA. Nazwy im nadane szybko sie utrwality w jezyku biolo-
gicznym i ze wzgledu na tradycje nie zostaly zmienione nawet po ustaleniu zasad
jednolitej nomenklatury tej klasy RNA]. Ponadto niektére miRNA nie s3 numerowa-
ne, np. miR-bantam D. melanogaster i C. elegans (udziat locus bantam w regulacji wzro-
stu muszki wykazano jeszcze przed scharakteryzowaniem jego produktu) czy
miR-JAW A. thaliana (cho¢ niekiedy stosuje sie oznaczenie: miR319).

4. Geny miRNA

Wiekszos$¢ sekwencji kodujacych miRNA jest zlokalizowana w rejonach miedzy-
genowych, w znacznej odlegtosci (zwykle powyzej 1000 pz) od wczesniej scharakte-
ryzowanych gendw i stanowi niezalezne jednostki transkrypcyjne, niemniej jednak
czes$¢ poznanych genéw mir/MIR (np. okoto 25% u cztowieka) nie ulega ekspresji pod
kontrolg odrebnego promotora, lecz znajduje sie w obrebie intronéw (wéwczas po-
wstawanie funkcjonalnych czasteczek regulatorowych jest zwigzane z dojrzewa-
niem pre-mRNA na drodze spilicingu) (5,6,9-11,14,17,18,21,22). Najprawdopodob-
niej niektére geny miRNA sg zlokalizowane w egzonach innych genéw (18,23).

Znane sg réwniez sekwencje kodujace miRNA, tworzace zespoty genowe i ule-
gajace transkrypcji w postaci policistronowego RNA, stanowigcego prekursor dla
kilku réznych czasteczek, czesto ze sobag funkcjonalnie powigzanych (5,9,10,21).
W genomach nicieni i cztowieka takie zgrupowania wystepujg dos¢ rzadko (17,20),
jednakze u muszki owocowej ponad potowa poznanych dotgd gendéw miRNA jest
zorganizowana w ten sposoéb (22). Ponadto niektére miRNA kodowane sg w kilku
réznych loci genomowych (11).

Geny miRNA moga zawiera¢ introny i egzony (5,10,21). Stwierdzono, ze w wyni-
ku transkrypciji let-7 C. elegans powstaje dtuga poliadenylowana czasteczka RNA, kt6-
ra ulega trans-splicingowi. Delecja rejonu zawierajgcego miejsce splicingowe unie-
mozliwia powstawanie dojrzatych miRNA i prowadzi do akumulacji pierwotnych
transkryptow (24).
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Tabela
Wystepowanie let-7 u wielu organizmoéw zwierzecych
Organizm StRNA Sekwencja

Caenorhabditis elegans let-7 UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
Caenorhabditis briggsae let-7 UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
Drosopbila melanogaster let-7 UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGU

Mus musculus let-7a UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
Rattus norvegicus let-7a UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
Gallus gallus let-7a-l UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
Homo sapiens let-7a UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU

Wystepowanie let-7 stwierdzono u wielu organizmoéw zwierzecych. Sekwencja nukleotydowa tej czgsteczki jest bardzo zacho-
wawcza. U myszy, szczura, bankiwy (ptaka z rzedu kurakéw) i cztowieka wyszczegélnione czgsteczki miRNA sg kodowane
w 2 lub 3 loci. Ponadto w komérkach ssakéw funkcjonujg czasteczki let-7 (dtugoséci 19-22 nt), ktérych sekwencja nukteoty-
dowa nieznacznie rézni sig¢ od podanej (nie uwzgtedniono ich w zestawieniu). Ich geny oznaczane sa odmiennymi matymi

literami alfabetu (wg 15).

Catkowita liczba genéw miRNA w poszczegdélnych organizmach nie jest znana,
jednak szacuje sie, ze stanowig one ok. 1% wszystkich sekwencji kodujacych (17,20).

5. Biogeneza miRNA

w przypadku sekwencji kodujgcych miRNA, zlokalizowanych w obrebie intro-
néw, transkrypt powstaje z udziatem polimerazy Il. Dotychczas nie wykazano jedno-
znacznie jaki(e) enzym(y) i czasteczki regulatorowe sg zaangazowane w transkrypcje
pozostatych gendéw miRNA, jednak uwaza sie, ze proces ten moze by¢ katalizowany
takze przez polimeraze Il, bgdz tez przebiegac z udzialem polimerazy 11l (8,9).

"ranskrypty genéw miRNA, tzw. pri-miRNA, tworzg strukture spinki do wioséw
(hairpin), sktadajaca sie z petli i fragmentu dwuniciowego (rys. 1) (8,9). W trzonie
structury czesto, zwlaszcza w przypadku czgsteczek powstajgcych w komorkach
zwierzecych, wystepujg petle i wybrzuszenia (tworzone przez niesparowane frag-
menty jednej z nici), a ponadto konce takiej czasteczki prekursorowej zwykle nie sg
do siebie komlementarne (14).

5 CUUU - u A - - u AG UGCCA
(B3C GA c c:uGcc)ueueu(3 (3(3((: uctyeB cyy ey g
CCG CU G GACGGAGAGAC CCGG ACAC GAA CGAG U

3 C U ccC GU C 1- -A CCAAC
5 GCAAAGCACACGGCCUGCAGAGA 3 mIR-330

tys. 1. Pri-miR-330 H. sapiens. Prekursor tworzy stabilng strukture zawierajaca petle oraz rejon dwu-
nicioAAy, w obrebie ktérego wystepuja pojedyncze niesparowane nukleotydy. Funkcjonalna czasteczka
powitaje z ramienia 3’ prekursora (wg 15).
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W jadrze obie nici rejonu helikalnego zostajg rozciete w poblizu podstawy struk-
tury spinki przez endonukleaze RNaze Il (rys. 2) (9,25). W komoérkach zwierzecych
skrécenie czasteczki RNA przy 3' i 5 kohcu jest katalizowane przez enzym Drosha,
natomiast u roslin w jadrowym etapie dojrzewania miRNA bierze udziat DCL-1 (DI-
CER LIKE-1). W obu przypadkach w wyniku dziatania jgdrowej rybonukleazy powsta-
je pre-miRNA z resztg kwasu fosforanowego na 5' koricu i wystajacym (ok. dwunu-
kleotydowym) koricem 3' z wolng grupa hydroksylowa. U zwierzat czasteczka pre-
kursorowa w takiej postaci (dtugosci —70 nt) jest transportowana do cytoplazmy.
Natomiast w komodrkach roslinnych pre-miRNA zostaje uprzednio skrocony do
20-30 nt (zaleznie od dtugosci dojrzalego miRNA, ktory z niego powstanie), przy
czym oba konce 5 sg krotsze o okoto 2 nt w stosunku do kohcow 3’OH.

W transporcie czasteczki prekursorowej z jadra do cytoplazmy bierze udziat
eksportyna 5 (Exp-5) u zwierzat i (przypuszczalnie) jej ortolog, HASTY, u roslin
(9,26,27). Exp-5 jest zdolna do wigzania RNA, zawierajgcych strukture minihelisy
(26). Nalezy do grupy rozpuszczalnych receptorow, karioferyn, ktére moga zakotwi-
czac sie i ulegac translokaciji przez pory otoczki jadrowej. W oddziatywaniu kariofe-
ryny i transportowanej czasteczki posredniczy biatko Ran o aktywnosci GTPazy.
Wiasciwy kierunek transportu zapewnia gradient RanGTP/RanGDP - w jgdrze,
gdzie poziom RanGTP jest wysoki, Exp-5 wigze pre-miRNA, natomiast w cytopla-
znr.ie niski poziom RanGTP warunkuje uwolnienie czgsteczki prekursorowej i umoz-
liwia jej dalsze dojrzewanie.

Dojrzata czasteczka miRNA powstaje z jednego z ramion struktury spinki. W ko-
morkach zwierzecych reakcja ta jest katalizowana przez cytoplazmatyczny enzym
Dicer, wspétdziatajacy z biatkami z rodziny Argonaute, np. u nicieni sg to m.in.
AGL-1 i AGL-2 (7-9,14,28). W komdrkach roslinnych proces ten prawdopodobnie za-
chodzi w obrebie jadra z udzialem DCL-1 (9,30). Ponadto u roslin akumulacja funk-
cjonalnych miRNA jest zalezna od aktywnosci HENI, jednak dotychczas nie stwier-
dzono czy biatko to odgrywa role w syntezie i/lub stabilizacji czgsteczek prekurso-
ro>vych, czy tez jego obecnos¢ wplywa na powstawanie i stabilno$¢ dojrzatych miRNA
(30). W komorkach bakterii, grzybow i zwierzat wystepujg homologi HENI, jednak
icf funkcja nie zostala dotgd poznana.

Obecnos¢ Dicer po raz pierwszy odkryto u D. melanogaster, znane sg jednak ho-
mologi tego enzymu u C. elegans (DCR-1), H. sapiens (Dicer) i A. thaliana (DCL-1, daw-
niej CAF). Biatka te zawieraja (liczac od N-konca):

- domene o aktywnosci helikazy/ATPazy,

- domene PAZ, ktora najprawdopodobniej odpowiada za oddziatywanie z inny-
mi biatkami, réwniez zawierajacymi te domene (np. z rodziny Argonaute),

- dwie domeny katalityczne o aktywnosci RNazy 11,

- przynajmniej jedng domene zdolng do wigzania dsRNA (43).

Dicer rozpoznaje dwuniciowy pre-miRNA i katalizuje reakcje ciecia nici dupleksu
w 'ejonie —2 skretow helisy od podstawy struktury. W wyniku dziatania rybonukle-
az/ uwolniony zostaje fragment RNA tworzacy uprzednio trzon spinki, jednak tylko
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jedna z dwdch nici ulega akumulacji w postaci dojrzatego miRNA - druga ni¢ (miRNA*)
jest najprawdopodobniej degradowana (8,9,31.32). Przypuszcza sig, ze o trwatosci
czasteczek moze decydowac zdolno$¢ tworzenia komplekséw rybonukleoproteino-
wych (miRNP) oraz obecnos$¢ docelowego mRNA (33).

W wyniku jadrowych i cytoplazmatycznych proceséw dojrzewania z pri-miRNA
powstaje okoto 22-nukleotydowa czasteczka RNA z grupg fosforanowg na 5' koncu
i grupa hydroksylowag na 3' kocu. Na podstawie analizy iloSciowej miRNA u C. elegans
i w komoérkach Hela wykazano, ze synteza miRNA przebiega na wysokim poziomie
- poszczeg6blne rodzaje miRNA moga wystepowac¢ w pojedynczej komérce w licz-
bie przekraczajgcej nawet 50 000 czagsteczek (20,33).

Czasteczki RNA, powstate w wyniku transkrypcji genéw mir/MIR, moga by¢ reda-
gowane. W badaniach in vivo wykazano, ze prekursory miRNA-22 u cztowieka i my-
szy utegajg potranskrypcyjnej modyfikacji polegajacej na deaminacji adenozyny (34).
W wyniku reakcji katalizowanej przez enzymy jadrowe: ADARI i ADAR2 (adenosine
deaminases acting on RNA) adenozyna zostaje przeksztalcona w inozyne, ktéra pod
wzgledem zdolnosci tworzenia wigzan wodorowych z innymi nukleozydami funk-
cjonuje jak guanozyna. Poniewaz do modyfikacji dochodzi m.in. w pozycjach: -1,
-H, -2 (gdzie -fi jest pierwszym nt dojrzalego miRNA), ich wystepowanie moze
mie¢ wpltyw na przebieg dojrzewania (rozcinanie) prekursora z udzialem Dicer (-1,
-1-1), wybor nici dupleksu, z ktérej powstaje dojrzata czgsteczka (-H, -f-2) oraz roz-
poznanie docelowego mRNA przez miRNA i ich oddziatywanie.

6. Mechanizmy dziatania miRNA

Dotychczas odkryto dwa mechanizmy potranskrypcyjnej regulacji ekspresji ge-
néw zachodzacej z udzialem miRNA: degradacji mRNA oraz hamowania translaciji
(rys. 3) (8,9).

W pierwszym przypadku specyficzny miRNA wigze sie z komérkowymi mRNA za-
wierajacymi sekwencje do niego catkowicie (tub niemal catkowicie) komplementar-
ne. W ten sposob selekcjonuje transkrypty przeznaczone do degradacji i ukierunko-
wuje dziatanie endonukleazy obecnej w kompleksie miRNP. Docelowy mRNA zosta-
je rozciety w potowie rejonu sparowanego z miRNA, natomiast sam miRNA pozosta-
je niezmieniony i moze ponownie wzigé udziat w rozpoznawaniu i degradacji mRNA
(35). W efekcie, podobnie jak w przypadku procesu RNAj, nastepuje obnizenie po-
ziomu okres$lonego transkryptu i syntezy biatka, ktore koduje. Mechanizm ten funk-
cjonuje powszechnie w Swiecie roslin, natomiast u zwierzat dotychczas scharaktery-
zowano tylko jeden miRNA (miR-196), ktéry dziata w taki sposéb (35,36).

Z kolei regulacja ekspresji genéw na drodze hamowania translacji nie zalezy od
petnej komplementarnosci pomiedzy miRNA a docelowym mRNA (8,9). Przylgczenie
regulatorowego RNA nastepuje zazwyczaj w obrebie 3’'UTR (untranslated region)
i prowadzi do zahamowania juz zainicjowanej syntezy biatka. Antysensowymi repre-
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rozciecie docelowego transkryptu zahamowanie translacji

Rys. 3. Dwa mechanizmy dziatania miRNA. A. czasteczka miRNA (sktadnik kompleksu rybonukle-
oproteinowego miRNP) wigze sie do docelowego mRNA na zasadzie catkowitej komplementarno$ci i wy-
znacza miejsce rozciecia transkryptu. Mechanizm ten Jest powszechny w $wiecie roslin, ale funkcjonuje
rowniez w komorkach zwierzecych. B. Czasteczka miRNA zasocjowana z biatkami (czastka miRNP) wigze
sie do (zazwyczaj) niecatkowicie komplementarnego rejonu docelowego mRNA (najczesciej w obrebie
3UTR), co prowadzi do zahamowania juz zainicjowanej syntezy biatka. Mechanizm ten jest powszechny
w Swiecie zwierzat, ale funkcjonuje réwniez w komoérkach roslinnych.

sorami translacji sg wszystkie scharakteryzowane dotgd miRNA organizmow zwie-
rzecych, a takze jeden z miRNA syntetyzowanych w A. thaliana (miR-172) (4).

Zarowno w przypadku degradacji mRNA, jak i hamowania translacji, w procesie,
oprécz miRNA, biorg udziat biatka z rodziny Argonaute (zwane réwniez biatkami
PPD, PIWI/PAZ domain proteins, ze wzgledu na obecnos¢ dwoch konserwatywnych
domen: PAZ i PIWI) oraz dodatkowe proteiny (37). Oddziatujg one z czgsteczkami
miRNA tworzac kompleksy miRNP. W komérkach cztowieka zidentyfikowano szereg
czgstek rybonukleoproteinowych o statej sedymentacji ok. 15S, zawierajgcych roz-
ne MiRNA oraz biatka, m.in. Gemin3 (helikaze RNA), Gemin4 oraz ludzki homolog
biatka Argonaute - elF2C2 (32).

7. stRNA {smali temporal RNA)
Pierwszym poznanym miRNA byla czasteczka kodowana przez gen lin-4 (line-

age-4) C. elegans, petnigca wazng role w regulacji przebiegu rozwoju tego nicienia
(38). Wykazano, ze RNA o dlugosci 22 nt powstaje z dluzszego (61 nt) prekursora
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0 Strukturze pnia i petli, a w rejonie 3'UTR transkryptu lin-14 wystepuje 7 sekwenciji
do niego komplementarnych. Obecno$¢ miRNA lin-4 koreluje ze zmniejszeniem ilo-
Sci biatka LIN-14, natomiast nie wplywa ani na poziom mRNA stanowigcego matryce
do jego syntezy, ani na jego poliadenylacje, transport czy zdolno$¢ wigzania sie z ry-
bosomami. Dlatego uwaza sie, ze parowanie wymienionych czasteczek RNA prowa-
dzi do zahamowania translacji i w konsekwencji umozliwia przejscie do drugiego
stadium larwalnego (39). W dalszych badaniach wykazano, ze lin-4, poprzez od-
dziatywania miRNA:mRNA w obrebie rejonu 3'UTR mRNA lin-28, bierze udziat w ne-
gatywnej kontroli poziomu takze i tego transkryptu (40).

Kolejnym waznym etapem badan byto odkrycie, ze inny gen C. elegans, let-7 (let-
hal-7), takze koduje ~22-nukleotydowy regulatorowy RNA, a jego ekspresja umozli-
wia przejscie z ostatniego (czwartego) stadium larwalnego do formy dojrzatej (40).
Powstaty miRNA hybrydyzuje bowiem w obrebie 3'UTR lin-4] i prowadzi do obnize-
nia poziomu syntezy kodowanego przez niego biatka. Ponadto let-7 jest komple-
mentarny do sekwencji w rejonie 3'UTR transkryptéw: lin-14, lin-28, lin-42 i daf-12.
Wystepowanie ok. 21-nukleotydowych czgsteczek RNA o sekwencji bardzo podob-
nej do let-7 stwierdzono takze u duzej grupy innych zwierzat o symetrii dwubocz-
nej: pierscienic, stawonogéw, mieczakéw, potstrunowcow i kregowcow (19,21). Za-
chowawczy charakter ma nie tylko sekwencja czasteczki, ale réwniez czas jej synte-
zy w procesie ontogenezy. U D. melanogaster let-7 pojawia sie pod koniec rozwoju
larwalnego. W poczatkowym okresie stadium poczwarki ulega on akumulacji az do
osiggniecia okreslonego poziomu, na ktérym utrzymuje sie do czasu wyksztatcenia
sie postaci dorostej. U Danio rerio ekspresja let-7 rozpoczyna sie 24-48 godzin po
zaptodnieniu i zachodzi we wszystkich pdzniejszych etapach rozwoju. Obecno$é
let-7 wykryto takze u dorostych pierscienic i mieczakéw oraz u czlowieka, przy
czym sposrod ludzkich narzaddw najnizszym poziomem tego stRNA charakteryzuje
sie szpik kostny (19). Najprawdopodobniej wynika to stad, ze w znacznej mierze
tworzg go komorki jeszcze niedojrzate, podczas gdy let-7 petni wazng role w proce-
sie réznicowania.

Ze wzgledu na to, ze opisane czasteczki RNA sg syntetyzowane w organizmach
nicieni tylko na okreslonych etapach ich rozwoju, nazwano je matymi przejsciowymi
RNA {smali temporal RNAs, stRNAs). W po6zniejszych badaniach wykazano obecnosé
w innych organizmach eukariotycznych wielu podobnych (pod wzgledem struktury
| biogenezy) regulatorowych czasteczek RNA, dla ktérych przyjeto nazwe miRNA
(5,6,21).

8. Funkcje miRNA
Znaczna czes¢ scharakteryzowanych roslinnych miRNA jest zaangazowana w re-

gulacje ekspresji genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne, w szézegélnosci tych
petnigcych wazng role w réznicowaniu komérek i ontogenezie (4,9,12-14,41,42).
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Rys. 4. Zalezno$ci pomiedzy miR-162 i 168 oraz biatkami DCL-1 iAGOI.DCL-1 bierze udziat wjadro-
wym etapie dojrzewania prekursoréw miRNA, w tym takze miR-162 i 168. AGOI jest zaangazowane
w biogeneze i funkcjonowanie dojrzatych czasteczek miRNA. Z kolei miR-162 i miR-168 dziatajajako ne-
gatywne regulatory ekspresji genéw DCL-1 i AGOIl (ujemne sprzezenie zwrotne). Obnizenie poziomu
biatek DCL-1 i AGOI prowadzi do spadku poziomu miRNA, tak zatem miR-162 i 168 posrednio biorg
udziat w kontroli puli miRNA.

Blokowanie ekspresji tych gendéw moze zachodzic¢ juz na poziomie transkrypcji, jed-
nak aby szybko catkowicie zahamowa¢ synteze okreslonego biatka konieczne jest
wyeliminowanie juz istniejgcego MRNA, co jest mozliwe dzieki miRNA. Ponadto
u roslin miR162 i miR168 biorg udziat w negatywnej kontroli poziomu transkryptow
odpowiednio: DCL-1 i AGOI, kodujgcych biatka wazne w biogenezie i funkcjonowa-
niu MiIRNA, a zatem regulujg m.in. wlkasny poziom poprzez ujemne sprzezenie
zwrotne (rys. 4) (13,14,41,43).

U roslin miRNA najczesciej ,wyciszajg” na poziomie mRNA czynniki transkrypcyj-
ne zaangazowane w kontrole rozwoju organizmu, natomiast u ssakéw wiekszos¢
miRNA ,wycisza” trankrypty, ktérych produkty nie wplywajg bezposrednio na eks-
presje innych genow (9,45).

Funkcjonowanie miRNA ma wptyw m.in. na rozwdj lisci (46,47) i kwiatow (48)
oraz na funkcjonowanie merystemoéw wierzchotkowych i powstawanie wigzek prze-
wodzacych (49) u roslin, na proliferacje komodrek, apoptoze oraz metabolizm
ttuszczéw u muszki owocowej (50-54), hematopoeze (55) i réznicowanie komaorek
nerwowych u ssakoéw (56). Ponadto niektére ludzkie geny mir sg zlokalizowane w re-
jonach zwiazanych z rozwojem choréb nowotworowych, takich jak biataczki, rak
piersi, jajnikdw i prostaty, co dodatkowo wskazuje, ze miRNA biorg udziat w regula-
cji podziatdbw komorkowych i apoptozy (56,57).

8.1. Udziat miRI65 i miRI66 w ksztatltowaniu polarnosci lisci u Arabidopsis

Prawidtowo wyksztatcony lis¢ A. thaliana wykazuje sptaszczenie grzbietobrzusz-
ne i cechuje sie polarnoscig uktadu tkanek. [Poczawszy od strony brzusznej, tj.
spodniej, wyrdzniamy: epiderme dolng z aparatami szparkowymi, miekisz gabczasty
i wigzki przewodzace, miekisz palisadowy, skérke]. Duze znaczenie dla wiasciwego
rozwoju lisci majg dwa czynniki transkrypcyjne, nalezgce do rodziny HD-ZIP 1l
{homeodomain/leucine zipper): PHB (PHABULOSA) i PHV (PHAVOLUTA) (56,58). Obec-
no$¢ tych biatek w Scisle zdefiniowanych komdrkach zawigzkdw lisci jest konieczna
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do prawidlowego wyksztalcenia doosiowej (grzbietowej) strony dojrzatych or-
ganéw.

W mutantach agol wystepuja nieprawidlowosci dotyczgce funkcjonowania me-
rystemu i polarnosci lisci - komorki sg kierowane przede wszystkim na droge roz-
nicowania w komérki doosiowej czesci liscia (47,57,59). Poniewaz biatko AGOI (AR-
GONAUTE)) jest zaangazowane w powstawanie i funkcjonowanie miRNA, obserwo-
wane objawy fenotypowe mutantdéw agol wskazujg na udziat tego niskoczasteczko-
wego regulatorowego RNA w kontroli poziomu biatek PHB i PHV, a poprzez to -
W procesie rozwoju lisci.

Najprawdopodobniej zmniejszenie ilosci mRNA jest mozliwe dzieki dziataniu
miR165 i miR166 (46). Czasteczki te ulegajg nagromadzeniu najpierw w merystemie
zarodka, a nastepnie w czesci odosiowej (brzusznej) rozwijajgcego sie liscia. Przy-
puszcza sie, ze parujg one z trankryptami PHB i PHV i umozliwiajg ich degradacje,
w wyniku czego nie dochodzi do syntezy obu biatek i mozliwe jest prawidiowe wy-
ksztalcenie spodniej strony liscia. Potwierdzono to w analizie mutantéw phb/phv -
zmiany wprowadzone do sekwencji mRNA, kodujacych oba czynniki transkrypcyjne
nie powodujg zaburzeri w ich funkcjonowaniu, jednak uniemozliwiajg parowanie
z miR165 i miR166. Brak zréznicowania przestrzennego w rozmieszczeniu PHV
i PHB prowadzi do przesuniecia naturalnej réwnowagi w kierunku réznicowania
w komorki grzbietowej strony lisci, w wyniku czego organy te przyjmuja trgbkowa-
ty ksztatt.

8.2. Udziat miR172 w regulacji czasu kwitnienia i morfogenezie kwiatéw

Kwitnienie roslin jest kontrolowane przez szereg czynnikow Srodowiskowych
i endogennych. U Arabidopsis na przebieg tego procesu ma wptyw ponad 80 gendw,
w tym takze kodujgcych miRNA (60). Nadekspresja miR172 przyspiesza kwitnienie
i powoduje zaburzenia w rozwoju kwiatow (48). Obserwowany efekt fenotypowy jest
wynikiem obnizenia poziomu syntezy czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny APETA-
LA2, wsrdd ktoérych przynajmniej niektére funkcjonuja jako represory kwitnienia.

Dojrzaly miR172 ma dtugos¢ 21 nukleotydéw i moze hybrydyzowaé blisko 3’
konca mRNA AP2. Miejsce wigzania miR172 wystepuje takze przy 3’ koncu tran-
skryptéw kodujacych trzy inne biatka z rodziny APETALA2 (TOEI, TOE2 i TOE3) oraz
w mRNA kukurydzy, powstatych w wyniku ekspresji genéw INTERMINATE SPIKELETI
i GLOSSY15. Nadekspresja zaréwno MIR172a-1, jak i MIR172a-2 sprawia, ze kwitnie-
nie jest znacznie przyspieszone, a w rozwoju kwiatéw wystepuje szereg zaburzen,
m.in. brak jest ptatkéw korony, zalazki rozwijajg sie na zewnatrz stupka, a w kagtach
lisci wstepuja pojedyncze owocolistki.

Mimo ze miR172 wykazuje niemal catkowitg komplementarnos¢ do docelowych
mRNA (sparowaniu ulega 19 z 21 zasad azotowych), w odréznieniu od innych dotad
scharakteryzowanych roslinnych miRNA, reguluje ekspresje genéw na poziomie
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translacji. W wyniku nadekspresji MIR172 dochodzi do znacznego (w poréwnaniu
z rosling dzika) obnizenia poziomu AP2, przy niezmienionym poziomie transkryp-
tow, zaréwno kodujgcych to wiasnie biatko, Jak i inne biatka nalezace do tej samej
rodziny, m.in. TOEI i TOE2. Mozliwe, ze o tym, iz miR172 nie bierze udzialu w roz-
cinaniu mRNA, lecz wchodzi w sktad kompleksu zaangazowanego w hamowanie
syntezy biatek, decyduje Jego sekwencja tub nawet pojedynczy nukteotyd (szcze-
g06lng uwage zwraca to, ze Jest to Jedyny znany w Swiecie roslin miRNA, ktéry na &
koricu posiada reszte A).

8.3. Udziat miR- JAW w morfogenezie roslin

Wiasciwie wyksztalcone liscie wyzlinu (Antirrhinum) sg ptaskie. Jednakze zabu-
rzenia regulacji ekspresji genu CIN (CINCINNATA) prowadza do nieprawidiowosci
w kontroli podziatéw komérkowych i deformaciji lisci (47,61). Biatko CIN Jest czynni-
kiem transkrypcyjnym i przeciwdziata zatrzymaniu cyklu komérkowego w stadium
interfazy i kierowaniu komoérek na droge réznicowania. W komoérkach prawidtowo
ulegajacych réznicowaniu poziom mRNA C/N Jest obnizony w stosunku do komoérek
zdolnych do podziatéw. Natomiast w mutantach o podwyzszonym poziomie ekspre-
sji genu C/N zahamowanie podziatéw mitotycznych (a w konsekwencji r6znicowa-
nie) komorek Jest op6znione, co prowadzi do nadmiernego peryferycznego ich na-
gromadzenia i pofaldowania blaszki liSciowej.

W genomie Arabidopsis wystepuja geny TCP, bedace homologami C/N. Wykazano,
ze w negatywnej kontroli poziomu akumulacji ich trankryptéw bierze udziat miRNA
okreslany Jako miR-JAW. Te sposréd biatek TCP, dla ktérych mRNA zawierajg se-
kwencje komplementarne do miR-JAW, charakteryzujg sie obecnoscia konserwatyw-
nego motywu dtugosci 7 aminokwasOw. Zréznicowany poziom ich syntezy w po-
szczegoélnych tkankach podczas embriogenezy i morfogenezy lisci warunkuje pra-
widtowy rozwdj Arabidopsis.

Obecnos¢ prekursora miR-JAW, Jak i specyficznego motywu w biatkach TCP, ko-
dowanych przez docelowe mMRNA wykazano u szeregu ros$lin kwiatowych, réz-
nigcych sie morfologig lisci i sposobem ich rozwoju.

8.4. Udziat miR171 w rozcinaniu mRNA SCL {SCARECROW-LIKE)

Obecnos¢ miR171 (okreslanego takze Jako miRNA 39) wykazano w tkankach
A. thaliana, N. benthamiana i 0. sativo (62). Czasteczka ta ulega akumulacji przede
wszystkim w kwiatostanach, natomiast w lisciach i todygach wystepuje w niewiel-
kich ilosciach, badz Jest syntetyzowana na niewykrywalnym poziomie.

U Arabidopsis miR171 charakteryzuje sie catkowita komplementarnoscia do se-
kwencji w wewnetrznym rejonie transkryptow; SCL6-Il, SCL6-II! i SCL6-IV i umozliwia
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ich rozcinanie. W transkryptomie ryzu wyrézniono cztery mRNA wykazujace kom-
plementarno$¢ do miR171 - wszystkie koduja biatka SCL (11). Wiadomo, ze biatka
z rodziny SCARECROW-LIKE (zaréwno u rostin jedno-, jak i dwulisciennych) funkcjo-
nujg jako czynniki transkrypcyjne i sg zaangazowane w kontrole takich procesow,
jak podziat komérek merystemu korzeniowego czy przekazywanie sygnatéw z udzia-
tem hormonéw roslinnych (62-65). Dotychczas jednak nie powigzano mutaciji wply-
wajacych na funkcjonowanie miR171 z okreslonym fenotypem (62).

8.5. Udziat miRNA bantam w kontroli apoptozy i proliferacji komérek
u Drosophila

Bantam stymuluje proliferacje komérek i poprzez to - wzrost tkanek, a jedno-
czednie bierze udziat w hamowaniu apoptozy (efekt jego dziatania jest podobny do
skutkéw ekspresji onkogenu) (50-53). Ekspresja bantam zachodzi we wszystkich sta-
diach rozwojowych muszki, ale na ré6znym poziomie - najwiecej miRNA wykrywa
sie w okresie podznego rozwoju embrionalnego (od 12 do 24 godzin po zaptodnie-
niu) oraz w czasie pierwszego stadium larwalnego.

Obecnos$¢ bantam wykryto w dyskach (tarczach) imaginalnych, tj. zespoleniach
komoérek, tworzacych sie z ektodermy w toku rozwoju zarodkowego owadow ule-
gajacych przeobrazeniu zupetnemu. Podczas metamorfozy komorki te ulegajg réz-
nicowaniu i tworzg poszczegolne struktury ciata dorostego owada (53). W okresie
embriogenezy dyski tworzone sg przez 20-50 komorek, ktdre nastepnie w ciggu
trzech dni rozwoju larwalnego ulegajg intensywnym podziatom tak, ze ich liczba
wzrasta okoto 1000-krotnie. U homozygotycznych mutantéw bantam (z delecja rejo-
nu zawierajgcego sekwencje kodujgcg 21-nt miRNA) stwierdzono brak niektérych
(lub nawet wszystkich !) dyskéw imaginalnych oraz spowolniony wzrost tkanek lar-
wy (52). Muszki takie zwykle przechodzg rozwdj larwalny, jednak ging wkrétce po
przeobrazeniu. Heterozygoty nie sg letalne, ale jednoczesne wystepowanie niewiel-
kich delecji lub insercji wjedynej kopii genu sprawia, ze owady sg mniejsze (53). Ko-
morki ich ciata majg wprawdzie normalng wielkos¢, ale wystepujg w znacznie mniej-
szej liczbie. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscia bantam a intensywnos$cia podziatéw
komorkowych wykazano rowniez w badaniach in vitro: klony komérek - mutantow
bantam ulegajg podziatom trzykrotnie wolniej niz klony komorek typu dzikiego. Co
wiecej, ekspresja bantam w komodrkach nie ulegajgcych podzialom mitotycznym
umoztiwia ich przejScie z fazy G1 do fazy S oraz z fazy G2 do fazy M.

Przy 3' koncu w rejonie UTR transkryptu kodujgcego proapoptyczne biatko Hid
wystepuje 5 sekwencji niecatkowicie komplementarnych do miRNA bantam. Ponie-
waz w wyniku dziatania bantam nastepuje obnizenie poziomu syntezy biatka Hid,
mimo ze trankrypcja kodujgcego je genu zachodzi z jednakowg intensywnoscia, naj-
prawdopodobniej kontrola z udziatem miRNA zachodzi na etapie translacji. Bantam
po czesci niweluje réwniez efekt aktywnosci innych biatek proapoptotycznych, np.
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Reaper. Ich transkrypty nie zawierajg sekwencji komplementarnych do tego miRNA,
dlatego mozna przypuszczaé, ze bantam bierze udziat w negatywnej kontroli ich
ekspresji w sposéb posredni.

8.6. Udziai miR-14 w supresji apoptozy i metabolizmie ttuszczéw
u Drosophila

mir-14 ulega ekspresji zaréwno w czasie rozwoju Drosophila, jak i u form do-
rostych (54). Niski poziom akumulacji miR-14 prowadzi do obnizenia zywotnosSci
i zwiekszenia wrazliwosci na czynniki stresowe. Wprawdzie przezywalno$¢ homo-
zygot mir-\4ts} (z delecjg rejonu zawierajgcego sekwencje kodujacg miRNA) w okre-
sie rozwoju larwalnego ksztaltuje sie na takim samym poziomie, jak u muszek typu
dzikiego, jednak w stadium poczwarki ginie wiekszo$s¢ mutantéw. Osobniki, ktére
osiggajg posta¢ dorosta, zyja krécej niz owady nie posiadajgce mutacji, przy czym
samice charakteryzuja sie mniejszg zywotnoscig niz samce.

W mutantach mir-14 stwierdzono wysoki poziom ekspresji drice, co wskazuje na
to, ze badany miRNA bierze udziat (bezposrednio tub posrednio) w negatywnej re-
gutacji poziomu kodowanego przez ten gen bialka. Drice jest efektorowg kaspaza
aktywowang przez Drone, ktéra z kolei bierze udziat w propagacji sygnatu wiacze-
nia programu $mierci komérkowej, indukowanego przez Reaper, Hid i Grim. miR-14
funkcjonuje jako supresor apoptozy zachodzacej z udziatem tych biatek.

Delecja mir-14 prowadzi takze do zwiekszenia ilosci diacylo- i triacylogliceroli
w organizmie muszki (odpowiednio o okoto 50 i 100%). Ulegajg one akumulacji
w adipocytach, w postaci duzych kropli. Docelowe transkrypty dla miR-14,
dzialajacego jako regulatora metabolizmu lipidéw oraz jako represora apoptozy,
moga by¢ catkowicie odmienne. Jednakze znanych jest szereg zaleznosci pomiedzy
przemiang ttuszczéw a uruchamianiem programu $mierci komdrkowej, totez nie
mozna wykluczy¢ istnienia takich powigzan takze w przypadku dziatania miR-14.

8.7. Udziat miRNA w regulacji hemocytopoezy u ssakéw

Na podstawie analizy rozmieszczenia poszczegllnych miRNA w organizmie my-
szy wykazano, ze sposrdd okoto 100 réznych miRNA zidentyfikowanych w narza-
dach hemocytopoetycznych, trzy czgsteczki: miR-142s, miR-181 oraz miR-223 funk-
cjonujg gtéwnie w tych witasnie tkankach (55).

miR-142s wykryto w duzych itosciach w komadrkach progenitorowych timfocytow
B i granuloeytéw, co ttumaczy jego wystepowanie w szpiku kostnym, grasicy i $le-
dzionie. Ekspresja mir-181 zachodzi przede wszystkim w dojrzatych limfocytach B,
natomiast w przypadku mir-223 jest ograniczona do komoérek progenitorowych gra-
nuloeytéw, Stad ich obecno$¢ w szpiku kostnym, a brak w $ledzionie i grasicy.
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Wykazano, ze wprowadzenie do genomu dodatkowych kopii mir-142s, mir-181
i mir-223 znaczaco wplywa na przebieg hemocytopoezy. W efekcie nasilenia ekspre-
sji mir-181 nastagpito podwojenie liczby komoérek réznicujgcych sie w limfocyty B, na-
tomiast liczba limfocytbw T pozostata niezmieniona. W przypadku mir-142s
i mir-223 stwierdzono —35% wzrost liczby komérek ulegajacych rdéznicowaniu
w limfocyty T przy braku wptywu lub jedynie niewielkiej redukcji liczby komorek
w stadium posrednim réznicowania w limfocyty B. Czasteczki te dzialajg zatem je-
dynie jako modulatory hematopoezy. Nie mozna takze wykluczy¢, ze efekt ich funk-
cjonowania jest uzalezniony od obecnosci innych miRNA.

8.8. Udziat miRNA w hamowaniu translacji w mézgu ssakow

Neurony charakteryzujg sie subkomoérkowym zréznicowaniem rozmieszczenia
transkryptéw kodujacych poszczegélne biatka. Przypuszcza sie, ze biatka syntetyzo-
wane w dendrytach i aksonach neuronéw w moézgu majg duze znaczenie dla pla-
stycznosci potaczen synaptycznych, a poprzez to wplywaja na procesy uczenia sie
i zapamietywania (67-71). Wykazano, ze aktywnos¢ potaczen nerwowych stymuluje
synteze biatek kodowanych przez zakumulowane w wypustkach nerwowych tran-
skrypty. W wyniku lokalnej regulacji translacji, sposréd tysiecy potaczen synaptycz-
nych tworzonych przez komérke nerwowa, modyfikowane sg tylko te, ktére pozo-
stajg aktywne.

Mechanizm kontrolujacy translacje w neuronach, warunkujacy specyfike puli
bialek syntetyzowanych w dendrytach i aksonach, nie jest dobrze poznany, jednak
na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan in vitro wykazano, ze w regulacje
tego procesu zaangazowane sg czgsteczki miRNA (70). Dotychczas wykryto 86 rdz-
nych miRNA syntetyzowanych w ssaczych neuronach. Cze$¢ z nich ulega akumulacji
na okreslonym etapie réznicowania komoérek nerwowych.

Sposrod dwunastu miRNA wystepujacych w neuronach mézgu szczura i przeba-
danych pod katem specyficznosci tkankowej, osiem (miR-103, miR-124a, miR-129-2"",
miR-128, miR-323, miR-326, miR-329 oraz miR-344) ulega akumulacji przede wszyst-
kim w korze moézgu i w m6zdzku, natomiast pozostate cztery wykazujg szerszy za-
kres wystepowania w organizmie (70). Po wirowaniu neuronéw korowych w linio-
wym gradiencie sacharozy, charakterystyczne dla tkanki nerwowej miRNA wykryto
we frakcji rybosomalnej, natomiast nie stwierdzono ich obecnos$ci we frakcji zawie-
rajacej makromolekularne struktury, biorgce udziat w transporcie mRNA do dendry-
tow. Z tego tez powodu uwaza sie, ze badane miRNA sg zaangazowane w regulacje
ekspresji na poziomie translaciji.
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9. miRNA a siRNA

Zaroéwno miRNA, jak siRNA (smali interfering RNAs) naleza do grupy matych nieko-
dujgcych czasteczek RNA, biorgcych udziat w regulacji ekspresji genéw. Mimo ze
w biogenezie i mechanizmie dziatania miRNA i siRNA istnieje wiele podobienstw,
czagsteczki te wykazujg szereg réznic dotyczgcych m.in. ich pochodzenia i funkcji
(9,43).

siRNA moga powstawac zaréwno z endo-, jak i egzogennych dtugich czgsteczek
dsRNA i stanowig system ochrony genomu m.in. przed wirusami RNA - ich replika-
cja i ekspresjg gendw wirusowych oraz przed powielaniem transpozondw i sekwen-
cji powtérzonych, mogacych narusza¢ stabilno$¢ genomu komoérki (rys. 5). Podob-
nie jak w przypadku miRNA, w proces ich powstawania zaangazowana jest rybonu-
kleaza Dicer lub jej homologi (9,72). W genomie A. thaliana zlokalizowano cztery
geny DICER-LIKE (DCL-I - DCL-4). Podczas analiz mutantdw insercyjnych wykazano,
ze DCL-2 i DCL-3 nie majg wpltywu na powstawanie miRNA, sg natomiast zaanga-
zowane w biogeneze odpowiednio: wirusowych i endogennych siRNA (73).

Dojrzate czasteczki siRNA tworzg kompleks rybonukleoproteinowy RISC (RNA -
Induced Silencing Complex), w skfad ktérego wchodza m.in. biatka z rodziny Argonaute.
Wykazano, ze kompleks RISC tworzony w komorkach cziowieka zawiera biatka:
elF2ClI i/lub elF2C2 (homolog biatka Argonaute), Gemin3 i Gemin4 - skiadniki miRNP
(35,74,75). Z kolei w badaniach dotyczacych biogenezy i funkcjonowania siRNA
i miRNA u Drosophila wykazano, ze tworzenie kompleksdw rybonukleoproteinowych
z udzialem tych dwodch klas matych regulatorowych RNA, wymaga obecnosci od-
miennych biatek Argonaute (76). AGO02 jest niezbedne w procesie RNAj, gdyz bierze
udziat w inkorporacji siRNA do kompleksu RISC i jego aktywaciji. Brak syntezy AG02
w embrionach muszki nie wptywa negatywnie na degradacje docelowych transkryp-
toéw z udzialem miRNA. Natomiast wazng role w powstawaniu dojrzatych czgsteczek
miRNA i ich funkcjonowaniu odgrywa AGOI. Odmienne funkcje petnig takze obecne
w komdrkach muszki owocowej rybonukleazy: Dicer-1 i Dicer-2 (77). Mutacje w ge-
nie dicer-1 uniemozliwiaja powstanie dojrzatych miRNA i ich udziat w regutacji po-
ziomu docelowych mRNA poprzez degradacije tychze transkryptéw. Z kolei mutanty
dicer-2 wykazujg nieprawidtlowos$ci w powstawaniu siRNA. W degradacji RNA kiero-
wanej przez dojrzate czasteczki siRNA bierze udziat zaréwno Dicer-1, jak i Dicer-2,
ale tylko pierwsze z tych biatek petni funkcje rybonukleazy.

Funkcjonowanie siRNA umozliwia m.in. selekcje transkryptow i ukierunkowywa-
nie dziatania rybonukleazy, dzieki ktérej zachodzi degradacja docelowego mRNA.
W odréznieniu od miRNA, czasteczka siRNA wchodzi w sktad kompleksu RISC w po-
staci dupleksu RNA-RNA. Nastepnie nici ulegaja rozpleceniu i jedna z nich bierze
udziat w rozpoznaniu transkryptu. O tym, ktora z nici pozostaje w kompleksie rybo-
nukleoproteinowym, decyduje naktad energetyczny konieczny do rozplecenia kon-
cow dwuniciowej czagsteczki przez helikaze (78). Niekiedy stabilnos¢ obu koncéow
jest zblizona - woéwczas kazda z nici bierze udzial w regulacji ekspresji genow
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dtugi dsRNA
egzogenny/ endogenny

-21 nt dsRNA

biatka
m.in. z rodziny Argonaute

RISC

4. NITITn TmrmTrm

docelowy RNA

Rys. 5. Powstawanie i funkcjonowanie siRNA. 1. Egzo- lub endogenny dwuniciowy RNA (sztucznie
wprowadzony, powstaly w wyniku transkrypcji odpowiednio zaprojektowanego wektora, nieprawi-
dtowy, endogenny, transpozonowy, wirusowy) zostaje rozpoznany przez Dicer. 2. Poczawszy od kon-
céw czasteczki nukleaza odcina ~21 nt fragmenty (siRNA). Powstate dwuniciowe czgsteczki majg wy-
stajgce (2 nt) konce 3’, a na 5' koncach posiadajg grupe fosforanowa. 3. SIRNA wraz z biatkami z rodziny
Argonaute tworza kompleksy RISC. 4. Rozplecenie nici SiRNA i usuniecie jednej z nich prowadzi do akty-
wacji kompleksu rybonukleoproteinowego. 5. Ni¢ siRNA pozostajaca w kompleksie RISC wigze sie do
komplementarnego rejonu docelowego RNA i wyznacza miejsce jego rozciecia. 6. Docelowy RNA ulega
degradaciji, a ni¢ siRNA moze wzig¢ udziat w degradacji kolejnej czasteczki docelowego RNA. (W sche-
macie nie uwzgledniono dziatania RdRp).
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z podobng czestoscig, jednak z danego dupleksu tylko jedna z nich jest skladnikiem
RISC. Mimo ze siRNA ma poczatkowo posta¢ dupleksu RNA, nici go tworzace nie sg
funkcjonalnie réwnowazne. Asymetria jest zatem cechg aczaca dziatanie SsiRNA
i biogeneze miRNA.

siRNA hybrydyzujag z docelowym mRNA na zasadzie catkowitej komplementarno-
sci. W przeprowadzonych in vivo eksperymentach wykazano jednak, ze siRNA nie
w petni komplementarne do docelowego mRNA mogg bra¢ udziat w regulacji eks-
presji poprzez hamowanie translacji (75). Wprowadzenie do komoérek takich
wlasnie syntetycznych czasteczek siRNA nie spowodowato obnizenia poziomu do-
celowych transkryptow ani pojawienia sie produktow ich rozciecia, stwierdzono na-
tomiast obnizenie poziomu syntezy kodowanych przez nie biatek.

Endogenne siRNA biorg udziat w wyciszaniu tych samych (lub bardzo podob-
nych) gendw, ktére kodujg prekursorowe RNA, z ktorych powstaly, dlatego mutacje
powodujgce zmiane sekwencji siRNA sa jednoczesnie obecne w docelowym mRNA
(9). Moze to stanowi¢ wyttumaczenie faktu, ze siRNA organizmoéw ze sobg spokrew-
nionych nie wykazujg konserwatywnego charakteru. Natomiast miRNA pochodzg
z loci innych niz docelowe mRNA, totez mutacje w obrebie ich sekwencji nie sg kom-
pensowane przez zmiany transkryptéw.

Mechanizm potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genéw z udzialem siRNA
funkcjonuje zaréwno w komadrkach zwierzat (RNA)), jak i roslin (PTGS) i grzybéw
(quelling). U C. elegans, A. thaliana i N. crassa wykryto ponadto obecnos¢ RNA-zaleznej
RNA polimerazy (RdRp), ktéra umozliwia wydtuzanie siRNA sparowanych z docelo-
wym mRNA i tworzenie dtugiej dwuniciowej czasteczki RNA, z ktérej przy udziale
Dicer powstajg wtérne czasteczki siRNA. SIRNA biorg udziat w regulacji ekspresji
genéw nie tylko na poziomie potranskrypcyjnym, ale sg réwniez zaangazowane
w metylacje histonéw i tworzenie heterochromatyny (blokowanie transkrypciji)
(9,73).

10. Podsumowanie

Mimo ze od odkrycia miRNA mineto juz ponad 10 lat procesy zwigzane z powsta-
waniem i funkcjonowaniem tych czgsteczek wcigz kryjg przed nami wiele tajemnic.
Dotychczasowe wyniki doswiadczen dowodza, ze ta niezwykle liczna klasa matych
RNA jest zaangazowana w regulacje ekspresji gendw na etapie potranskrypcyjnym,
a poprzez to wplywa na szereg proceséw waznych dla prawidiowego rozwoju orga-
nizméw, zaréwno roslinnych jak i zwierzecych. W ostatnich badaniach wskazuje sie
ponadto, ze miRNA biorg udziat w reakcjach komérek roslinnych na stres i moga
mie¢ znaczenie w regulacji innych szlakow metabolicznych, jednakze szczego6towe
wyjasnienie tych kwestii wymagaé bedzie dalszych eksperymentéw (79).

Niezwykle ciekawe i wazne zarazem sg wyniki najnowszych prac dotyczacych
medycznych aspektéw nieprawidtowosci zwigzanych z funkcjonowaniem miRNA.
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Stwierdzono m.in., ze okoto 50% ludzkich genéw m/r jest zlokalizowanych w miej-
scach czestych peknie¢ chromosomow (i utraty ich czesci lub rearanzacji) oraz w re-
jonach wigzanych z rozwojem nowotworéw (56,57).

miRNA sg elementem fascynujgcego mechanizmu, od milionéw lat umozliwia-
jacego harmonijny rozwoj i prawidtowe funkcjonowanie roslin i zwierzat. Kontrola
sprawowana przez te czasteczki ze wzgledu na ich wielkos¢ ma charakter ,mikro”,
Niemniej jednak powazne nastepstwa zaburzen w dziataniu miRNA swiadczg o tym,
jak wazna role pelnig one w precyzyjnym ,zarzgdzaniu” w organizmach zywych.
Z tego wzgledu poznanie proceséw powstawania i dziatania miRNA stanowi wielkie
wyzwanie dla naukowcéw i lekarzy. Zdobywana na ten temat wiedza bedzie nas
przybliza¢ nie tylko do rozwigzania niezwyklej zagadki natury, ale rowniez - wyjas-
nienia przyczyn groznych choréb i opracowania skutecznych metod ich leczenia.

Praca powstata w ramach projektu finansowanego przez Komitet Badan Naukowych (PBZ- KBN-
089/P06/2003).
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