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Zidentyfikowane w ostatnich latach krotkie regulatorowe RNA (srRNA)
odgrywajq niezwykle istotnq role w regulacji ekspresji genetycznej
w organizmach eukariotycznych. Dodatkowo wplywajq one na przebieg
infekcji wirusowych. Wykazano, iz srRNA moga indukowaé degradacje
wirusowych RNA, hamowac ich replikacje lub translacje. Wydaje sie zatem,
ze juz wkrotce s¥RNA stanq si¢ orezem w walce z wirusami.
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WSTEP

Odczytanie informacji zapisanej w genomach organizmow zywych to jedno z najwaz-
niejszych zadan stawianych wspotczesnej biologii molekularnej i bioinformatyce. Jeszcze
do niedawna sadzilismy, ze znajac strukturg¢ DNA, kod genetyczny, mechanizmy replikacji
i transkrypcji gendw, bedziemy w stanie stosunkowo szybko upora¢ si¢ z tym wyzwaniem.
Stworzony w drugiej potowie XX wieku schemat ekspresji informacji genetycznej wydawat
sig by¢ logiczny i spojny. W szczegblny sposob akcentowat on rolg DNA, jako nosnika infor-
macji genetycznej oraz biatek, bedacych zaréwno gldéwnymi produktami, jak i regulatorami
procesu wyrazania genéw. Dokonane w ostatnich latach obserwacje zrodzily jednak wiele
watpliwosci, ktorych nie udawato si¢ rozwia¢ w oparciu o przyjete wezesniej zatozenia.
Na przyktad, nieprawdziwa okazata si¢ by¢ teoria, w mysl ktorej jeden gen koduje tylko
jedno biatko. Wykazano bowiem, Ze pojedynczy gen moze by¢ zrodtem wielu transkryp-
tow, a z pojedynczego transkryptu moze powstaé¢ wiele roznych mRNA. Nie stwierdzono
ponadto, by istniata prosta korelacja pomigdzy wielkoscig genomu, a ztozono$cia organi-
zmu. Dodatkowo okazato sig, ze jedynie u bakterii i prostych organizmow zwierzgcych lub
roslinnych wigkszo$¢ genomu koduje biatka. U organizméw wyzszych sekwencje kodujace
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bialka stanowia jedynie niewielka czg$¢ materiatu genetycznego (u cztowieka mniej niz 5%).
Co wigcej, w wyniku poznania pelnej sekwencji genomu ludzkiego stwierdzono, iz wbrew
wczesniejszym oczekiwaniom nie zawiera on 150 tysigey, a jedynie okoto 25 tysigcy genow,
a wigc mniej wigeej tyle samo, co prosta roslina modelowa Arabidopsis thaliana. Jednak
prawdziwy przetom w naszym mysleniu o mechanizmach rzadzacych procesem ekspresji
informacji genetycznej dokonat si¢ dopiero w ostatnich latach, gtdwnie za sprawa nieocze-
kiwanego odkrycia zjawiska interferencji RNA (RNAI, ang. RNA interference) (1).

UDZIAL RNA W REGULACIJI EKSPRESJI GENOW

Pierwsze sugestie dotyczace istnienia nieznanego mechanizmu regulacji ekspresji gendw
pojawity si¢ na poczatku lat 90-tych ubieglego wieku wraz z rozpoczgciem masowych badan
ro$lin transgenicznych. Czgsto, aby polepszy¢ cechy uzytkowe jakiej$ ro§liny wprowadzano
do jej genomu dodatkowa kopig istniejacego juz wcezesniej genu (genu endogennego). Ku
zaskoczeniu badaczy, zamiast wydajniejszej syntezy biatka, zwykle obserwowano wyci-
szenie obu gendéw (2). Wyjasnienie tego zjawiska przyniosty przeprowadzone osiem lat
pdzniej badania zmierzajace do selektywnego wytaczenia gendw w modelowym organizmie
zwierzecym Caenorhabditis elegans. Wykazano, iz wprowadzenie do komorek C. elegans
krotkich (okoto 20 nukleotydowych) dwuniciowych czasteczek RNA, homologicznych do
wybranego genu, prowadzi do jego catkowitego wyciszenia (3). Stwierdzono, iz gen jest
transkrybowany, jednak powstajacy mRNA ulega degradacji w cytoplazmie. Poczatkowo
sadzono, iz odkryty zostal unikalny mechanizm potranskrypcyjnego wyciszania genow
polegajacy na selektywnym trawieniu mRNA. Kolejne badania pokazaty jednak, iz zaob-
serwowane zjawisko, zwane interferencja RNA, stanowi niewielka cz¢$¢ niezwykle skom-
plikowanego mechanizmu regulacji ekspresji genéw, w ktorym kluczowa rolg odgrywaja
niewielkie czasteczki RNA (stRNA; ang. small regulatory RNA) (1,3).

Obecnie wiemy, iz czynnikiem indukujacym zjawisko wyciszania gendw jest dwunicio-
wy RNA (dsRNA) (1). Jezeli pojawi si¢ on w komorce, wowczas jest rozpoznawany przez
enzym zwany Dicerem. Dicer tnie dsRNA na 20-23 nukleotydowe dwuniciowe odcinki,
zwane krotkimi interferencyjnymi RNA (siRNA; ang. small interfering RNA). Nastgpnie
siRNA przenoszone sa do innego kompleksu biatkowego noszacego nazwe¢ RISC (ang.
RNA-induced silencing complex). W kolejnym etapie RISC zostaje zaktywowany. Proces ten
polega na usunigciu jednej z nici siRNA, podczas gdy druga pozostaje w kompleksie i stuzy
jako sonda umozliwiajaca specyficzne rozpoznawanie komplementarnych czasteczek RNA
lub DNA. Aktywny kompleks RISC (oznaczany czasami jako RISC*) moze dziata¢ na wiele
sposobdw. Moze on pozosta¢ w cytoplazmie 1 wiazac si¢ z mRNA. Jezeli mRNA jest w petni
komplementarny do znajdujacej si¢ w RISC nici siRNA, wowczas zostaje on przecigty (mniej
wigcej w srodku dupleksu mRNA/siRNA). W konsekwencji w stosunkowo krotkim czasie
cala pula mRNA zostaje zdegradowana — proces ten nazwano potranskrypcyjnym wycisza-
niem gendéw (PTGS; ang. posttranscriptional gene silencing). Jesli jednak mRNA jest tylko
czesciowo komplementarny do wystepujacej w RISC nici siRNA, wowczas nie ulega on
degradacji, jednakze pozostaje zwiazany z kompleksem biatkowym, przez co nie moze stuzy¢
jako matryca do syntezy biatka. Dochodzi zatem do wyciszenia genu na poziomie translacji
(TR ang. translational repression). Kolejne badania pokazaty, iz aktywny kompleks RISC
moze przedostawacé si¢ do jadra komérkowego i oddziatywac z komplementarnymi do nici
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Rycina 1. Udzial stRNA w regulacji ekspresji informacji genetyczne;.
Figure 1. Involvement of sTRNA in the regulation of genetic material expression.
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Rycina 2. Powstawanie siRNA i miRNA w komoérkach ludzkich.

Figure 2. siRNA and miRNA formation in human cells.
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siRNA fragmentami genomu. Oddzialywania te indukuja zalezng od RNA metylacje DNA.
W rezultacie dochodzi¢ moze do przeksztatcenia euchromatyny w heterochromatyneg, przez
co gen staje si¢ nicaktywny. Zjawisko to nazwano transkrypcyjnym wyciszaniem genow
(TGS; ang. transcriptional gene silencing) (1).

Kolejnym momentem przetomowym w badaniach mechanizméw regulujacych ekspresje
informacji genetycznej byto odkrycie czasteczek mikro RNA (miRNA) (4). Okazato sig, izw
genomach organizmoéw eukariotycznych, w tym i w genomie cztowieka, obecne sa sekwencje
kodujace regulatorowe czasteczki RNA tzw. miRNA. Sekwencje takie moga wystgpowac
w obrgbie genow kodujacych biatka (czgsto w intronach), jak i tworzy¢ niezalezne geny nie
kodujace biatek a jedynie RNA. Transkrypty kodujace miRNA zwane sa pri-miRNA. W ich
strukturze wystepuja zazwyczaj okoto 50-80 nukleotydowe, nie w pelni komplementarne
rejony dwuniciowe, ktore ze wzgledu na swoj ksztatt okre§lane sa mianem struktur typu
spinki do wtosow (ang. hairpin). Stwierdzono, iz miRNA powstaja zardwno w organizmach
ro$linnych, jak i zwierzgcych, jednak proces ich dojrzewania w obu typach komorek jest
wyraznie r6zny. W przypadku komorek ludzkich wyr6zni¢ mozna trzy podstawowe etapy
tworzenia miRNA. W pierwszym, enzym o nazwie Drosha wycina z pri-miRNA dwuniciowy
fragment przyjmujacy strukturg typu spinki do wltosow. W drugim etapie nowo powstata 50-
80 nukleotydowa czasteczka zwana pre-miRNA transportowana jest z jadra komérkowego
do cytoplazmy przez eksportyng 5. W trzecim etapie pre-miRNA rozpoznawany jest przez
Dicer, ktory wycina z niego 20-23 nukleotydowe jednoniciowe miRNA. miRNA wilaczany
jest do kompleksu RISC, w ktorym petni analogiczng funkcjg jak jedna z nici siRNA (4).

Z przedstawionych powyzej faktow wynika, iz srRNA moga wplywac na kazdy z etapow
procesu ekspresji informacji genetycznej (ryc. 1). Sytuacja taka ma jak si¢ wydaje miejsce
w przypadku roélin i niektorych zwierzat np. owadéw. U organizmow wyzszych w tym
ssakow srRNA uczestnicza jedynie w potranskrypcyjnym wyciszaniu genow (siRNA)
i wyciszaniu na poziomie translacji (miRNA) (ryc. 2). Obecnie uwaza sig, iz okoto 30%
ludzkich gendéw znajduje si¢ pod kontrola miRNA.

RNAi JAKO SPECYFICZNY MECHANIZM CHRONIACY
PRZED ZAKAZENIEM WIRUSOWYM

Wiele obserwacji wskazuje na to, iz RNAIi uczestniczy nie tylko w regulacji ekspresji
genow, lecz rowniez w obronie komorki przed infekcja wirusows (5,6). Szczegolnie silny-
mi induktorami zjawiska RNAi sa wirusy RNA, replikacja ich genomu wymaga bowiem
tworzenia dtugich czasteczek dwuniciowych. W przypadku wirusa zapalenia watroby typu
C (HCV) dsRNA powstaje zar6wno podczas syntezy nici (-), jak i w trakcie replikacji nici
(+). Dwuniciowe produkty przej$ciowe powstajace podczas kopiowania wirusowych cza-
steczek RNA sa doskonalym substratem dla Dicera. Wytworzone przez niego dwuniciowe
siRNA wilaczane sa do kompleksu RISC, w ktérym stuza jako sonda umozliwiajaca specy-
ficzne rozpoznawanie i selektywna degradacj¢ wirusowych RNA. Dodatkowo wykazano,
iz substratem dla Dicera moga by¢ rowniez dwuniciowe struktury typu spinki do wlosow
wystepujace w obrgbie wirusowych RNA, lub czgsciowo komplementarne transkrypty
powstajace w oparciu o genomowe czasteczki zarowno wirusow RNA, jak i DNA. W re-
zultacie okazato sig, iz RNAi moze stuzy¢ do obrony organizmu nie tylko przed wirusami
RNA, ale i przed retrowirusami oraz wirusami DNA (5, 6).
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Mozna zatem zadac pytanie, jak to si¢ dzieje, ze pomimo istnienia tak skutecznego
mechanizmu obronnego wirus moze przetrwa¢ w zainfekowanej komorce, dlaczego nie
wszystkie wirusowe RNA ulegaja degradacji? Okazuje si¢, iz w toku ewolucji powstaty
liczne mechanizmy chronigce wirusowe RNA przed degradacja (6). Na przyktad wirusy
grypy (A, B i C), wirus ospy, wirus La Crosse podobnie, jak i wiele wiruséw roslinnych
koduja biatka bedace supresorami RNAi. Niezwykle cickawy mechanizm obronny odkryty
zostat u adenowiruséw. Koduja one niewielkie okoto 160 nukleotydowe czasteczki RNA
zwane VA-RNA (ang. virus-associated RNA). Wczesniej stwierdzono, iz czasteczki te sg
inhibitorami kinazy biatkowej PKR odpowiedzialnej za hamowanie translacji w zainfeko-
wanych wirusem komorkach. Przeprowadzone niedawno badania wykazaty, iz VA-RNA
sa takze doskonalym substratem zaréwno dla enzymu odpowiedzialnego za wycinanie
pre-miRNA z pri-miRNA, jak i dla Dicera. Podczas zakazenia czasteczki te sa niezwykle
wydajnie syntetyzowane (w kazdej komorce powsta¢ moze 10% czasteczek VA-RNA),
w wyniku czego dochodzi do wysycenia zdolnoSci katalitycznych enzymow uczestniczacych
w procesie RNAi (Dicer, RISC, eksportyna 5). Bialka te nie sa wigc w stanie uczestniczy¢
w degradacji innych czasteczek RNA (6).

UDZIAL miRNA W ODDZIALYWANIACH WIRUS — GOSPODARZ

Opisane wcze$niej badania adenowirusow pozwalaly przypuszczaé, iz na przebieg
infekcji wirusowej moga wptywac nie tylko siRNA powstajace z dtugich dsRNA, lecz row-
niez miRNA zakodowane w genomie wirusa lub gospodarza. Z jednej strony wirus moze
stara¢ si¢ zapanowac nad procesami komorkowymi produkujac wlasne miRNA, z drugiej
w genomie gospodarza moga by¢ zakodowane miRNA hamujace rozwdj wirusa. Zgodnie
z wyrazonym powyzej pogladem, w krotkim czasie zidentyfikowano co najmnie;j kilkanascie
miRNA kodowanych zarowno przez wirusy DNA, jak i RNA (7-11).

Okazato sig, iz ludzki herpeswirus KSHV (ang. Kaposi's sarcoma-associated virus)
koduje az 11 miRNA (10,11). Podczas fazy latentnej zakazenia wszystkie mikroRNA
podlegaja ekspresji na bardzo niskim, trudno wykrywalnym poziomie. Analiza bioinfor-
matyczna pozwolita zidentyfikowac kilka genow, ktorych produkty transkrypcji moga by¢
czasteczkami docelowymi dla tych miRNA. Na tej podstawie autorzy badan postawili
hipotezg, ze miRNA KSHV odgrywaja istotna rolg w powstaniu i utrzymaniu utajonej
infekcji, jak i w indukowanej przez wirusa onkogenezie (11). W tym samym czasie Pfeffer
i wsp. zidentyfikowali czasteczki miRNA kodowane przez mysi i ludzki wirus nalezacy
do rodziny herpeswiruséw (MHV68, HCMV) (10). Zidentyfikowano rowniez 5 miRNA
kodowanych przez ludzki cytomegalowirus. Wszystkie one ulegaja ekspresji we wczesnym
etapie infekcji wirusowej (12).

Opisano rowniez ekspresj¢ kilku wirusowych miRNA w ludzkich komoérkach limfocytow
typu B zainfekowanych wirusem EBV (Epstein-Barr virus). Na podstawie analiz kompute-
rowych stwierdzono, ze celem dla tych miRNA moga by¢ produkty mRNA kodujace biatka
zaangazowane w podziaty komorkowe i apoptoze¢ — specyficzne chemokiny i cytokiny,
bedace regulatorami transkrypcyjnymi i komponentami $ciezki transdukcji sygnatéw ko-
morkowych (9). Pomimo ustalenia, ktore mRNA sa potencjalnym celem dla poszczegdlnych
miRNA, nie ma jak dotad zadnych danych eksperymentalnych potwierdzajacych wyniki
analizy bioinformatyczne;j.
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Jedynie w przypadku miRNA kodowanych przez wirus SV40 (simian virus 40) udato
sig¢ pozna¢ funkcjg, jaka petlnig one w cyklu replikacyjnym wirusa (13). Analiza bioinfor-
matyczna wykazata, iz miRNA wirusa SV40 sa catkowicie komplementarne do wczesnych
transkryptow wirusowych kodujacych antygeny nowotworowe ,,T” 1 ,,t”. Przeprowadzone
eksperymenty potwierdzity powyzsza hipotezg wykazaly bowiem, iz wirusowe RNA sg cigte
jedynie w przypadku zakazenia wirusem typu dzikiego. Do degradacji transkryptow nie
dochodzito u mutanta posiadajacego zaburzona strukturg pre-miRNA. Ponadto stwierdzono,
ze gromadzace si¢ na poznym etapie infekcji miRNA SV40, powoduja obnizenie poziomu
wirusowego antygenu T, ale nie wplywaja na poziom akumulacji czastek wirusowych.
Wydaje sig, ze poprzez obnizenie poziomu antygenu T zredukowana zostaje wrazliwos¢
wirusa na cytotoksyczne limfocyty T oraz na komdrkowe cytokiny. Zaobserwowany u SV40
mechanizm regulacji ekspresji genéw stanowi doskonaty przyktad, w jaki sposob wirus
moze wykorzysta¢ miRNA, by wymkna¢ si¢ spod kontroli systemu obronnego organizmu
gospodarza (13).

Kolejny, niezwykle ciekawy przypadek wykorzystania miRNA do regulacji cyklu re-
plikacyjnego wirusa zostat niedawno odkryty u wirusa HCV (14). Stwierdzono, iz do jego
efektywnej replikacji potrzebny jest tkankowo-specyficzny miRNA (miR-122) wystepujacy
w komorkach watroby. Szczegotowsze badania pozwolity ustali¢, ze miR-122 oddziatuje
z nieckodujacym 5’-konicowym fragmentem genomowej czasteczki HCV. Jest to jedyny
poznany dotad przypadek, by w komorkach zwierzgcych lub ludzkich miRNA regulowat
poziom akumulacji RNA poprzez oddziatywania z koncem 5. Zwykle w oddziatywania
z miRNA zaangazowany jest koniec 3> mRNA. Jeszcze bardziej niezwykta i rownie unikalna
byta obserwacja, iz oddzialywania genomowej czasteczki HCV z miRNA nie prowadza do
jej degradacji, a wprost przeciwnie do wzrostu poziomu jej akumulacji. Ponadto nie stwier-
dzono, aby obecnos¢ lub brak miR-122 zmienial wydajnos$¢ syntezy biatek wirusowych.
Autorzy opisanych badan sugeruja wigc, iz miR-122 wptywa korzystnie na oddziatywania
genomowej czasteczki HCV z wirusowym kompleksem replikacyjnym (14).

W ostatnim czasie zidentyfikowano takze komorkowy miRNA, ktory w przeciwien-
stwie do miR-122 jest negatywnym regulatorem poziomu akumulacji wirusowych RNA
(7). Stwierdzono, ze jeden z ludzkich miRNA (miR-32) ogranicza replikacj¢ retrowirusa
PFV-1 (ang. primate foamy virus type 1) w kulturach komoérek ludzkich. Ustalono, iz miR-
32 oddziatuje z fragmentem kodujacym genomu wirusowego powodujac jego degradacje.
Dodatkowo odkryto, ze PFV-1 chcac ochroni¢ swoj genom przed degradacja wytwarza
biatko Tas bedace supresorem RNAi (7).

PODSUMOWANIE

Odkrycie zjawiska RNAI oraz matych regulatorowych RNA (siRNA i miRNA) rady-
kalnie zmienito nasze spojrzenie na wiele proceséw zachodzacych w organizmach zywych,
w tym takze na zakazenia wirusowe. StwierdziliSmy, iz oddziatywania pomigdzy wirusem
a gospodarzem moga by¢ zdecydowanie bardziej skomplikowane niz wcze$niej mozna
bylo przypuszcza¢. Rownoczesnie jednak zaczgliSmy lepiej rozumieé molekularne uwa-
runkowania procesu replikacji czastek wirusowych, czy komoérkowe mechanizmy obronne.
Kolejnym niezwykle istotnym rezultatem dokonanych odkry¢ byto otwarcie catkowicie
nowych perspektyw w zakresie leczenia chorob wirusowych. Wykazano na przyktad, iz
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wprowadzajac do zakazonych komoérek syntetyczne siRNA mozna wyraznie ograniczy¢,
a w niektorych przypadkach nawet catkowicie zahamowacd replikacj¢ wirusa. To niezwykle
istotne spostrzezenie dotyczy takze szczegdlnie groznych wirusow, w przypadku ktorych
stosowane dotad metody leczenia okazaty si¢ malo skuteczne. Migdzy innymi zidentyfiko-
wano szereg siRNA inhibujacych replikacjg¢ wirusa HCV (15).

Niezwykle istotne dla stworzenia nowych sposobow leczenia HCV sa takze obserwacje
dotyczace oddzialywan genomu wirusowego z miR-122. Wydaje sig, ze ta niewielka cza-
steczka RNA lub kodujacy ja gen, juz niedtugo stana si¢ celem dla réznego typu srodkow
przeciwwirusowych. Dodatkowo dalsze badania miR-122 pozwola nam lepiej zrozumiec
mechanizm molekularny procesu replikacji wirusowych RNA i by¢ moze wyjasnia, dlaczego
optymalnym miejscem replikacji HCV sa komoérki watroby. Jednak niezaleznie od tego, jaka
bedzie odpowiedz na to pytanie, juz dzis§ mozemy by¢ pewni, ze najblizsze lata przyniosa
nam wiele fascynujacych i zaskakujacych informacji dotyczacych udziatu srRNA w takich
procesach, jak replikacja lub translacja wirusowych RNA.

M Figlerowicz, A Tyczewska, M Figlerowicz

THE INFLUENCE OF SMALL REGULATORY RNAs ON THE VIRAL INFECTION
— NEW STRATEGIES IN HCV THERAPY

SUMMARY

The discovery of the RNAi phenomenon drastically changed our thinking about the mechanisms
affecting the expression of genetic information. It demonstrated that not only proteins but also small
regulatory RNAs (sTRNAs) are the key players in this process. In addition, it was shown that srRNAs
can influence viral infections. They are able to mediate viral RNA degradation or to inhibit viral RNA
replication and translation. The collected data suggest that stRNAs will soon become an important
tool in our struggle with viruses.
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