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RNA jest niezwyklg czasteczka

i prawdopodobnie juz wkrotce znajdzie
zastosowanie w terapii wielu cigzkich chorob.
Jego strukture i funkcje mozna badaé¢,
stosujgc mikromacierze izoenergetyczne

Prawie wszyscy znamy stowa piosenki ,,...zycie jest
formq istnienia biatka...”. Tak, to prawda, ale takze forma
istnienia kwasow nukleinowych - DNA i RNA. Te trzy
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Struktura ,ptaska” (drugorzedowa - obrazek w ramce) i przestrzenna
(trzeciorzedowa) transferowego kwasu rybonukleinowego (tRNA)
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czasteczki to najwazniejsze zwiazki organiczne na Ziemi.
To one graja kluczowa role w zyciu kazdego organizmu
zywego i wiruséw. RNA jest z tych trzech czasteczka
szczegolng. Ze wzgledu na jego wiasciwosci prawdopodob-
na wydaje sie hipoteza ,Swiata RNA”, w ktorym RNA byt
pierwsza czasteczka z tej triady, jaka pojawita sie na Ziemi.
RNA byt chemicznie nietrwaty w panujacych warunkach
geologicznych i zostat zastapiony przez chemicznie trwal-
szy DNA. Wiasciwosci katalityczne RNA tez byty ulomne
i funkcje te przejety w komoérce wyspecjalizowane biatka.

RNA wainy od dawna

Ostatnie 30 lat w biologii to w duzej mierze era RNA.
Juz od dtuzszego czasu wiedziano, ze istniejq trzy rodzaje
RNA, spetniajace rézne funkcje w biosyntezie bialek.
Rybosomalne RNA (rRNA) budujg z biatkami rybosom, na
ktéorym zachodzi biosynteza biatka. Istniejg transferowe
RNA (tRNA), bedace ,kurierami” dostarczajagcymi amino-
kwasy do odpowiedniego miejsca rybosomu. I wreszcie sg
informacyjne RNA (mRNA), bedace matryca w procesie
biosyntezy biatka.

Na przetomie lat 70. i 80. ubiegtego wieku biochemi-
cy amerykanscy Thomas Cech i Sidney Altman odkryli,
ze bez udzialu enzymoéw biatkowych w niektérych RNA
moze dochodzi¢ do hydrolizy i utworzenia okreslonych
wiazan internukleotydowych. Doprowadzito to do po-
wstania nowej klasy enzymoéw niebiatkowych zwanych
rybozymami. Uwaza sie, Ze wtasciwosci autokatalityczne
RNA to rodzaj ,biochemicznej skamieniatosci” z okresu
LSwiata RNA”.

Duza niespodzianka byto tez odkrycie, ze nie wszyst-
kie mRNA koduja okreslone biatka. Badania genomow
eukariotow wykazaty, ze w zaleznosci od gatunku od 10
do 98% RNA to niekodujace RNA (ncRNA). Kontroluja one
funkcjonowanie mRNA, szczegoélnie tych, ktére pojawiaja
sie w komorce w wyniku stresu. Poprzez oddziatywania
pomiedzy regulatorowym ncRNA i mRNA, czesto takze
z udzialem biatka, nastepuje kontrolowana biosynteza
okreslonego biatka niezbednego dla komorki w warun-
kach pojawiajacego sig stresu.

Terapeutyczne RNA

Wyjatkowo$¢ RNA wynika takze z faktu, Ze odgrywa
on podwdjng role - moze by¢ czynnikiem kontrolujacym
funkcje innych RNA, ale takze sam moze by¢ obiektem
regulacji. Wykorzystuje sie to w terapii nakierowanej na
RNA. Istniejg zasadniczo trzy sposoby regulacji aktywno-
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Wyjatkowo$¢ RNA wynika takze z faktu, Ze odgrywa on podwdjna role - moze byé czynnikiem kontrolujacym funkcje innych RNA,

ale takze sam moze by¢ obiektem regulacji

$ci patogennych RNA. Duza role odgrywa tu antysensowy
oligonukleotyd, czyli ,alter ego” sensowej informacji kodo-
wanej w postaci RNA (jednoniciowy oligonukleotyd kom-
plementarny do sensowego RNA). Juz ponad 30 lat temu
pojawita sie strategia antysensownych oligonukleotydow.
Polega ona na hybrydyzacji antysensowego oligonukleoty-
du z komplementarnym fragmentem RNA, co prowadzi do
aktywacji enzymu degradujacego RNA, czyli rybonukleazy
H, i w rezultacie do hydrolizy docelowego RNA. Inng mozli-
woscig jest przytaczenie antysensownego oligonukleotydu
do RNA i blokowanie jego funkcji, na przyktad procesu
jego translacji (,przepisywania” na biatka).

Wraz z poznaniem aktywnosci autokatalitycznych RNA
pojawity sie naturalne lub pozyskane poprzez selekcje nie-
biatkowe enzymy - rybozymy zdolne do hydrolizy okreslo-
nego fragmentu RNA. To kolejny sposéb ,terapeutycznego”
wykorzystania RNA. W wielu przypadkach udaje si¢ zapro-
jektowa¢ miejsce przylaczenia rybozymu do patogennego
RNA i hydrolize okreslonego wiazania diestrowego.

Wyciszanie gendw

Stosunkowo niedawno, bo 12 lat temu, pojawila sig
najbardziej obiecujaca metoda regulacji aktywno$ci RNA.
Amerykanscy biochemicy Andrew Z. Fire i Craig C. Mello
odkryli zjawisko interferencji, czyli wyciszania ekspre-
sji genow przez dwuniciowe mate interferencyjne RNA
(siRNA). Zwykle sg to 21-23 nukleotydowe dwuniciowe
czasteczki, w ktorych jedna z nici jest komplementarna do
wyciszanego genu. W cytoplazmie tworzy sie indukowany
przez RNA ,kompleks wyciszajacy” RISC (RNA-induced
silencing complex) wylaczajacy ekspresje genu poprzez
jego hydrolize. Inny sposob wyciszania interferencyjnego
zachodzi z udziatem dtuzszych mikro-RNA (miRNA), ktore

rowniez wiaza sie z kompleksem RISC i prowadza do
hamowania translacji mRNA. Uwaza sig, ze przynajmniej
30% ludzkich genéw jest wyciszanych w ten sposob.

Aigorytm na strukture

Aktywnos¢ biologiczna RNA jest funkcja jego struktury.
Struktura drugorzedowa RNA jest znacznie bardziej skom-
plikowana niz DNA. RNA jest bardzo pofatdowany. Oprocz
fragmentow dwuniciowych strukture drugorzedowa budu-
je wiele motywow, takich jak: struktury spinkowe, réznej
wielko$ci wybrzuszenia jedno- i dwustronne, 3’- i 5-nie-
sparowane konce réznej dlugosci, petle wieloramienne.
Istotny wptyw na pofatdowanie RNA ma réwniez trwatos$¢
termodynamiczna wielu niesparowanych fragmentow.
Dodatkowo na strukture RNA wptywa wiele oddziatywan
trzeciorzedowych: pseudowezty, platformy AA czy oddzia-
tywania wspétosiowe. Dla aktywnosci biologicznej RNA
w komérce istotne sg oddziatywania komplementarnych
fragmentéow RNA czy DNA, jak réwniez biatek wiazacych
sie specyficznie lub niespecyficznie do rejonéw jedno-
i dwuniciowych. Poznanie struktury drugorzedowej RNA
jest pierwszym krokiem do zrozumienia jego aktywnosci
biologicznej i praktycznego wykorzystania RNA jako
potencjalnego terapeutyku. Precyzyjne okre$lenie pofat-
dowania kilkusetnukleotydowego RNA jest bardzo trudne.
Okreslenie termodynamicznych regut oddziatywan frag-
mentow helikalnych RNA, wptywu drugorzedowych oraz
niektorych trzeciorzedowych motywéw strukturalnych
RNA na jego pofatldowanie umozliwito z okoto 80% do-
ktadno$cia przewidywanie struktury drugorzedowej RNA.
Reguly te zostaty opracowane w grupie Douglasa Turnera
z University of Rochester, przy znaczacym udziale nasze-
g0 zespotu badawczego, a algorytmy najczesciej stosowa-
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Ostatnie 30 lat w biologii to w duZej mierze era RNA. Analiz¢ kwasu rybonukleinowego wykonuje si¢ w wigkszosci instytutow biochemicznych

nych programéw komputerowych, takich jak Mfold czy
RNAstructure, stuzace do przewidywania struktury drugo-
rzedowej RNA, oparte sg wlasnie na tych parametrach ter-
modynamicznych. Istnieja takze eksperymentalne sposoby
okreslania struktury drugorzedowej RNA. Sa to metody
mapowania chemicznego i enzymatycznego. W pierwszej
wykorzystuje sie rézng reaktywnos$¢ chemiczng okreslo-
nych reagentéw chemicznych i reszt nukleotydowych
w rejonach jedno- i dwuniciowych. Natomiast mapowanie
enzymatyczne wykorzystuje do tego celu enzymy - nu-
kleazy specyficzne do fragmentéw jedno- i dwuniciowych
RNA. Wyniki mapowania chemicznego i enzymatycznego
moga stuzy¢ jako wyznaczniki do programow Mfold czy
RNAstructure. Dzieki temu przewidujg pofatdowanie RNA,
ktore cechuje sie najnizsza energia swobodna, i réwno-
cze$nie charakter rejonéw jedno- i dwuniciowych jest
zgodny z eksperymentalnymi wynikami mapowania.

Wykorzystanie mikromacierzy

Mapowanie chemiczne i enzymatyczne, stuzace okre-
Sleniu sposobu pofaldowania RNA, jest uciazliwe i pra-
cochtonne. Dodatkowo, okreslenie reszt nukleotydowych
ulegajacych modyfikacji chemicznej lub podatnych na
trawienia enzymatyczne wymaga cz€sto przepisania ba-
danego RNA na DNA. Stosowane reagenty chemiczne
czy rybonukleazy dziataja w warunkach odmiennych od
natywnych. W skrajnych warunkach moze to prowadzi¢ do
zmian struktury drugorzedowej badanego RNA.
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Kilka lat temu, we wspdtpracy z Douglasem Turnerem,
zaproponowaliSmy wykorzystanie mikromacierzy oligonu-
kleotydowych do badania struktury i oddziatywan RNA.
Ten innowacyjny sposéb opierat sie na obserwacji, ze krot-
kie oligonukleotydy hybrydyzuja do rejonéw jednonicio-
wych RNA, natomiast nie wiazg sie do dwuniciowych.
Poczatkowo jako sondy uzywano 2-O-metylowanych hep-
tanukleotydéw, co byto uzasadnione wigksza stabilnoscia
termodynamiczng duplekséw utworzonych przez sonde
i komplementarny jednoniciowy rejon badanego RNA (du-
pleksoéw hybrydyzacyjnych). Badania struktury 5S rRNA
z E. coli z uzyciem mikromacierzy pozwolity zwiekszyc
przewidywalnos$¢ poprawnego parowania zasad w 5S rRNA
z 27 do 92%, ale wykazaly tez stabg strone tego podejscia.

Krotkie sondy

Trwato$¢ termodynamiczna duplekséw hybrydyzacyj-
nych zalezy od ich sktadu nukleotydowego. W skrajnych
przypadkach, dla sondy bogatej w reszty adenozyny
i urydyny mogg pojawic sie trudnosci w detekcji duplek-
su hybrydyzacyjnego. Niedogodno$¢ ta doprowadzita do
koncepcji mikromacierzy izoenergetycznych, czyli ta-
kich, w ktérych trwato$¢ termodynamiczna wszystkich
duplekséw hybrydyzacyjnych jest podobna i dodatkowo
korzystniejsza. Wykorzystuje sie w niej modyfikowane
nukleotydy o usztywnionej konformacji rybozy, tzw. LNA
(Locked Nucleic Acids). Skrocenie sond do pentanukleoty-
déw ograniczyto pule mozliwych sond do 1024 oligonukle-
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otydow. Zsyntetyzowano chemicznie 853 sondy cechujace
sie wystarczajaca trwatoscia termodynamiczna dupleksow
hybrydyzacyjnych. We wstepnych badaniach okreslono
wptyw nukleotydéw LNA na trwato$¢ termodynamiczng
duplekséw w zaleznosci od ich potozenia w dupleksie oraz
tworzonych niesparowan. Obliczone parametry termody-
namicznie umozliwiaja okreslenie trwatosci termodyna-
micznej dowolnego dupleksu hybrydyzacyjnego. Kolejnym
etapem byto zbadanie struktury drugorzedowej pieciu re-
trotranspozonowych R2 5’'RNA za pomocg mikromacierzy
izoenergetycznych. Wyniki mapowania mikromacierzo-
wego w réznych warunkach buforowych i temperaturach
byty wybiérczo weryfikowane mapowaniem chemicz-
nym. Badania pozwolity okresli¢ struktury drugorzedowe
wszystkich pieciu R2 5’RNA, ktore w duzym stopniu maja
korelacje z ich aktywno$cig biologiczna. Badania pozwolity
tez zidentyfikowa¢ tworzenie sie trzeciorzedowego ele-
mentu strukturalnego - pseudowezta. Mikromacierze izo-
energetyczne zastosowano takze do badania oddziatywan
RNA z biatkami oraz innymi RNA w kompleksach dwu-
i trojsktadnikowych. W tym przypadku obiektami badan
byty dwa regulatorowe RNA z E. coli (DsrA i OxyS RNA)
oraz ich kompleksy z biatkiem Hfq i okreslonymi mRNA,
ktorych aktywnos$¢ biologiczng kontroluja analizowane
RNA. Hybrydyzacje kompleksow dwu- i tréjsktadniko-
wych mozna bada¢ na mikromacierzach w bardzo réznych
warunkach eksperymentalnych, co nie jest mozliwe przy
zastosowaniu innych metod badawczych.

Mikromacierze izoenergetyczne moga byc takze wy-
korzystane do poszukiwania w badanym RNA rejonow

RNA sequence

5'GGGCCGGUGUAACCCGGAU
GGCUGUACACGUGGUAAACAC
GUGACAGCAGCCCCGAUGGAC
GGACCGCGAGGACCGUCAAGC
CUAGCAGGUACCUUCGGGUGG -
GGCCUUGCGAUACCUGCGGGC CA
GAACCCUGUGGUCGGGUUUGC I i
AGCCCGGCCACAGUGGGUUUU s
UUUCCUGUUGCAAAAAAGUCA

AAUAAAGAAAAUAGACCUGAAG
CCUCUGGCCUCCCGCUGGAGU

CAGAGAGGACAGGCGAUAACC

CGACUGUGCGGGGUUCCGCC

GGCGCAGAUCCUGUGGGUCAG
GAUGCGCCUGGUUGGACCUGC

CAGUUCUGCG

microarray mapping

RNA secondary structure

jednoniciowych tatwo wigzacych sondy oligonukleotydo-
we. To bardzo istotna informacja, jesli chcemy uzywac
antysensownych oligonukleotydéw czy rybozymoéw jako
potencjalnych terapeutykow.

Inwestycja w przysztosé

Obecnie tylko pojedyncze antysensowne oligonukle-
otydy dopuszczone sa do uzytku jako terapeutyki. Wiele
innych jest w réznych stadiach badan klinicznych. Rosngca
intensywnos¢ badan sprawia, ze wykorzystanie RNA lub ich
modyfikowanych analogéw jako efektywnych terapeutykow
jest mozliwe w niedalekiej przysztosci. Takze podejscie,
w ktorych patogenne RNA beda obiektem dziatania terapeu-
tycznego, wydaje sie bliskie pomys$lnego zakonczenia.

RNA jest waznym obiektem badawczym, to inwestycja
w przyszto$é. =
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Schematyczna prezentacja mapowania mikromacierzowego. Mikromacierze pozwalaja przejs¢ od sekwencji do pofatdowanego RNA
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