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Nowosci ze Swiata RNA
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Prof. dr hab. Witold Filipowicz otrzymat w tym roku
prestizowa nagrode Lifetime Achievement in Science Award
przyznawana przez miedzynarodowa RNA Society

za wybitne osiggniecia w dziedzinie badan nad RNA

Dtugo sadzono, ze RNA to czasteczka
wyspecjalizowana w przenoszeniu
informacji z DNA na biatko. Stosunkowo
niedawno naukowcy odkryli, jak bardzo
ztozony jest Swiat RNA

Profesor Witold Filipowicz, z ktorym Academia
rozmawiata na temat jego wieloletnich badan
nad RNA, mowi, ze s3 dwa typy naukowcow:
jedni ,mielg" (cate Zycie zgiebiaja jeden temat),
drudzy ,zbierajq kwiaty” (przeskakujq z dziedziny
na dziedzing, czesto posadzani o oportunizm).
On sam jednak pasuje do obu tych typow.

Cate swoje naukowe Zycie zajmuje sie RNA, ale
w miedzyczasie wiedza o RNA stata sie bardzo
szerokq dziedzing. Gdy zaczynatem, wiadomo
byto o transferowym tRNA, rybosomalnym rRNA
i informacyjnym (messenger) - mRNA. Wielka
przygoda zaczeta sie mniej wiecej 30 lat temu,
kiedy odkryto pierwsze RNA, niepasujqce do zad-
nej z tych trzech kategorii - rozmaite regulacyjne
RNA. Okazato sie réwniez, ze RNA moze miec¢
aktywnosc rybozymu, czyli aktywnosc enzymatycz-
nq. Weedy zatarta sig wielka réznica miedzy RNA,
DNA i biatkami. Wczesniej sqdzono, ze RNA
Jjedynie przenosi informacje z DNA na biatko lub
funkcjonuje jako materiat genetyczny pewnych
wirusow. Tymczasem okazato sie, ze moze on by¢
czqsteczkq zawierajqcq zaréwno informacje, jak
i enzymem. Popularno$¢ zyskaty wtedy istniejqce
juz wezesniej hipotezy, Ze pierwszy nasz Swiat to
nie byt $wiat DNA, tylko wtasnie RNA. Ta czq-

steczka mogta sie samoreplikowa¢ - mogta na
wtasnej matrycy stwarzac nowe czqsteczki, wsrod
nich takze nowe rybozymy. Te odkrycia szalenie
poszerzyly dziedzine badari nad RNA i oczywiscie
Sciqgnely tysiqce ludzi cheqeych analizowaé RNA
i zglebiac jego ewolucje.

Badania nad RNA daty mozliwos¢ rozwiqzania
paradoksu ,niekodujqcych” regiondw genomu.
Wezesniej funkcjonowaty rézne hipotezy prébujqce
wyjasnic, dlaczego jedynie okoto 1% genomu czto-
wieka i innych ssakéw koduje biatka. Uwazano,
Ze reszta to junkDNA, selfishDNA, niepotrzebny
balast, pozostatos¢ ewolucji. Dzis wiadomo juz, ze
ta cata reszta, lub przynajmniej jej znaczna czesc,
niesie informacje dla RNA niekodujqcego biatka,
Ze te sekwencje DNA sq transkrybowane do RNA
i petniq rdzne, niestychanie istotne regulatorowe
funkcje. Oczywiscie na poczqtku podchodzono
do tego (jak do kazdego przetomowego odkrycia)
bardzo sceptycznie. Nazywano to noise - szum
(informacyjny). Sqdzono, ze polimeraza RNA
przelatuje przez to DNA, a powstajqce niepotrzeb-
ne produkty ulegajq degradacji.

Dzi§ wiadomo, Ze s3 dziesiatki tysiecy niekodu-
jacych RNA.
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Im bardziej

ztozony organizm
eukariotyczny tym
wigcej alternatywnego
sktadania prekursorow
mRNA. Na fotografii
modelowy organizm
dla badaf biologow
molekularnych

- muszka owocowa
(Drosophila
melanogaster

Jedne z nich sq bardzo dtugie - majq tysiqce
nukleotydow, inne od 100 do 300 nukleotyddw,
a jeszcze inne to caly $wiat matych RNA: micro-
RNA, interferencyjnych RNA (iRNA, SiRNA),
PiRNA. Odkrycie tego byto wielkq niespodzianka.
To umykato uwadze naukowcow przez tyle lat.
Mate RNA tatwo zrozumie¢ - po prostu uciekaty
z naszych zeli. Te srednie widzielismy, ale omija-
lismy. Zele akrylamidowe prowadzito sie kiedy$
zwykle do dtugosci odpowiadajqcej wielkosci roz-
miaru tRNA. O reszcie, ktora pojawiata sie nizej
na zelu, myslato sie, Ze to produkty degradacji.
Teraz wiele 0séb wrdcito do swoich starych Zeli:
,Ja to widziatem, to byto tam”, ale nikt nie wpadt
na to, ze to jest takie wazne.

Bardzo duzo wiemy o biatkach i o genach kodujq-
cych biatka dzigki programowi sekwencjonowania
genomow. Ale mamy w tej chwili jakby drugi
genom, ktory trzeba prawie od zera zanalizowac
- ¢o on robi, jak on pracuje. Ponad 10 lat temu
zdecydowatem sie rzucic¢ stare badania nad tez
niekodujgcymi RNA - tymi Sredniej wielkosci, i sie
zajg¢ matymi RNA, ktore sq rzeczywiscie fascynu-
jace. Mate RNA dziatajq jako regulatory genow
kodujqcych biatka, jako regulatory struktury chro-
matyny, rozwoju, dyferencjacji. Praktycznie kazdy
proces biologiczny jest regulowany przez microR-
NA. Do tej pory nie wiadomo doktadnie, jaki jest
mechanizm ich dziatania, ale wszystko wskazuje
na to, ze regulujq translacje - proces biosyntezy
biatka - na dwdch poziomach: jako regulatory
translacji jako takiej, gtéwnie inicjacji, ale rowniez
stymulujq deadenylacje mRNA i jego stabilnosc. To
wielopoziomowa regulacja: utrzymywanie transla-
cji, potem wzmocnienie efektu przez pozbycie sig
juz zbednego mRNA przez degradacje.

Badania nad RNA sq szalenie fascynujqcq, ale
réwniez kompetytywnq dziedzing. Przetomem byto,
gdy okazato sig, Ze geny sq nieciqgte, poprzerywane
itronami. Proces sktadania prekursorow mRNA
byt przez ostatnie 20 lat jednym z najciekawszych

zagadnieri w biologii. Probowano zrozumiec, dla-
czego genom ludzki, mimo Ze ma niewiele wigcej
genow niz genom muszki owocowej czy robaka
oblego, koduje o wiele bardziej ztozony organizm.
Okazato sie, ze w wypadku genéw ludzkich jest
tyle tego alternatywnego skiadania, ze wiasciwie
kazdy gen to 10 réznych form mRNA, ktdre kodujq
rozne biatka. To najprawdopodobniej jest podstawq
rozwoju organizmow wielokomdrkowych. Drugie
niezwykte zagadnienie to wiasnie niekodujqce RNA
regulatorowe, ktorych wciqz jeszcze nie rozumiemy.
Szczegolnie tych duzych, ktdrych wigkszo$¢ zostata
odkryta zaledwie dwa, trzy lata temu. Jest ich obec-
nie skatalogowanych jakies 8-10 tysiecy. Dziatajq
na zasadzie modutow, substruktur, tak jak biatka.
Biatka o wtasciwosciach enzymatycznych czgsto
majq dodatkowe domeny, ktdre na przykiad dotq-
czajq je do RNA. Tak samo dtugie RNA wydajq sie
miec¢ witasciwosci zalezne od struktury. Czesto fat
dujq sie w modularne struktury podobne do biatek
i tez mogq miec wiele domen - jedna domena jest
odpowiedzialna np. za doprowadzenie niekodujq-
cego RNA do okreslonego miejsca w chromatynie,
a druga bedzie oddziatywata z biatkiem o wtasnos-
ciach enzymatycznych. To drugi swiat czqsteczek.
Swiat genéw do rozplgtania...

Biatka zdetronizowane?

Wiekszos¢ RNA posrednio lub bezposrednio re-
guluje ekspresje DNA kodujqcych biatka. Bez
biatka nic sie dzi§ waznego nie wydarzy. U samych
poczqtkéw prawdopodobnie RNA robito wszystko,
ale teraz biatka sq podstawq wiekszosci funkcji
komdrkowych. Sq jednak pograniczne struktury
- rybonukleoproteidy, kompleksy RNA i biatek. To
sq pozostatosci z wezesnych czaséw RNA. Sq ich
setki. Dziatajq na réznych etapach, np. sktadanie
mRNA jest catkowicie kontrolowane przez mate
czqstki rybonukleoproteinowe. Biatka przejety
w wiekszosci enzymatyczne funkcje RNA, ale RNA
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jest niestychanie pozyteczne. Ma mozliwo$¢ dotq-
czania sie do sekwencji innego RNA przez parowa-
nie zasad. To czyni z RNA uniwersalny regulator.
Czesto maty RNA moze miec w sobie krotki odcinek
nukleotydowy, ktéry nadaje mu specyficzno$¢ miej-
scowq. To mate RNA moze dotqczyc sie do mRNA
albo DNA, do sekwendji, ktdra jest na granicy
miedzy intronem a egzonem. Z tymi réznymi RNA
bedzie zwiqzany ten sam enzym biatkowy. Dzieki
RNA bedzie doprowadzony do rdznych miejsc - to
Jest szalenie ekonomiczne. Nie ,trzeba” budowac
catej kolekcji enzymow biatkowych, ktdre muszq
przejs¢ przez transkrypcje, genom, translacje, fat
dowanie, tylko to samo biatko doczepic do rdznych
RNA, ktdre bedq miaty tylko 100 nukleotydow i kto-
re nadadzq biatkom specyficzno$¢. Rybosomalny
RNA, ktérym zajmowatem sie dawnigj, jest w wielu
miejscach modyfikowany albo przez metylacje,
albo przez wymiane urydyny na pseudourydyne.
Wszystkie te modyfikacje (jest ich mniej wiecej sto
- [ metylacgji, i pseudourydylacji) sq kierowane
przez mate RNA, ktore doczepiajq ten sam enzym
do rozmaitych miejsc w rRNA i ten sam enzym pro-
wadzi do modyfikacji rRNA w réznych miejscach.
Zamiast 100 réznych enzymow biatkowych - ener-
getycznie ogromny koszt - komdrka produkuje
100 krotkich RNA, ktdre decydujq o specyficznosci,
gdzie ten sam enzym moze podobngq reakcje katali-
zowac. Natura jest bardzo sprytna!

Porozmawiajmy o epigenetyce.

Na regulacje chromatyny (choc pojedyncze prace
na to wskazujq) wptywajq raczej nie microRNA,
ktdre uznawane sq za regulatory posttranskrypcyj-
ne, ale inne mate RNA, zwtaszcza siRNA (small
interfering RNA), ktdrych mechanizm powstawa-
nia jest bardzo podobny do microRNA. To procesy
bardzo stabo na razie poznane u ssakow, ale bar-
dzo dobrze rozpracowane dla roslin i niektérych
grzybow. To sie odbywa w dosy¢ skomplikowany
sposdb. Struktura chromatyny jest bardzo dyna-
miczna, a regulacja tej dynamiki wiqze sie ze
skomplikowanymi reakcjami. Do niedawna Sie
wydawato, Ze histony jedynie organizujq DNA
w strukture, ktorq mozna upakowac. Teraz wiado-
mo, ze histony sq przedmiotem dziesiqtek modyfi-
kacji, takich jak metylacja, acetylacja lub ubikwi-
tvnacja. To te modyfikacje decyduja o dostepnosci
chromatyny dla polimerazy, czyli o moZliwosci tran-
skrypcji - 0 moZliwosci powstawania konkretnych
biatek. Mate RNA - SIRNA - odgrywajq w tym
ogromngq role, lokalnie zmieniajqc euchromatyne
w heterochromatyne. To jest bardzo dobrze pozna-
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ne, szczegdlnie u drozdzy Schizosaccharomyces
pombe, dla heterochromatyny znajdujqcej sie
blisko centromerow. Ta centralna czes¢ jest bardzo
mocno upakowana. W czasie mitozy, kiedy rozcho-
dzq sie chromosomy, musi ona by¢ heterochroma-
tyezna. Te regiony sq transkrybowane w dwdch
roznych kierunkach. Z niekodujqcych transkryp-
tow tworzy sie dwuniciowa struktura. Nastepnie
jest ona cieta enzymem, nukleaza Dicer, na mate
SIRNA. To one doprowadzajq w konkretne miej-
sca caly kompleks innych biatek, stymulujqcych
heterochromatyzacje i prowadzqcych do metylacji
histondw na resztach, ktére sq odpowiedzialne
za wyciszanie genow. U Schizosaccharomyces
pombe, ktdre ewolucyjnie sq na innym poziomie
niz drozdze piekarskie, wystepuje ciekawy cykl
komdrkowy. Podziat przebiega wzdtuz krotkiej osi
(jak u wiekszosci bakterii), co owocuje dwiema ko-
mdrkami o jednakowej wielkosci. W czasie cyklu
komdrkowego u S. pombe, siRNA sq zaangazowa-
ne nie tylko w regulacje centromerow, lecz takze
wielu genow kodujqcych biatka. Transkrypcja
wielu genow zachodzi w dwdch kierunkach: sens
i antysens, powstajq dwuniciowe struktury, ktore
sq natychmiast rozpoznawane przez biatko Dicer.
To dziata na zasadzie regulacji zwrotnej - wycisze-
nie genow jest tylko chwilowe, zachodzqce tylko
w okreslonej fazie cyklu komdrkowego. Wyszukane
mechanizmy rozmaitych typéw regulacji, o ktérych
nam sie nie snito.

Ale wréémy do microRNA. Ich rola w posttran-
skrypcyjnej regulacji gendw jest badana od okoto
dziesieciu lat. U cztowieka funkcjonuje okoto

Proces skiadania
prekursorow mRNA byt
przez ostatnich 20 lat
jednym z najciekawszych
zagadnien w biologil.
Probowano zrozumieé,
dlaczego, mimo 2e
genom ludzki ma
niewiele wigcej gendw
niz genom robaka
obtego, koduje

o wiele bardziej zto2ony
organizm.

Na zdjeciu robak obly
(Caenorhabditis elegans)
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tysiqca roznych microRNA i ocenia sie, ze po-
nad potowa wszystkich gendw kodujqcych biatka
jest przez nie regulowana, cho¢ udowodniono to
dla jedynie kilku procent regulowanych mRNA.
MicroRNA funkcjonujq jako rybonukleoproteidy
i rola microRNA polega na doprowadzeniu od-
powiednich biatek do mRNA. MicroRNA dziatajq
wiec jako przewodnicy (guide), nakierowujqcy ry-
bonukleoproteidowy kompleks do mRNA poprzez
parowanie zasad (base-pairing), odziatywanie
komplementarnych sekwencji pomiedzy microRNA
i mRNA. Prosta i bardzo ekonomiczna zasada.
Znow mozna, poprzez microRNA, catq te maszy-
nerie, ktéra prowadzi do wyciszenia czy degradacji
mRNA, doprowadzi¢ specyficznie do wybranych
celow. RNA ma te zdolnos¢ dotqczania sie do
innych RNA czy DNA poprzez base-pairing, czego
biatko nie potrafi. Dlatego tez microRNA ewoluujq
tak szybko. To znéw badania prowadzone gtownie
na roslinach. Sq klasy microRNA, ktore sq jeszcze
niedojrzate. Wystarczy miec tzw. szpilke (hairpin,
0 dtugosci okoto 100 nukleotydow) - to jest pod-
stawa struktury, z ktorej microRNA jest wycinane.
Takich struktur, gdy fatduje sie RNA komdrkowe,
sq dziesiqtki tysiecy. Mutacja moze spowodowac,
Ze jedna ze szpilek zaczyna przypominac substrat
dla enzymow wytwarzajqcych microRNA i zaczyna
sie ewolucja w tym kierunku. U Chlamydomonas
czy Caenorhabditis elegans tych szpilek produku-
jacych miRNA jest tylko okoto stu. Ze wzrostem
ztozonosci organizmow wyewoluowujq ich nowe
formy. Moze dlatego az tyle z okoto tysiqca microR-
NA aktywnych u ssakow funcjonuje w neuronach.
Ztozono$¢ procesow w mozgu moze wymagac
bardzo wyszukanej regulacji. Na przyktad aksony
muszq znaleZ¢ swojq droge w czasie rozwoju, zeby
sie dotqczy¢ do innych neurondw.

Wiele procesow w mozgu jest pod regulacia RNA.

W mdzgu jest najwieksza rdznorodnoS¢ micro
RNA. To dlatego bardzo wielu naukowcow zajmuje

sie w tej chwili neuronami. Komorki nerwowe majq

rozmaite przedziaty komorkowe - kompartamenty.
Lokalna stymulacja neurondow jest istotna dla trwa-
tego zapisu pamieciowego (long-term memory).
MicroRNA czesto dziatajq jako odwracalne inhi-
bitory. MicroRNA dotqcza sig do mRNA, blokujqe
g0, gdy sie odtqcza mRNA, znow jest aktywny. To
jest w tej chwili najlepszy kandydat na regulowa-
nie procesow translacji w dendrytach. Jest wiele
danych wskazujqcych na to, ze wtasnie w neuro-
nach przy synapsach microRNA blokujq translacje,
a stymulacja synapsy powoduje chwilowe odlq-
zenie microRNA [ub jego degradacje i aktywacje
procesu translacji. Ostatnie nasze badania prowa
dzone przez bardzo zdolnego doktoranta Jacka
Krola (rodem z Poznania) pokazaty, ze microRNA
w neuronach majq szalenie szybki katabolizm.
Bez przerwy sq degradowane, a nowe Syntetyzo
wane. Przypuszczalnie wiqze si¢ to z aktywacjq
translacji w neuronach. By¢ moze microRNA jest
degradowany lokalnie po aktywacji synapsy. Nowy
musi by¢ wytworzony, by przyjs¢ z nowym mRNA.
W innych tkankach microRNA sq wyjqtkowo stabil
ne, a w neuronach cos sie az gotuje. Ale nie wiemy,
czemu doktadnie to stuzy. W neurobiologii jest wiele
ciekawych rzeczy do poznania. Nie tylko mate, ale
i duze RNA wydajq sie bardzo zaangazowane w re
gulacje genow w neuronach. Podobnie epigenetyka
i szczegdlnie neuroepigenetyka to - dziedzina, ktora
bedzie rozwijata sie przez najblizsze dziesiqtki lat.
Ciqgle tez jest pytanie, jak z tej jednej zaptodnionej
komarki jajowej poprzez regulacje chromatyny ze
stadium totipotentnych komdrek mozna wytworzy¢
kazdq tkanke. W tym wszystkim RNA odgrywajq
kluczowq role.
Rozmawiata Patrycja Dotowy
Warszawa, listopad 2011.

Chcesz wiedzie¢ wiecej?

Krol J., Loedige 1., Filipowicz W. (2010). Regulation of
miRNA Biogenesis, Function and Decay. Nature
Reviews Genetics 11, 597-615.

W mazgu jest

roinorodnasc
microRNA. Wielu
naukowcow zajmuje
sig w tej clwili
neurcnami. Lokaina
stymulacia neuronow
jest istotna dia
trwalego zapisu
pamigciowego (fong-
term memor))
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