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RNAI, PTGS and quelling - three variations on one subject?
Summary

In 1990, it was already discovered that plant transformation with a transgene
containing its homologue in the plant nuclear genome is able to promote silenc-
ing of both the transgene and the homologous, endogenous gene. The phenom-
enon was named posttranscriptional gene silencing (PTGS) or co-suppression.
The same results were obtained when a transgene was introduced into the nu-
clear genome of fungus Neurospora crassa. This process was termed quelling. In
1998, RNAi (RNA interference) was discovered in the Caenorhabditis elegans
worm. Specific gene silencing occurred after the introduction into the worm
cells of double stranded RNA with sequence complementarity to the endoge-
nous gene. It was shown that RNAi operates at the stage ofthe mature mRNA in
the cytoplasm. dsRNAs are converted into siRNAs (small interfering RNAs) due
to the Dicer enzyme activity. siRNAs are incorporated into the RISC (RNA - in-
duced silencing complex). Active RISC promotes specific mRNA degradation.
RNAI/PTGS/quelling processes show many mechanistic similarities, but they also
differ in some details. All of them represent an ancient mechanism that proba-
bly evolved to protect eukaryotic cells against invasive forms of nucleic acids
like viruses, transposons, and others.
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1. Wprowadzenie
Proces potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow kojarzyt

sie do niedawna Jedynie z dojrzewaniem RNA: np, formowaniem
dojrzatych koncoéw 5' i 3’, splicingiem (réwniez alternatywnym),
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czy wydajnoscig translacji. W 1998 r. Fire i in. (1) wykazali obecno$¢ dodatkowego,
potranskrypcyjnego mechanizmu regulujacego poziom RNA w komodrkach Caenor-
habditis elegans. Nowo odkryte zjawisko nazwano interferencja RNA (RNA interferen-
ce). Wkrétce stato sie jasne, ze wczesniej obserwowane zjawiska kosupresji lub po-
transkrypcyjnego wyciszania genéw (PTGS - posttranscriptional gene silencing) u ro-
Slin, czy ttumienia gendéw u grzybow (gene quelling), sg wariantami RNAI. juz w 1990 r.
Napoli i in. (2) odkryli, ze wprowadzenie do ros$liny transgenu ulegajacego tran-
skrypcji moze wyciszy¢ ekspresje zaréwno transgenu jak i homologicznego, endo-
gennego genu. W przypadku obserwowanego u C. elegans zjawiska RNAi do wycisze-
nia genu dochodzito pod wptywem dwuniciowego RNA. Jedna z jego nici byla kom-
plementarna do fragmentu mRNA wyciszanego genu. Okazalo sie jednak, ze zaréw-
no RNAI, PTGS i quelling, prowadzi do wyciszenia ekspresji specyficznego genu po-
przez degradacje dojrzalego mRNA.

W dalszych badaniach wykazano, ze jest to zjawisko powszechne u Eukaryota
(z wyjatkiem drozdzy Saccharomyces cerevisiae (3)). Jego obecnos¢ stwierdzono
u wszystkich dotad przebadanych organizméw, tj. u Swidrowcow (pierwotniaki) (4),
stutbii (jamochtony) (5), muszki owocowej (owady) (6), danio pregowanego (ryby)
(7), zaby (ptazy) (8) Neurospora crassa (grzyby) (9), myszy, cztowieka (ssaki) (10)
i u réznych gatunkéw roslin nizszych i wyzszych (11).

W pracy przyblizono zjawiska opisywane jako PTGS, quelling i RNAi, wskazano na
ich podobienstwa i réznice oraz opisano biologiczne znaczenie tych proceséw. Po-
niewaz w tym numerze ,Biotechnologii” znajduje sie obszerny artykut poswiecony
PTGS i jego zwigzkom z TGS (transcriptional gene silencing - transkrypcyjnym wyci-
szaniem genow) u roslin, proces ten zostanie omoéwiony skrétowo.

2. PTGS - potranskrypcyjne wyciszanie genéw

PTGS zwany jest réwniez kosupresja. To drugie okreslenie wynika z nastepu-
jacych obserwacji: wprowadzenie do Petunia hybrida dodatkowego genu syntazy
chalkonowej, w celu wzmozenia syntezy antocyjanow i zintensyfikowania barwy
kwiatow, wywotato catkowicie odwrotny efekt. Kwiaty, zamiast intensywnie fioleto-
we, byly u wiekszosci roslin transgenicznych biate. Interpretacja tego zjawiska, cho¢
nie wyjasniajgca mechanizméw molekularnych, prowadzacych do utraty barwy, byta
nastepujaca: wprowadzenie dodatkowej kopii genu hamuje zaréwno ekspresje trans-
genu jak i genu endogennego - stad zjawisko nazwano kosupresjg (2). Dalsze ba-
dania nad PTGS, wyjasniajgce co naprawde dzieje sie w komodrkach roslinnych, roz-
poczely sie w zasadzie dopiero po odkryciu RNAi u C. elegans, gdy okazalo sie, ze
mechanizmy obu zjawisk sg bardzo podobne. PTGS mozna zainicjowa¢ w roslinie
poprzez wprowadzenie transgenu majgcego swoéj endogenny homolog lub za po-
mocg wektorow (moga to by¢é wektory integrujace sie z genomem gospodarza,
oparte na wirusach RNA lub do przejsciowej ekspresji) zawierajgcych, ulegajace
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transkrypcji, fragmenty genu w orientacji sens i antysens. Okazato sie, ze indukowa-
ny lokalnie PTGS rozprzestrzenia sie w roslinie, czyli roslina reaguje na taki bodziec
systemicznie. Uzyskano homozygotyczne, transgeniczne linie roslin Niocotiana ben-
thamiana, zawierajgce dodatkowag kopie genu reduktazy azotynowej lub azotano-
wej. Skutkiem wprowadzenia transgendw, dochodzito do wyciszenia w niektorych
roslinach ekspresji odpowiednich enzyméw (od 3 do 57% linii wykazywalo wycisze-
nie jednej z reduktaz). jesli nastepnie przeszczepiano fragmenty pedéw z pgczkami
roslin niewyciszonych (zraz) na ukorzeniong czes¢ rosliny transgenicznej, z wyci-
szong ekspresjg reduktazy azotynowej lub azotanowej (podktadka), to wyciszenie
ekspresji odpowiedniego genu rozprzestrzeniato sie w kierunku zrazu. Jesli nato-
miast wykonano eksperyment odwrotny - czyli przeszczepiano fragment pedu
z paczkami rosliny wyciszonej na ukorzeniong cze$¢ rosliny niewyciszonej, to sy-
gnat odpowiedzi systemicznej nie rozprzestrzeniat sie w kierunku podktadki. Wnio-
sek z tych eksperymentéw byt nastepujacy: sygnat odpowiedzi systemicznej roz-
przestrzenia sie jednokierunkowo, od podkiadki do zrazu, nigdy w odwrotnym kie-
runku. Dodatkowo eksperymenty te wskazywaly na istnienie dyfundujgcego sy-
gnatu, zaleznego od obecnosci transgenu, przekazujgcego ,polecenie” wyciszenia
2.

Okazalo sie, ze tak jak w przypadku RNAI i tumienia gendw {quelling), zjawisku
PTGS towarzyszy pojawienie sie krétkich (21-25 nt), dwuniciowych fragmentéw RNA
(tzw. siRNA - smali interfering RNA), ktérych jedna ni¢ jest komplementarna do
mRNA wyciszanego genu. Cechg charakterystyczng siRNA sg wystajgce, dwunukle-
otydowe konce 3' (13). Czy siRNA moga by¢ czasteczkami sygnatowymi, przeka-
zujacymi polecenie wyciszenia? W zasadzie mogtyby by¢. Sa wystarczajgco mate by
wedrowac poprzez plasmodesmy lub systemem naczyniowym rosliny, jednakze sg
pewne dane zaprzeczajace takim spekulacjom. Otéz, jak juz wspomniano, PTGS
moze by¢ wywotany obecnoscig wirusa RNA. jest to zatem system obrony rosliny
przed infekcjg. Wirusy oczywiscie rozwinely strategie unikniecia konfrontacji z sys-
temem obronnym rosliny. Niektére z nich koduja biatka supresorowe - blokujace
obrone rosliny, jednym z takich biatek jest proteaza HcPro, kodowana przez wirusa
ziemniaka Y (PVY - potato virus Y). Aktywnos$¢ tej proteazy skorelowana jest z bra-
kiem siRNA w roslinie. Eksperymenty z przeszczepianiem fragmentow roslin pozwa-
lajg sadzi¢, ze proteaza HcPro blokuje odpowiedz rosliny, pomimo ze sygnat jest
przekazywany (14). Przeczytoby to sugestiom, ze siRNA sg czgsteczkami sygnatowy-
mi: tym tajemniczym sygnatem, jak sie wydaje, sg czasteczki syntetyzowane lub ak-
tywowane na etapie poprzedzajacym produkcje SiRNA (14).

Analiza mutantéw Arabidopsis thalinana niezdolnych do indukcji PTGS pozwolita
zidentyfikowacé niezwykle ciekawy gen, ktérego produkt bierze udziat w potran-
skrypcyjnym wyciszaniu u roslin. Gen ten, okreslany mianem SDE1/SGS2, koduje po-
limeraze RNA zalezng od RNA {RNA-dependent RNA polymerase - RdRp) (15). Stwier-
dzono, ze wskutek aktywnosci tego enzymu pojawiaja si¢ w roslinie tzw. drugorze-
dowe czasteczki siRNA. Odpowiadaja one innym rejonom mRNA niz wprowadzone
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Rys. Przypuszczalny mechanizm specyficznej degradacji mRNA zwigzanej ze zjawiskiem RNAi. Sy-
gnatem indukujgcym zjawisko RNAI jest pojawienie sie w komérce egzo- lub endogennego dwuniciowe-
go RNA. dsRNA jest rozpoznawany przez Dicer i rozcinany na 21-25-nukleotydowe fragmenty tzw. siRNA.
Nastepnie siRNA wiazg sie z kompleksem RISC, ktérego aktywacja polega m.in. na usunieciu jednej nici
siRNA. W ten sposéb druga ni¢ moze stuzy¢ jako specyficzna sonda odpowiedzialna za odnalezienie
wihasciwego mRNA. Zwigzany z kompleksem RISC mRNA zostaje przeciety w obrebie lokalnego dupleksu
jaki tworzy z siRNA.
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do rosliny dwuniciowe RNA, z ktdrych generowane byly pierwotne siRNA. Zaktada-
no, ze komplementarna do mRNA ni¢ siRNA, stuzy jako starter dla RdRp. W ten spo-
s6b powstajg dwuniciowe czagsteczki RNA, ktére moga by¢ substratem do produkcji
nowych, drugorzedowych siRNA. Takie zatozenie sugeruje, ze powinniSmy obser-
wowac jedynie takie siRNA; powinny one zawiera¢ sekwencje komplementarng do
rejonoéw w kierunku 5 mRNA w stosunku do pierwotnych siRNA. U roslin tak jednak
nie jest. Stwierdzono, ze wtdrne siRNA zawierajg ni¢ komplementarng zaréwno do
rejondw rozciggajacych sie w mRNA w kierunku 5' jak i 3' w stosunku do pierwot-
nych siRNA. Mechanizm produkcji wtérnych siRNA nadal pozostaje niewyjasniony
(16) (rys.).

Kolejnym ciekawym odkryciem dotyczacym zjawiska PTGS u roslin byto znalezie-
nie korelacji miedzy wyciszeniem konkretnego genu, a miejscowospecyficzng mety-
lacjg tego genu. Wskazuje to na zalezno$¢ miedzy procesem PTGS a TGS.

3. Quelling

Zdecydowanie wczesniej niz odkryto zjawisko RNAI, wyciszanie gendw stwier-
dzono u grzyba Neurospora crassa (17). W pracowni G. Macino zaobserwowano wyci-
szenie genu indukowane obecnoscig transgenu. Wprowadzenie do genomu Neuro-
spora crassa fragmentoéw gendéw biosyntezy karotenoidéw albino-] i albino-2, powo-
dowalo wyciszenie aktywnosci odpowiednich endogennych genéw i skutkowato za-
nikiem pomaranczowego barwnika w konidiach. Transgeniczne osobniki N. crassa
byly zatem formami albinotycznymi. Minimalna diugos¢ wprowadzanych fragmen-
tow transgenu, wyciszajaca aktywnos¢ endogennych genéw, wynosita 132 par zasad
(pz). jedynie transgeny odpowiadajgce egzonom indukowaty quelling, natomiast
transformacja komorek grzybni sekwencjami promotorowymi nie prowadzita do
wyciszenia genu. Dodatkowo zauwazono, ze uszkodzenie genu kodujgcego cytozy-
no 5-metylo transferaze DNA (dim-2), nie wplywato na wyciszenie gendw biosyntezy
karotenoidéw, pomimo ze specyficzna metylacja towarzyszy potranskrypcyjnemu
wyciszaniu gendéw u N. crassa (18). Zaobserwowano, ze zdolno$¢ do wyciszania jest
cechg dominujaca, obecng w szczepach zawierajacych w heterokariotycznej grzybni
zarOwno jadra transgeniczne jak i nietransgeniczne (18). jest to zrozumiate, jesli
wezmie sie pod uwage wyniki eksperymentow, w ktérych wykazano, ze tak jak
w przypadku RNAi i PTGS, inicjacja wyciszania prowadzi do pojawienia sie specy-
ficznych siRNA (19). Obecno$¢ odpowiednich transgenéw w jednym typie jader he-
terokariotycznej grzybni wystarczy do produkcji siRNA, dziatajacych na terenie cy-
toplazmy. Akumulacja siRNA zalezata od aktywnosci gendéw qde-l i qde-3, ale nie byta
uwarunkowana obecnoscig aktywnego genu qde-2. Gen qde-l koduje RdRp, ktorej
aktywnos¢ jest rowniez krytyczna dla potranskrypcyjnego wyciszania genow w rosli-
nach, qde-3 koduje DNA helikaze, ktérej rola w zjawisku quelling jest niejasna, acz-
kolwiek musi by¢ skorelowana z produkcjg siRNA, natomiast produkt genu qde-2
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wchodzi w sktad kompleksu RISC, operujgcego na pozniejszym etapie wyciszania
(19,20). Wszystkie dotad prowadzone obserwacje dotyczace zjawiska quelling wska-
Zuja, jak sie wydaje, na wysokie podobienstwo tego procesu do potranskrypcyjnego
wyciszania genéw u roslin.

4. RNAI

W 1998 r. Fire i in. opublikowali, stynna obecnie prace, w ktérej zademonstro-
wali potranskrypcyjne wyciszanie genow wskutek wprowadzenia do komoérek C. ele-
gans dwuniciowych fragmentéw RNA (1). Jednym z gendw, ktérego aktywnos¢ zo-
stata zbadana w tych eksperymentach, byt gen unc-22. unc-22 koduje biatko miofila-
mentowe komarek miesniowych, nieistotne dla zycia nicienia. Biatko to wystepuje
w liczbie kilku tysiecy kopii w komdrkach miesni prazkowanych. Obnizenie jego po-
ziomu w komoérce powoduje pojawienie sie specyficznego fenotypu, okreslanego
mianem twitching phenotype (fenotyp skurczenia ciata). Catkowity brak tego biatka
w komérkach miesniowych doprowadza do powaznych uszkodzen aparatu kurczli-
wego komérek miesniowych i do ograniczenia ruchliwosci zwierzecia. Wprowadze-
nie 30 000 kopii dwuniciowego RNA, pokrywajgcego 742-nukleotydowy segment
czesci kodujgcej genu unc-22, do organizmu dorostego zwierzecia, prowadzito do
pojawienia sie fenotypu twitching Srednio u stu osobnikéw nastepnego pokolenia
(zwykle samica sktada okoto 200 jaj). Ekspresja genu unc-22 rozpoczyna sie¢ na eta-
pie embrionu zawierajgcego okoto 500 komérek. W tym momencie, wyjsciowa licz-
ba wstrzyknietych czasteczek dwuniciowego RNA jest najprawdopodobniej zmniej-
szona, wskutek rozcienczenia, do kilku kopii dsSRNA na komoérke. Dalsze ekspery-
menty nad regulacjg aktywnosci genu unc-22 i innych genéw pozwolity na wycigg-
niecie nastepujacych wnioskéw. Fenomen RNAi rozprzestrzenia sie w organizmie
i jest przekazywany nastepnym pokoleniom. Do wywotania zjawiska RNAi wystarcza
kilka kopii dsRNA na komorke, co sugeruje obecnos$¢ katalitycznego i/lub amplifi-
kujacego mechanizmu zwiekszajgcego liczbe dwuniciowych czgsteczek RNA. RNAI
zachodzi na poziomie dojrzalego mRNA, poniewaz wprowadzenie dwuniciowych
kopii RNA odpowiadajacych sekwencjom intronowym lub promotorowym genu nie
wywoluje efektu wyciszenia genu. Zjawisko RNAI jest niezwykle specyficzne: dostar-
czenie dwuniciowych czgsteczek RNA odpowiadajgcych egzonom konkretnego
genu wywota obnizenie poziomu mRNA tylko tego genu. Opisane eksperymenty
byly wykonywane droga wstrzykniecia dwuniciowych czgsteczek RNA do jelita. P6z-
niej okazato sie, ze te czasteczki mozna wprowadzaé karmigc zwierzeta bakteriami
Escherichia coli, zawierajgcymi odpowiednie plazmidy produkujgce dwuniciowe
czasteczki RNA (21), podajac ekstrakt z roslin, w ktorych produkowane sg siRNA
(22), a nawet przez ,moczenie” C. elegans w roztworze zawierajgcym dsRNA (23).

W dalszych badaniach wykazano, ze RNAi mozna indukowa¢ dwuniciowymi
czasteczkami RNA u Drosophila melanogaster, u myszy, u ryb, u cziowieka. W produk-
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cje siRNA zaangazowany jest enzym, po raz pierwszy odkryty u D. nielanogaster i na-
zwany ,Dicer”. Poczatkowo zaliczono go do rodziny enzymoéw rybonukleolitycz-
nych, dziatajacych podobnie jak RNaza Il z E. coli (24). Obecnie enzymy o podobnej
aktywnosci nukleazowej dzieli sie na trzy klasy: jedna, do ktérej zalicza sie RNaze IlI
E. coli, zawierajaca jedng domene katalityczng i domene wigzaca dwuniciowy RNA,
druga, zwana rodzing nukleaz Drosha zawierajaca enzymy posiadajgce dwie dome-
ny katalityczne oraz trzecig klase, zawierajgca biatka majgce dwie domeny katali-
tyczne, dodatkowo domene helikazowg i domene PAZ (24). Trzecia klasa jest obec-
nie nazywana rodzing Dicer (24). Aktywnos¢ katalityczna biatka Dicer zalezy od ATP.
Enzym zawiera kilka domen: poczynajagc od N - korca biatka znajduje sie domena
helikazowa, nastepnie domena PAZ (nazwa domeny pochodzi od znalezienia jej
rowniez w biatkach zaangazowanych w kontrole rozwoju organizmu takich jak
Piwi/Argonaute/Zwille u Drosophila melanogaster i Arabidopsis thaliana), dwie domeny
0 aktywnosci RNazy Il oraz domena wigzaca dwuniciowy RNA (25). Homologi genu
biatka Dicer odkryto u C. elegans (dcr-1), Horno sapiens (Dicer), A. thaliana (CAF/Sin-1
- obecnie nazywane DCL-1) (26). Enzym rozcina dwuniciowe czgsteczki RNA na
krétkie siRNA (13).

Kolejne odkrycia zwigzane z mechanizmem RNAi zaowocowaty stwierdzeniem,
ze siRNA zostajg wlgczone do biatkowego kompleksu enzymatycznego, nazywane-
go RISC (27). Poczatkowo kompleks ten jest nieaktywny. Przejscie w stan aktywny
wymaga rozplecenia siRNA i reorganizacji kompleksu (27,28). jedna z nici pozostaje
w kompleksie RISC, gdzie petni role specyficznej sondy, umozliwiajacej znalezienie
odpowiedniego mRNA. W dalszym etapie dochodzi do utworzenia lokalnego du-
pleksu siRNA--mRNA. Rozciecie mRNA nastepuje posrodku sekwencji nukleotydowej
mRNA, hybrydyzLijacej z siRNA (27,29). Frakcjonowanie chromatograficzne surowe-
go ekstraktu z embrionalnych komérek Drosophila i ludzkich komérek Hela wska-
zato, ze mRNA jest degradowany przez specyficzng nukleaze, rézng od biatka Dicer.
Aktywne frakcje zawieraly 25-nukleotydowe siRNA, homologiczne do hydrolizowa-
nego rejonu mRNA (28). Dalej oczyszczono kompleks RISC z ekstraktu Drosophila
| jego mase oszacowano na 360 kDa (28). Kompleks ten nie wymagat obecnosci ATP
do utworzenia sig, zawierat dwuniciowe siRNA i nie byt zdolny do ciecia mRNA. Inny
wyizolowany kompleks RISC z tego samego ekstraktu miat okoto 232 kDa, zawierat
jedna ni¢ pochodzaca z siRNA i hydrolizowat docelowy mRNA (27). Stwierdzono, ze
jego tworzenie wymagato obecnosci ATP. Wyizolowano réwniez aktywny kompleks
RISC z ekstraktu komdrek HelLa. Ciezar czgsteczkowy tego kompleksu zostat osza-
cowany na 90-160 kDa. Zidentyfikowano dwa biatka wchodzace w jego sktad, oba
naleza do rodziny Argonaute (elF2Cl i elF2C2/GERp95). Ich rola w kompleksie RISC
jest nieznana, cho¢ wiadomo, ze sa to biatka biorgce dodatkowo udziat w translacji
(30). Cho¢ uwaza sie, ze RNAI nie wywiera bezposredniego wptywu na translacje, to
jednak obecnos¢ pewnych biatek w RISC moze kierowac¢ ten kompleks do réznych
miejsc w komoérce, gdzie wypetnia on odmienne funkcje. Do takich refleksji sktania
fakt, ze stRNA (smali temporal RNA, np. lin-4 i let-7 u C. elegans), bedace produktem
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dziatania enzymu Dicer, regulujg ekspresje genetyczng na poziomie translacji (31).
Nie wiadomo, czy przypadkiem i one nie wchodza w skiad pewnej odmiany kom-
pleksu RISC, kierowanego w tym przypadku do rybosomu. Obecno$¢ czynnikow
translacyjnych w tym kompleksie, jak sie wydaje, jest intrygujaca. W ostatnich bada-
niach nad dojrzewaniem miRNA (micro RNA) w komérkach ssaczych wykazano, ze
endogennie kodowane miRNA réwniez kierowane sg do kompleksu RISC. Udowod-
niono, ze ludzki homolog let-7 C. elegans zostaje wbudowany w kompleks RISC i kie-
ruje rozcieciem komplementarnego RNA (32). Obserwacje te sktonity do zapropono-
wania hipotezy, ze kompleksy RISC zawierajgce miRNA moga by¢ zaangazowane
w dwoch réznych szlakach metabolicznych: w RNAi albo w translacji. W tej sytuaciji
obecnos¢ czynnikoéw translacyjnych w kompleksie RISC zaczyna by¢ coraz bardziej
zrozumiata (32).

Nie ulega watpliwosci, ze w skltad aktywnego kompleksu RISC musi, przynaj-
mniej przejsciowo, wchodzi¢ RNA helikaza, rozplatajaca dwuniciowe siRNA, oraz
RNaza, rozcinajgca docelowy mRNA.

W poszukiwaniach genéw odpowiedzialnych za zjawisko RNAi u C. elegans wyka-
zano, ze W proces ten zaangazowana jest RdRp. U badanego nicienia w genomie
znajduje sie rodzina gendéw zawierajgca czterech cztonkéw: ego-l, rrf-l, rrf-2 i rrf-3.
Wsrod nich gen rrf-l koduje RdRp zaangazowang w proces RNAI. Tak jak u roslin,
zaobserwowano pojawianie sie puli wtérnych czgsteczek siRNA, bedacych najpraw-
dopodobniej efektem aktywnosci tego enzymu (33). Nie zidentyfikowano jednak ho-
mologoéw takiego genu ani w genomie D. melanogaster, ani w genomie cziowieka.
Opublikowane zostaly dwa sprzeczne raporty dotyczace zaangazowania RdRp
w zjawisko RNAiI u muszki owocowej. W jednym z nich potwierdzono aktywnosc¢
RdRp w lizatach komérek embrionalnych (34). W drugim wykazano, ze w rekonsty-
tuowanym uktadzie in vitro komérek owadzich, zachowujgcym aktywnosé RNAI, wy-
stepuja jedynie siRNA odpowiadajgce wprowadzonym dwuniciowym czgsteczkom
RNA (35). Ten ostatni eksperyment zaprzecza obecnosci i dziataniu RdRp w potran-
skrypcyjnym wyciszaniu gendéw u D. melanogaster. W niedawnych badaniach nad me-
chanizmem RNAi u cziowieka réwniez zaprzecza sie udziatowi RdRp w RNAIi. Poka-
zano mianowicie, ze w aktywnych pod katem RNAi ekstraktach komoérek ludzkich,
zablokowanie 3' korica antysensowej nici siRNA nie blokuje potranskrypcyjnego wy-
ciszania (a zatem grupa 3’CH tej nici hybrydyzujgcej z mRNA nie stuzy jako starter
do wydtuzania RNA) (30). Warto nadmieni¢, ze identyczny eksperyment u C. elegans
powodowat zahamowanie procesu RNAi (30). Opisane wyniki wymagajg z pewnoscig
dodatkowych doswiadczenn wyjasniajacych te rozbieznosci. Wynika¢ one moga
z faktu, ze omawiane eksperymenty zostaty wykonane w uktadach in vitro i nie wia-
domo, czy pewne sktadniki maszynerii RNAi nie zostaly utracone podczas izolaciji.

PTGS/quel/llng/RNAI mogg by¢ indukowane u roslin, grzybéw i C. elegans za po-
mocg wprowadzania dtugich, dwuniciowych fragmentoéw RNA. Ten sposéb indukcji
RNAiI wydaje sie niemozliwy w przypadku niektérych komérek ssaczych. Wprowa-
dzenie dlugich, dwuniciowych RNA do tych komérek powoduje zablokowanie synte-
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zy biatka poprzez odpowiedz interferonowa i skierowanie komorek na droge apop-
tozy. W odpowiedzi interferonowej dwuniciowe RNA, o dlugosci przynajmniej
30 pz, wigzg i aktywujg biatkowag kinaze PKR i syntetaze 2’,5’-oligoadenylanowg
(2’,5-AS - oligoadenylate synthatase). Kinaza PKR fosforyluje czynnik translacyjny
elF2a, przez co blokuje translacje. Z kolei 2’,5-AS indukuje niespecyficzng degrada-
cje komérkowego mRNA poprzez aktywacje rybonukleazy L 2’,5'-oligoadenylanem
(30). Co intrygujace, fenomen ten zaobserwowano w liniach komoérek ludzkich 293
(embrionalne komorki ludzkich nerek), N1H/3T3 (mysie fibroblasty), CHO (komorki
jajnikéw chomika chinskiego), czy wreszcie w komérkach Hela (30). Rownoczesnie
nie stwierdzono tego typu odpowiedzi w mysich oocytach i we wczesnych mysich
komdrkach embrionalnych (10,36). Dlaczego te obserwacje sg niespojne - nie wia-
domo. Bezpiecznigj jest jednak indukowa¢ RNAi w komérkach ssaczych wprowa-
dzajgc syntetyczne, ,gotowe” siRNA. W tym przypadku indukcja RNAI jest prawi-
diowa i degradacja mRNA - specyficzna.

Podsumowanie znanych faktéw dotyczgacych mechanizmu RNAi pozwala wyrdz-
ni¢ jego cztery podstawowe etapy: 1) trawienie dwuniciowego RNA, 2) utworzenie
kompleksu wyciszajacego, 3) aktywowanie kompleksu wyciszajgcego i 4) degradacje
mRNA. Podczas pierwszego etapu dochodzi do hydrolizy dtugich dsRNA na 21-25 pz
fragmenty czyli siRNA. Proces ten jest zalezny od ATP, a siRNA zawierajg fosforan na
swoich koncach 5' oraz grupe hydroksylowg na koncach 3’. Dodatkowo, na koricach
3' obserwujemy obecnos$¢ dwoch niesparowanych (wystajacych) nukleotydow. Taka
struktura siRNA jest optymalna w dalszych etapach RNAi; modyfikacja konca 5' nici
antysensowe] siRNA blokuje aktywno$¢ malych interferujgcych RNA, podczas gdy
zakonczone ,na tepo” siRNA nie sg bardzo wydajne. Za produkcje siRNA odpowie-
dzialne sg enzymy z rodziny Dicer. W drugim etapie siRNA zostajg wtgczone do nie-
aktywnego biatkowego kompleksu RISC. Trzeci etap to rozplecenie siRNA i remode-
lowanie kompleksu RISC. Proces jest zalezny od ATP, wymaga aktywnosci RNA heli-
kazy. Zreorganizowany RISC jest aktywny i gotowy do specyficznej degradacji
mRNA. W czwartym etapie dochodzi do rozciecia docelowego mRNA w obszarze hy-
brydyzujagcym z antysensowym siRNA, znajdujacym sie w aktywnym kompleksie
RISC. U pewnych organizmoéw eukariotycznych (C. elegans, A. thaliana) ma miejsce
jeszcze piaty etap, w ktorym dochodzi do syntezy wtérnych siRNA, bedacych pro-
duktem aktywnos$ci RdRp. Na rysunku podsumowano znane fakty dotyczace mecha-
nizmu RNAI.

Warto nadmienié, ze wiele biatek zaangazowanych w proces RNAI/PTCS/gue/Z/ng
wykazuje silng homologie, co sugeruje wspoélne ewolucyjne pochodzenie tych drég
metabolicznych. W tabeli przedstawiono wybrane biatka zaangazowane w procesy
RNAI/PTGS/guelling. Dane w tabeli zostaty tak utozone, by podkresli¢ wspdlne etapy
tych procesow, jak i wspllne pochodzenie zaangazowanych w nie biatek.
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Tabela

Najwazniejsze zidentyfikowane biatka zaangazowane w procesy PTGS/RNAI i quelling

Biatko

Dicer

Dicer

DCR-1

CARPEL FACTORY (CAF/Sin-1),

obecnie nazywane DCL 1
RDE-1

Argonaute-1 (Ago-1)
Argonaute-2 (Ago-2)
elF2CI

elF2C2/GERp95

ODE-2
SDE 3
ODE 3
SMG-2

MUT 6
EGO-1
RRF-1
SDE 1/SGS 2

ODE-1
SGS 3

Organizm

Drosophila melanogaster

Homo sapiens

Caenorhabditis elegans

Arabidopsis thaliana

Caenorhabditis elegans
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Homo sapiens

Homo sapiens

Neurospora crassa
Arabidopsis thaliana
Neurospora crassa
Caenorhabditis elegans

Chlamydomonas reihardtii
Caenorhabditis elegans
Caenorhabditis elegans
Arabidopsis thaliana

Neurospora crassa
Arabidopsis thaliana

Funkcja w RNAI/PTGS/ «e//m"

RNAI, dojrzewanie dtugich dwuniciowych czasteczek RNA
prowadzace do powstania siRNA i stRNA

RNAI, dojrzewanie dtugich dwuniciowych czasteczek RNA
prowadzace do powstania siRNA i miRNA

RNAI, dojrzewanie dtugich dwuniciowych czasteczek RNA
prowadzace do powstania siRNA i stRNA

PTGS, dojrzewanie dtugich dwuniciowych czasteczek RNA
prowadzace do powstania siRNA i miRNA

RNAI, inicjacja

PTGS, inicjacja

PTGS, sktadnik kompleksu RISC

RNAI, sktadnik kompleksu RISC, inicjacja translacji
RNAI, sktadnik kompleksu RISC, inicjacja translacji,
sktadnik aparatu Golgiego lub retikulum endoplazma-
tycznego

quelling, udziat w formowaniu kompleksu RISC
PTGS, RNA helikaza, rozplatanie RNA

quelling, DNA helikaza, rola niejasna

RNAi, homolog drozdzowej RNA helikazy, nalezy do ro-
dziny helikaz Upflp, biatko jest odpowiedzialne za utrzy-
mywanie sie wyciszenia

PTGS, DEAH-box helikaza, rozplatanie RNA

RNAI, RNA-zalezna RNA polimeraza, biatko jest zaanga-
zowane w RNAi komoérek zarodkowych

RNAIi, RNA-zalezna RNA polimeraza, biatko jest zaanga-
zowane w RNAi komoérek somatycznych

PTGS, RNA-zalezna RNA polimeraza

quelling, RNA-zalezna RNA polimeraza

funkcja nieznana

5. RNAI/PTGS/7Niin/fiin: podobienstwa i réznice, znaczenie biologiczne

Istnieje szereg dowodéw Swiadczacych o tym, ze RNAI/PTGS i quelling majg wiele
cech wspoélnych. Zaliczy¢ do nich mozna podobny mechanizm inicjacji poprzez dwu-
niciowy RNA, homologiczny do egzonu/egzondw specyficznego genu. Dowiedziono,
ze substratem we wszystkich tych procesach jest cytoplazmatyczny mRNA. Wprowa-
dzenie dwuniciowego RNA, skierowanego na sekwencje intronowe genu lub na se-
kwencje promotorowe, nie indukuje potranskrypcyjnego wyciszenia. U wszystkich
przebadanych organizméw w trakcie potranskrypcyjnego wyciszenia dochodzi do
produkcji siRNA zaangazowanych w degradacje specyficznego mRNA. Budowa siRNA
jest réwniez uniwersalna. Istnieja silne przestanki by sadzi¢, ze we wszystkich
trzech przypadkach dochodzi do tworzenia kompleksu RISC. W rozdziale po$wigco-
nym PTGS wspomniano, ze zjawisko to jest jednym ze sktadnikéw systemu obron-
nego rosliny, skierowanego miedzy innymi przeciwko wirusom RNA. Wirusy jedno-
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czesnie czesto kodujg supresory PTGS. W niedawnych badaniach pokazano, ze tak-
ze u D. melanogaster infekcja wirusem RNA prowadzi do indukcji RNAi. Dodatkowo,
podobnie jak roslinne wirusy RNA, zwierzece wirusy RNA kodujg biatka supresoro-
we, przeciwdzialajgce RNAI.

Powstaje tu pytanie: co rézni te trzy zjawiska?

Wspomniano w tej pracy o roli RdRp w procesie PTGS u roslin, quelling-u u grzy-
boéw i RNAI u C. elegans. Wydaje sie, ze polimeraza ta nie odgrywa zadnej roli w RNAI
u D. melanogaster i u cztowieka. By¢ moze obecnos¢ RdRp u owaddw i ssakow, jak
sie okazalo, byta bardziej szkodliwa niz uzyteczna i odpowiednie geny zostaty usu-
niete z genomow tych organizmow (przynajmniej jak dotad nie udato sie ich ziden-
tyfikowac€). Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw sugerujg ponadto, ze pro-
dukcja pierwotnych siRNA jest wystarczajgca dla efektywnego wyciszenia specyficz-
nych mRNA u D. melanogaster czy u cztowieka. U roslin PTGS, jak sie wydaje, jest sil-
nie powigzany z transkrypcyjnym wyciszaniem genéw (TGS) poprzez indukowang de
novo specyficzng metylacje DNA. W przypadku RNAi nie dochodzi do metylacji DNA.
Przez lata uwazano, ze DNA C. elegans i D. melanogaster wcale nie jest metylowany.
O ile nadal, jak sie wydaje, jest to prawda dla nicienia (37), to ostatnio ukazaly sie
doniesienia, ze u muszki owocowej obserwuje sie metylacje DNA, aczkolwiek
W znacznie mniejszym stopniu niz przyktadowo u cztowieka (ta ostatnia, jak sie wy-
daje, nie jest zwigzana z RNAI) (38). Czy metylacja DNA u tego owada jest powigzana
z RNAi - nie wiadomo. Wreszcie ostatnia réznica, chociaz wcale nie najmniej istot-
na. Ot6z wprowadzenie do wiekszosci ssaczych komoérek dtugich czasteczek dwuni-
ciowego RNA, powoduje odpowiedz interferonowg i niespecyficzng degradacje mRNA.
Natomiast w przypadku roslin, C. elegans, D. melanogaster i grzybéw mozna wprowa-
dzac takie czasteczki i indukowaé specyficzng degradacje mRNA. Wprowadzenie od-
powiedzi interferonowej u ssakéw, zamiast indukcji RNAi okazalo sie najprawdopo-
dobniej bardziej korzystne dla funkcjonowania catego organizmu. Poniewaz siRNA
indukujg RNAi u ssakéw, nie mozna wykluczy¢, ze czasteczki tego typu tworza sie
réwniez samoistnie w komaorkach ssaczych, w odpowiedzi na konkretne bodzce. Be-
dzie bardzo interesujgce wyjasnienie ich potencjalnej roli w regulacji ekspresji ge-
netyczne;.

jaka jest biologiczna rola opisanych proceséw w komérce? Wielu naukowcow
skfania sie do pogladu, ze RNAI/PTGS i quelling reprezentujg odmiany prastarego
mechanizmu obronnego pierwszych eukariontow, kontrolujgcego inwazje obcych
kwasoéw nukleinowych do komoérki. Po rozejsciu sie drég ewolucyjnych Eukaryota
mechanizm ten koewotuowat wraz z gtéwnymi liniami rozwojowymi, czego efektem
sg obserwowane dzi§ PTGS (krolestwo roslin), quelling (krélestwo grzybow) i RNAI
(krélestwo zwierzat). Znane sg wyniki doswiadczen, w ktérych udowodniono, ze
mechanizmy te sg zdolne do wyciszenia transpozondw, wirusow i innych pasozytni-
czych form kwaséw nukleinowych. Przyktadowo, u pewnych mutantéw A. thaliana
(39), C. elegans (40) i Chlamydomonas reinhardtii (41), w ktérych zakitécony zostat pro-
ces potranskrypcyjnego wyciszania genéw, dochodzito do reaktywacji wyciszonych
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transpozonoéw. Mechanizmy RNAI/PTGS i guelling-u nie dzialajg ,w prézni”. Mamy
szereg dowodow, ze enzymy zaangazowane w te procesy uczestniczg rowniez w in-
nych procesach komoérkowych. Tak tez mutacje w genie kodujgcym Dicer lub jego
homologach u innych organizmoéw eukariotycznych, majg dramatyczne konsekwen-
cje rozwojowe. U Arabidopsis tholiana r6zne mutacje w genie DCLI (homolog Dicera)
powoduja zakldécenia we wzroscie rosliny i prawidtowym wyksztatceniu kwiatéw.
Poniewaz wiemy, ze enzym Dicer jest zaangazowany w roslinach w dojrzewanie siRNA
oraz, najprawdopodobniej réwniez w proces dojrzewania miRNA (/77/cro-RNA), moz-
na spekulowaé, ze mate RNA odgrywaja podstawowag role w kontrolowaniu rozwoju
osobniczego (42). Przypuszczenia te szczegolnie uprawnia fakt, ze u C. elegans en-
zym Dicer bierze udziat w dojrzewaniu malych czasteczek RNA, zwanych matymi
tymczasowymi RNA (smali temporal RNA - stRNA). Te ostatnie z kolei zaangazowa-
ne sg w kontrole ekspresji specyficznych mRNA na poziomie translacji (hybrydyzujg
do 3' UTR - untranslated region - i blokujg translacje) w okreslonych stadiach lar-
walnych nicienia. Ich rola polega na regulowaniu prawidlowego rozwoju osobnicze-
go robaka (31). Odkryto réwniez, ze z siedmiu gendw smgl-7 u C. elegans, ktdrych
produkty sg odpowiedzialne za przeprowadzanie degradacji czgsteczek mRNA za-
wierajgcych przedwczesne kodony stop (NMD - nonsense mediated decay), trzy zaan-
gazowane sg rowniez w proces RNAi (43). Chociaz potaczenia tych szlakéw w sensie
biochemicznym nadal nie sa zrozumiate, to jasno z podanych przykladoéw widac, ze
szlak metaboliczny RNAI/PTCS, jak i najprawdopodobniej quelling jest integralnym
elementem metabolizmu komodrkowego dziatajagcym na poziomie mRNA.
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